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RESUMEN

El consumo de una dieta alta en grasa saturada y azucares sencillos se han
relacionado con el desarrollo de obesidad. Se ha estudiado el efecto de la manteca
como fuente de grasa saturada, sin embargo, en los ultimos afios se ha recomendado
el consumo del aceite de coco pese a contener 90% de &cidos grasos saturados. El
efecto benéfico del aceite de coco ha sido atribuido a su contenido de acidos grasos
de cadena media. Por otro lado, no se sabe si es la grasa saturada, el consumo de
azucares o ambos los que favorecen el desarrollo de obesidad. Teniendo este
antecedente, se evalud en ratas machos Wistar el efecto de dos dietas altas en grasas
saturadas, una de origen vegetal como es el aceite de coco y otra de origen animal
como lo es la manteca de cerdo y la combinacidon de estas grasas con la sacarosa
sobre el peso corporal, composicion corporal, ingesta caldrica, gasto energético,
tolerancia a la glucosa, tamafio de los adipocitos, pardmetros bioguimicos, inflamacion
de bajo grado mediada por el lipopolisacarido (LPS) y cascada de la sefializacion de
insulina mediada por TLRs, en tejido adiposo, musculo e higado. Se encontré que el
consumo de manteca de cerdo indujo endotoxemia metabdlica con un incremento en
los niveles de LPS séricos 80 veces mayor que el grupo control (p<0.005), ademas de
producir hiperinsulinemia, hiperleptinemia, intolerancia a la glucosa, hipertrofia de los
adipocitos, alteraciéon en la via de sefializacion de la insulina e incremento en la
abundancia de la 1-acilglicerol-3-fosfato-O-aciltransferasa en el tejido adiposo. El
consumo de aceite de coco ademas de producir endotoxemia metabdlica, alteracion
en la via de sefializacion de la insulina en el tejido adiposo y musculo, incremento el
colesterol LDL, la concentracién de triglicéridos en higado y una disminucion de la
expresion de IRS en musculo. Finalmente, se encontr6 que la sacarosa tuvo un efecto
similar a ambas grasas y que todas las alteraciones se vieron potenciadas por la

combinacion de una dieta alta en grasa saturada con sacarosa.



ABSTRACT

Consumption of a diet high in saturated fat and simple sugars has been associated with
the development of obesity. The effect of lard as a source of saturated fat has been
studied, however, in recent years’ consumption of coconut oil has been recommended
despite their 90% saturated fatty acids content. The beneficial effect of coconut oil is
attributed to its medium chain fatty acid content. It is not known whether the
consumption of saturated fat, sugar or both promotes the development of obesity.
Regarding this precedent, the effect of two high saturated fat diets, one from vegetable
origin such as coconut oil and another from animal origin such as lard, as well as the
combination of these fats with sucrose were tested in male Wistar rats. In this study
body weight, body composition, calorie intake, energy expenditure, glucose tolerance,
adipocyte size, biochemical parameters, lipopolysaccharide-mediated low-grade
inflammation (LPS), TIrs-mediated insulin signaling cascade in adipose tissue, muscle
and liver were all evaluated. It was found that the consumption of lard induces metabolic
endotoxemia, since there is an increase in the levels of LPS, 80 times greater than the
control group (p<0.005), in addition hyperinsulinemia, hyperleptinemia, glucose
intolerance, adipocyte hypertrophy, altered insulin signaling pathway and increased
abundance of l-acylglycerol-3-phosphate-O-acyltransferase in adipose tissue were
observed. The consumption of coconut oil, besides to producing metabolic
endotoxemia and impaired insulin signaling pathways in adipose tissue and muscle,
also increased LDL cholesterol and triglycerides in the liver and decreased expression
of IRS in muscle. Finally, it was found that sucrose has a similar effect when compared
to both fats and that all alterations were maximized by the combination of a high

saturated fat and sucrose diet.



I. INTRODUCCION
1.1 Grasas y aceites

Los lipidos provenientes de la dieta tienen diferentes funciones celulares: son fuentes
de energia y reserva, poseen un rol estructural al formar parte de las membranas
biologicas, regulan la permeabilidad en la membrana, son precursores de acidos
biliares, prostaglandinas, eicosanoides, participan en la mielinizacion, en vias de
sefializacion, regulan la expresion de algunos genes y son componentes de diferentes
proteinas. En los seres humanos, se recomienda que en la dieta debe consumirse del
25% al 35% (56-78 g) de lipidos (FAO, 2010). Los principales lipidos de la dieta son
las grasas y aceites (Bordonada, 2007; Fahy et al., 2012). Las grasas y aceites son
una mezcla de triglicéridos (95%-98%) y otros componentes menores (~5%) (Li,
Fabiano-Tixier and Chemat, 2017), estos pueden ser divididos en dos tipos:
glicerolipidos (mono y diglicéridos, fosfolipidos) y no glicerolipidos (esterol,
tocoferol/tocotrienoles, acidos grasos libres, vitaminas, pigmentos, proteinas,
componentes fendlicos, entre otros) (FIGUrRA 1). Una grasa es definida como una
mezcla de triglicéridos que es sélida a temperatura ambiente (~20°C), mientras que el
aceite es liquido. Las grasas que contienen una gran proporcion de acidos grasos
saturados son sélidas a temperatura ambiente y se conocen como grasas saturadas.
Estas grasas son generalmente de origen animal como la manteca, el sebo y la
mantequilla. Por el contrario, la mayoria de las grasas vegetales son ricas en acidos
grasos poliinsaturados o monoinsaturados y generalmente son liquidas a temperatura
ambiente, excepto las grasas de palma y coco que tienen un alto contenido de grasa
saturada (Rodriguez-Cruz et al., 2005).

1.2 Acidos grasos

Los acidos grasos (AG) tienen funciones importantes en el cuerpo humano: forman
parte integral de los fosfolipidos en las membranas celulares, son una fuente primaria
de energia, algunos son esenciales y requeridos para la sintesis de eicosanoides y
docosanoides (de 20 y 22 atomos de carbono, respectivamente), y algunos actian
como segundos mensajeros y reguladores de la expresion de genes (ppars, rxr, Ixrs,
rar, entre otros) (Zufiga et al., 2011; Valenzuela y Valenzuela, 2013). Los tipos

mas comunes de acidos grasos biologicos se enumeran en la TABLA 1.
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Figura 1. Componentes de las grasas y aceites. Los triglicéridos son los principales
componentes de los aceites y grasas (95-98%), ademas de los triglicéridos, la presencia de
componentes menores (diglicéridos y no diglicéridos) atribuye a las grasas y aceites
propiedades bioldgicas y valores nutricionales. Tomado de Li Y, et al. (2017).

Los AG se clasifican de acuerdo al grado de saturacion en saturados (AGSSs) o
insaturados (AGIs). Los AGSs se caracterizan por tener una cadena hidrocarbonada
con enlaces sencillos. Los AGIs contienen dobles enlaces y se dividen en:
monoinsaturados (AGMIs) con un solo doble enlace y poliinsaturados (AGPIs) con mas
de dos. Ademas del grado de saturacion, los AG pueden clasificarse de acuerdo a la
longitud de la cadena: AG de cadena corta (AGCC; C2-C6); de cadena media (AGCM,;
C7-C12); de cadena larga (AGCL; C13-C22) y de cadena muy larga (AGCML; mayor
a C22). Se ha asociado que el perfil de acidos grasos presentes en una dieta también
puede estar involucrado en el desarrollo de obesidad (Rogero and Calder, 2018).
Aunque la magnitud de los efectos de los AG puede variar dependiendo del perfil
especifico de AG y de la susceptibilidad individual, si existe evidencia cientifica que
sefiala que la ingesta de AGSs propician un aumento en los niveles de colesterol total
(DiNicolantonio, Lucan and O Keefe, 2016). Debido a que se ha relacionado el
consumo de AGSs con enfermedades cardiovasculares, diferentes recomendaciones
han sido propuestas (AGSs <10%), como la reduccion de alimentos con alto contenido

de AGSs y un incremento en el consumo de AGMIs y AGPIs, que estan asociados



con proteccion cardiovascular (Timmers et al., 2011; Figueiredo et al., 2017; Palomer
et al., 2017).

Tabla 1. Acidos grasos mas comunes en los sistemas bioldgicos.

Simbolo? Nombre comdn Nombre sistematico Estructura PF (°C)
12:0 Acido laurico Acido dodecanoico CHs3(CH3)10COOH 44.2
14:0 Acido miristico Acido tetradecanoico CHs(CH3);,COOH 52.0
16:0 Acido palmitico Acido hexadecanoico CH3(CH>)14COOH 63.1
18:0 Acido esteérico Acido octadecanoico CHs3(CH3)1sCOOH 69.6
20:0 Acido araquidico Acido eicosanoico CHs(CH3);sCOOH 75.4
22:0 Acido behénico Acido docosanoico CH3(CH3)20COOH 81.0
24:0 Acido lignocérico Acido tetracosanoico CH3(CH>)2,COOH 84.2

16:1n-7 Acido palmitoleico Acido 9-Hexadecenoico CH3(CH,)sCH=CH(CH,);COOH -0.5
18:1n-9 Acido oleico Acido 9-Octadecenoico CHs(CH3),CH=CH(CH,);COOH 13.4
18:2n-6 Acido linoleico Acido 9,12-Octadecadienoico CH3(CH3)4(CH=CHCH,)»(CH,)sCOOH -9.0
18:3n-3 Acido a-linoleico Acido 9,12,15-Octadecatrienoico CH3CH2(CH=CHCH,)3(CH,)sCOOH -17.0
18:3n-6 Acido y.linolenico Acido 6,9,12-Octadecatrienoico CH3(CH2)4(CH=CHCH,)3(CH,);COOH

20:4n-4 Acido araquidénico Acido5,8,11,14-Eicosatetraenoico CH3(CH,)4(CH=CHCH_)4(CH_),COOH -49.5
20:5n-4 EPA Acido 5,8,11, 14, 17-Eicosapentaenoico CH3CH3(CH=CHCH,)5(CH,),COOH -54.0
22:6n-4 DHA Acido 4,7,10, 13, 16, 19-Docosahexenoico CH3CH,(CH=CHCH)sCH,COOH

24:1n-4 Acido nervonico Acido 15-Tetracosenoico CH3(CH,);CH=CH(CH2),3COOH 39.0

aNumero de atomos de carbono: nimero de dobles enlaces. Para los acidos grasos insaturados, n es el nUmero de atomos de
carbono, n-x es el &tomo de carbono con el doble enlace.PF: Punto de fusion. Tomado de Lépez-Salazar. (2016)

El consumo de diferentes AG puede a su vez inducir diferentes cambios metabdlicos
(Figueiredo et al., 2017) (FIGURA 2). La ingesta de AGSs, principalmente cuando se
consume una dieta alta en grasa (DAG) induce la activacion de una respuesta
inflamatoria, mediada por la infiltracion de células del sistema inmune y la produccién
de macréfagos con un fenotipo M1 (proinflamatorio), que tienen la caracteristica de
producir citocinas proinflamatorias. Se ha reportado que los macréfagos corresponden
a ~40% del total de células del tejido adiposo blanco en ratones y humanos que tienen
obesidad, con respecto al 18% de los controles (Lumeng et al., 2007; Rogero and
Calder, 2018). Este proceso de inflamacion esta relacionado con la microbiota
intestinal, que también promueve la expresion de citocinas proinflamatorias y la
liberacién de endotoxinas. Por otra parte, los AGMIs y AGPIs son considerados
benéficos al inducir una disminucidén en la resistencia a la insulina y la esteatosis

hepatica. Existen dos AGPIs que el organismo no puede sintetizar, el acido linoleico



(AL) y el &cido alfa linolénico (ALN), estos acidos grasos pertenecen a la familia n-6 y
n-3 y son considerados AG esenciales, debido a que los mamiferos carecen de las
enzimas necesarias para insertar dobles enlaces en los atomos de carbono que estan
mas all4 del carbono 9 a partir del carboxilo terminal (Rodriguez-Cruz et al., 2005). El
AL es un precursor del acido araquidonico (C20:4n-6), que a Su vez es un precursor
de mediadores inflamatorios como las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos.
La ingesta de AGPIs puede modular la expresion de genes involucrados en la
inflamacion (Marion-Letellier, Savoye and Ghosh, 2015). La proteina de unién a
elementos regulatorios de esteroles (SREBP) forma parte de una familia de factores
de transcripcion formada por tres miembros SREBP-1a, 1c y 2. SREBP-1 se traslada
al nucleo y activa la expresién de genes involucrados en el metabolismo de lipidos.
Actualmente se han propuesto diferentes mecanismos por los cuales los AGPIs
regulan la lipogénesis a través de SREBP-1. El primero sugiere que los AGPIs reducen
la forma nuclear activa de SREBP-1 en ratas, segundo, los AGPIs disminuyen la
estabilidad del mensajero de SREBP-1 y tercero suprimen la expresion del RNAm de
SREBP-1, por lo que, una dieta alta en AGPIs disminuira la lipogénesis (Rodriguez-
Cruz et al., 2005). El receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR)
pertenece a la familia de factores de transcripcién involucrados en la regulacion de la
homeostasis de los lipidos. Existen 3 isoformas de PPARs (a, & y y). Los AGPIs se
unen con mayor afinidad a PPARa. La activacién de los PPARs por los AGPIs genera
efectos benéficos ya que se aumenta la oxidacidén de acidos grasos, que inducira una
disminucién de triglicéridos. Por otro lado, se ha reportado que el 4cido oleico que es
un AGMIs activa mecanismos que previenen la alteracion inducida por el acido
palmitico, y que este efecto es dependiente de la activacion de AMPK (proteina
qguinasa activada por AMP), un sensor metabdlico que también modula la inflamacién
(Palomer et al., 2017).
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Figura 2. Cambios metabodlicos producidos por diferentes tipos de acidos grasos. Una
dieta con alto contenido en acidos grasos saturados (SFA) y una dieta alta en grasa (HF),
modulan procesos inflamatorios, provocando la infiltracién de macréfagos con un fenotipo M1
considerado proinflamatorio, promoviendo la expresién de citocinas proinflamatorias y el
incremento de endotoxinas en circulacion. Este proceso inflamatorio esta relacionado con la
microbiota intestinal, que también promueve la liberacién de endotoxinas, produccion de
citocinas proinflamatorias, asi como variaciones en la proporcion de bacterias presentes. La
ingesta de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) y monoinsaturados (MUFA) esta relacionada
con un aumento de adiponectina y citocinas antiinflamatorias, que promueven un beneficio
metabdlico hepatico, se incrementan los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL),
reduciendo asi el riesgo de ateroesclerosis. Lipoproteina de baja densidad (LDL); lipoproteina
de muy baja densidad (VLDL); péptido similar al glucagén-1 (GLP-1); Receptores activados
por proliferadores peroxisomales alfa (PPARa); gamma (PPAR-y); unién a elementos
reguladores de esteroles (SREBP); &cido graso sintasa (FAS), enfermedad del higado graso
no alcohdlico (NAFLD); hemoglobina Alc (HbAlc); Interleucina (IL); factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa); Lipopolisacarido (LPS). Modificado de Figueiredo PS, et al. (2017).
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1.3 Digestion y metabolismo de acidos grasos

La absorcion de la grasa incluye una serie de pasos: emulsificacion mecénica en el
estdmago, degradacion lipolitica por las lipasas generando acidos grasos, fosfolipidos
y ésteres de colesterol; solubilizacion con sales biliares primarias (acido
guenodesoxicolico y acido colico) en el duodeno y, finalmente, absorcion en las células
epiteliales o enterocitos que recubren la superficie luminal del intestino. Los lipidos se
unen a proteinas para sintetizar a los quilomicrones, la lipasa de lipoproteinas, que se
encuentra en la pared interior de los capilares sanguineos, hidroliza los triglicéridos,
liberando acidos grasos. Los acidos grasos libres (AGL) son transportados por unién
con la albumina o como parte de las lipoproteinas. Adentro de la célula los AGL
también requieren de una proteina para su transporte a la proteina de unién a acidos
grasos (FABP). Los AGL son activados (acil-CoA) después pueden ser metabolizados
por B oxidacién en la mitocondria o los peroxisomas o enviados al reticulo

endoplasmico para la esterificacion de diferentes tipos de lipidos (FIGURA 3).
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Figura 3. Metabolismo de los acidos grasos. Los acidos grasos libres son activados para
su transporte a la mitocondria o peroxisoma para su 3 oxidacién o al reticulo endoplasmico
para la esterificacion de diferentes lipidos. La glucosa puede transformarse a acidos grasos si
existen concentraciones elevadas de glucosa. Tomado de Rustan, et al. (2005).



La longitud de la cadena también afecta la manera en que se transportan los AG
(FIGUrRA 4). los AGCM se transportan al higado via vena porta, donde se oxidan
rapidamente, debido a que son independientes de la accion de la enzima
transportadora de acidos grasos en la mitocondria (CPT1) (Bosch et al., 2011; Mccarty
and Dinicolantonio, 2016). Los AGCL son re esterificados a triglicéridos en los

enterocitos, se incorporan a los quilomicrones y entran al sistema linfatico.
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Figura 4. Vias de absorcién de los acidos grasos con respecto alalongitud de la cadena.
Los MC-FA y SC-FA son absorbidos directamente a través de la vena porta y su rapido
transporte al higado permite su B-oxidacion o transformacion a cuerpos cetonicos. Modificado
de Acquistapace, S. et al. (2019). MC-FA: acidos grasos de cadena media; SC-FA: de cadena
corta; LC-FA: de cadena larga.

1.4 Manteca de cerdo

La manteca de cerdo es aquella grasa que proviene de la espalda del cerdo, es una
grasa blanda, insipida, inodora, de consistencia viscosa y textura granulosa, se obtiene
por diferentes procedimientos, tales como: proceso en seco, proceso humedo y
proceso humedo en autoclave (Fundacion Espafiola de Nutricion, 2018). La manteca
de cerdo es un ingrediente utilizado en la cocina de los mexicanos, para cocinar y/o
potenciar los sabores de los alimentos. Uno de los alimentos mas consumidos por la

poblaciébn mexicana son los tamales, dentro de sus ingredientes se encuentra la



manteca de cerdo que es necesaria para obtener la textura deseada. Varios estudios
en modelos animales han mostrado que el consumo de manteca de cerdo puede
inducir alteraciones en el peso corporal, en las concentraciones de triglicéridos en
circulacién e higado y en el desarrollo de higado graso (Baum et al., 2012; Karimi,
2012; Rosas-Villegas et al., 2017; Sanchez-Tapia et al., 2017). Sin embargo, aun no
se comprende del todo bien sus efectos, debido a que en proporcion, predomina el
acido oleico (47%) que es AGMIs y su contenido de AGSs es de 41% (FIGURA 5A),
principalmente el acido palmitico (27%) y el acido esteérico (12.5%) que son AGCL
(FIGURA 5B), ademas, la manteca de cerdo contiene en su composicion 95 mg de
colesterol por cada 100 g de grasa (ISEO, 2016; USDA, 2018a), por lo que sus efectos
sobre las alteraciones metabdlicas podria estar influenciado por su perfil de AG.

1.5 Aceite de coco

El coco es el fruto del Cocus nucifera (familia Arecaceae) un arbol originario de Asia.
Uno de los usos mas conocidos es la obtencién de aceite, la pulpa del coco seco o
copra contiene mas de 60% de aceite que puede ser extraido (Dasilva et al., 2017). El
aceite de coco de la copra se produce al triturar la pulpa de cocos secos, luego pasa
por un proceso de refinacion, blanqueado y desodorizado. El uso del aceite de coco
como aceite para cocinar o como producto cosmético se ha popularizado en los dltimos
afios, debido a que distintos estudios proponen que su consumo tiene efectos
benéficos, debido a la estructura de los AG que lo componen (Boateng et al., 2016;
Wallace, 2019). México se posiciona en el octavo lugar en el mundo por el consumo
de aceite de coco, debido a que se ha aumentado el consumo de 100 toneladas
métricas por afio en 1990 a 139 toneladas métricas por afio en el 2019 (Index Mundi,
. El aceite de coco estd compuesto principalmente de AGSs (91%) (FIGURA 5A). De
estos AGSs, los acidos grasos principales son acido laurico (C12:0), miristico (C14:0)
caprilico (C8:0). El acido laurico representa mas del 50% de los AGSs en el aceite de
coco (FIGURA 5B). El acido laurico se puede clasificar como un AGCM o un AGCL,
algunos estudios sefialan que se comporta mas como un AGCL (Denke and Grundy,
1992), mientras que otros mencionan que al ser un AGCM permite tener efectos
benéficos sobre la salud, como pérdida de peso, prevencion de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas (Clegg, 2017; Sankararaman and Sferra, 2018;
Wallace, 2019).
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1.6 Seializacion de la insulina

La resistencia a la insulina es una condicion en la cual las células ya no responden
apropiadamente a la accion de la insulina en circulacion, a nivel celular, el sustrato del
receptor de insulina (IRS) se fosforila en un residuo de serina lo cual genera una
disminucién en su actividad, reduciendo asi la sensibilidad de la insulina (Sears and
Perry, 2015). Después del consumo de hidratos de carbono o grasa, se activa la
secrecion de insulina para mantener las concentraciones de glucosa dentro de los
valores normales. La insulina actia a través del reconocimiento de receptores de
insulina en el tejido adiposo (TA), higado, musculo esquelético y endotelio (Gutiérrez-
Rodelo, et al., 2017). El receptor de insulina (IR) es una glucoproteina de membrana
heterotetramérica que consiste en dos subunidades a y dos B. La insulina se une a la
subunidad a extracelular del receptor e induce un cambio conformacional que
promueve la union de adenosin trifosfato (ATP) para autofosforilar el dominio
intracelular de la subunidad B, que tiene actividad intrinseca de tirosina cinasa. Los
residuos de tirosina son autofosforilados y reconocidos por diferentes proteinas
adaptadoras, entre las que se incluye el IRS, de los cuales IRS-1 e IRS-2 constituyen

los dos principales sustratos (Shengli and Pauline, 2011).

La sefalizaciéon de la insulina activa dos vias principales (FIGURA 2): la via de la
fosfatidilinositol-3-cinasa/proteina cinasa B (PI3K/Akt) y la via de las cinasas activadas
por mitbgeno/Ras (MAPK/Ras), que regula la expresiéon génica asociados a la insulina.
En la via de PI3K/Akt, la activacion de Akt desempefia un papel importante en las
acciones metabdlicas, incluyendo la incorporacion de glucosa en el masculo y el TA a
través de la translocacion de un transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) de
compartimentos intracelulares a la membrana celular, que aumenta la captacion de

glucosa en la célula (Cohen and Spiegelman, 2016).

El consumo de una DAG se ha asociado al desarrollo de resistencia a la insulina por
algunos mecanismos moleculares: a) Incremento en la sintesis de complejos lipidicos;
b) alteracion en la funcién de organelos celulares y c) inflamaciéon mediada por los
receptores tipo toll (TLR) (Palomer et al., 2018). Primero, la ingesta de una DAG genera

una acumulacion de lipidos en el TA, cuando el TA es incapaz de almacenar estos



lipidos da lugar a una deposicion ectépica de lipidos a higado, masculo, corazon,

islotes pancreéticos.
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Figura 6. Vias de sefializacion de la insulina. Al interaccionar la insulina con su receptor,
este recluta y fosforila principalmente dos proteinas adaptadoras: sustrato del receptor de
insulina (IRS), el principal mediador de las acciones metabdlicas de la insulina, y proteina
quinasas activadas por mitégenos (MEK/ERK), que media las acciones de proliferacion y

crecimiento celular. Tomado de Gutiérrez-Rodelo, et al. (2017).

La deposicion ectopica de lipidos promueve disfuncion celular metabdlica
(lipotoxicidad) (Torres, Torre-Villalvazo and R Tovar, 2006) y muerte celular
programada (lipoapoptosis) (Palomer et al., 2018). El exceso de lipidos puede ser
convertido en complejos derivados de lipidos como los diacilgliceroles y ceramidas. El
incremento en las concentraciones de diacilgliceroles atenda la via de sefalizacion de
la insulina al fosforilar en residuos de serina a IRS-1 (Perry et al., 2014), mientras que
el incremento en la sintesis de ceramidas induce la desfosforilacion e inactivacion de
AKT. Segundo, el incremento en la acumulacién de lipidos causa desregulacion en el

reticulo endoplasmico, esto resulta en un proceso conocido cémo estrés del reticulo



endoplasmico, la activacion de esta via puede inducir la activacion de vias
proinflamatorias (Palomer et al., 2018). Por ultimo, la grasa saturada puede activar
rutas proinflamatorias a través de receptores de membrana cémo TLR4, un receptor
gue reconoce componentes bacterianos, en el que se incluye el lipopolisacéarido (LPS).
Una vez activado, TLR4 promueve la activacion de citocinas proinflamatorias (Daira et
al., 2012).

1.7 Endotoxemia metabdlica e inflamacion

El intestino humano esta colonizado por mas de 100 billones de microorganismos que
constituyen la microbiota intestinal. La alteracion en la composicion de la microbiota
intestinal estd estrechamente relacionada con un proceso inflamatorio y
anormalidades metabdlicas, incluyendo obesidad y resistencia a la insulina (Guinane
and Cotter, 2013). EI LPS es un componente de la membrana externa de bacterias
Gram negativas (G-) y puede inducir un proceso inflamatorio a través de la activacion
del receptor TLR4. El LPS es raramente detectado en circulacion, a excepcion de
patologias como infecciones y colitis (Fuke et al., 2019). Sin embargo, investigaciones
recientes se han enfocado en la influencia que tiene el consumo de una DAG sobre la
composicién de la microbiota intestinal, fue asi que, en el 2007, Cani, et al., demostré
que una DAG inducia un aumento en los niveles de LPS en circulacion, y, fue asi como
los autores definieron esta condicién como endotoxemia metabdlica (Cani et al., 2007).
El LPS esta formado por tres componentes principales: un componente hidrofébico
(lipido A), un core de oligosacéridos ligado a una region externa (region-O). La
toxicidad del LPS est4 asociada con el componente hidrofébico lipido A (Sampath,
2018).

En la fase temprana de un proceso de endotoxemia metabdlica, los LPS presentes en
el lumen intestinal ingresan al sistema linfatico y eventualmente llega a circulacién a
través del transporte transcelular (Nishizawa, 2016). En circulacion los LPS son
reconocidos por una proteina de unién a LPS (LBP), esta lo transfiere a una molécula
accesoria CD14, y de acuerdo con estudios in vitro, la LBP también podria tener la
capacidad de transferir los LPS a los quilomicrones (Laugerette et al., 2011). CD14 es
una proteina multifuncional que tiene especificidad por los LPS y junto a TLR4 y la
proteina de diferenciacion mieloide 2 (MD-2), forman un complejo, que permite el



reclutamiento intracelular de proteinas adaptadoras que llevan a la activacion de
citocinas proinflamatorias, asociadas con la inhibicion de la sefializacion de insulina
(Fusaru et al., 2012). TLR4 es un receptor de membrana, con un dominio extracelular,
un solo dominio transmembranal y su dominio intracelular. La activacion de TLRA4,
como se muestra en la FIGURA 7, ocasiona que TLR4 se dimerice y sufra un cambio
conformacional que permite el reclutamiento de moléculas adaptadoras (MyD88). Esta
activacion puede desencadenar varias rutas de sefializacion, entre ellas, la activacion
del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFkB). NFkpB se encuentra en el citoplasma en forma dimérica e inactiva, su activacion
mediada por la activacién de TLR4, produce la translocacion de NFkp al nucleo para
activar la transcripcion de varios genes en el que se incluyen: el factor de necrosis
tumoral tipo alfa (tnfa), Interleucina (il-718), il-6, ciclooxigenasa 2 (cox2) y la sintasa
inducible por 6xido nitrico (iNOs). Por otro lado, la activacion de TLR4 también activa
a la familia de las cinasas como la cinasa N-terminal (JNK), que es capaz de fosforilar
a la proteina IRS-1 en su residuo de serina (307), causando una disminucién en la
activacion de la via de AKT, que da lugar a una disminucion en la expresién o
translocacion del transportador GLUT-4 (Rutkowski, 2015).

1.9 Tejido adiposo

En mamiferos existen tres tipos de tejido adiposo: tejido adiposo pardo (TAP)
especializado en la produccién de calor (termogénesis), tejido adiposo beige (TABe)
gue promueve el gasto de energia y el tejido adiposo blanco (TAB). La obesidad y la
progresion de la obesidad a diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) puede ser explicada en
parte por cambios en la composicion y funciéon del TAB (Szablewski, 2018; Lee, Lee
and Oh, 2019). En humanos hay dos sitios principales en el que se acumula el TAB:
visceral y subcutaneo. El TA subcutaneo representa mas del 80% del TA total en el
organismo y se localiza dentro de la cavidad abdominal, debajo de la piel, y se intercala
entre los musculos esqueléticos. Dependiendo de la localizacion el TA visceral se
clasifica en retroperitoneal, mesentérico, perigonadal y omental (Torres, Vargas-
Castillo and Tovar, 2015). El TA estd compuesto de adipocitos, que son las células
mas abundantes (35-70% de masa adiposa en adultos), y células del estroma vascular

(fibroblastos, macréfagos, pericitos, elementos vasculares, elementos nerviosos,



preadipocitos y células con capacidad de células madres hematopoyéticas) (Torres,

Vargas-Castillo and Tovar, 2015).
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proteina IRS. Tomado de Sears, et al. (2010).

El TAB es el érgano principal que tiene la funcién de almacenar el exceso de energia
en forma de triglicéridos y de liberar a AGL a través de lipdlisis durante el ayuno para
cubrir las demandas energéticas del organismo. Actualmente también se ha descrito
que el TAB es un “regulador maestro” por ser un 6rgano endocrino que regula la
homeostasis de la energia sistémica (Kusminski, Bickel and Scherer, 2016; Lee, Lee
and Oh, 2019).

En el TAB los adipocitos tienen una forma esférica y un tamafio variable de 30-160
pm, tienen una gota lipidica unilocular, pocas mitocondrias y una tasa de oxidacion
baja (Torres, Vargas-Castillo and Tovar, 2015; Luo and Liu, 2016). El TA secreta
péptidos bioactivos y proteinas, conocidos como adipocinas. Estas adipocinas estan

involucradas de manera primordial en mantener una regulaciéon inmune, por lo que se
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clasifican en adipocinas anti-inflamatorias (adiponectina, omentina-1, SFRPS5,
cardiotropina-1) e inflamatorias (FABP4, ASP, RBP4, lopocalina-2, chemerina,
visfatina, leptina, vaspina, resistina) (Lee, Lee and Oh, 2019). La leptina y la
adiponectina son las principales adiponectinas, ya que juegan un papel primordial en
la regulacion de la homeostasis. Los niveles de leptina circulantes son directamente
proporcionales a la masa grasa corporal. A traveés del reconocimiento del receptor
especifico para leptina, esta adipocina media numerosos procesos biolégicos, como la
saciedad, ingesta de alimentos, gasto energético, funcion reproductiva, aterogénesis
y presion arterial. La adiponectina por otro lado, protege de la resistencia a la insulina

y de procesos pro-inflamatorios (Kusminski, Bickel and Scherer, 2016).

1.9.1 Disfuncion del tejido adiposo

La disfuncion del TA se ha denominado como aquel proceso en el que hay una
produccion y liberacion desequilibrada de adipocinas proinflamatorias, generando una
inflamacion crénica de bajo grado, incrementando la presion arterial, dislipidemias y
resistencia a la insulina (Schrover et al., 2016). Durante la obesidad el TAB se vuelve
disfuncional al ser incapaz de almacenar el exceso de lipidos, esto promueve una
acumulacion de lipidos ectdpica en otros tejidos que regulan la homeostasis de la
glucosa y esto es conocido como “lipotoxicidad” (Torres, Torre-Villalvazo and R Tovar,
2006). El TA tiene la capacidad de almacenar el exceso de grasa, para ello puede
expandirse para incrementar el tamafio de las células (hipertrofia) y/o reclutar células
precursoras para su diferenciacion (hiperplasia). Se ha sefialado que una respuesta
hiperplasica es protectora contra la expansion celular y el desarrollo de TA
desregulado y disfuncional, ya que el proceso hipertréfico puede deteriorar la funcion
del TA induciendo inflamacién local, estrés mecéanico y metabolismo alterado, debido
a que los adipocitos al expandirse se enfrentan a un espacio limitado y ocurre una
disminucién en la angiogénesis y un estado de hipoxia (Goossens y Blaak, 2015; Smith
y Kahn, 2016) (FIGURA 8).
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Figura 8. Hipertrofia del adipocito y caracteristicas asociadas. El aumento en la
acumulacién de grasa induce una alteracion en el tamafio del adipocito (hipertrofia) promueve
el almacenamiento ectépico de la grasa en diferentes sitios del organismo. IRS-1, receptor del
sustrato de insulina, GLUT4, transportador de glucosa tipo 4. Modificado de Smith, et al.
(2016).

1.10 AzUcares en la dieta

En el mundo, el incremento de la obesidad, en la mayor parte de los casos esta
asociada a una ingesta excesiva de alimentos altos en grasa (sobre todo, grasa
saturada) y de carbohidratos como monosacaridos, principalmente la fructosa o la
glucosa o disacaridos, como la sacarosa (Sanchez-Tapia et al., 2019). En México se
reporta que la proporcion de personas con consumos mayores a los recomendados
(>60%) es de mas de 64% en todos los grupos de edad (ENSANUT-MC, 2016; Rosas-
Villegas et al., 2017). ElI consumo excesivo de sacarosa (glucosatfructosa) esta
relacionado con el desarrollo de ganancia de peso y ganancia de masa grasa
(Stanhope, 2016). Una dieta alta en sacarosa (DAS) promueve la biosintesis de acidos
grasos en un proceso conocido como lipogénesis de novo que se lleva a cabo en el
higado. El incremento en los productos de la lipogénesis de novo puede incrementar
el desarrollo de la enfermedad del higado graso no alcohdlico que esta relacionada
con la DMT2 y la obesidad (Sanders and Griffin, 2016).



II. ANTECEDENTES PARTICULARES

El aceite de coco popularmente se utiliza para freir, hornear, como un componente de
panes y aderezos para ensaladas. Una de las ventajas del aceite de coco es su
resistencia a la oxidacion y la polimerizacion, que hace que sea un aceite estable para
cocinar. Debido a su alto contenido de AGSs, el aceite de coco, se ha clasificado como
una fuente de grasa saturada, por lo que su consumo deberia ser limitado, que de
acuerdo a las recomendaciones se sugiere que se debe reducir la ingesta de grasa
saturada a menos del 10% de la ingesta total de calorias (USDA, 2015; WHO, 2018).

Actualmente hay una promocioén generalizada de los beneficios del aceite de coco en
medios populares, incluidos periddicos, revistas, libros de cocina, internet y television.
Su popularidad ha sido creciente, y su produccién ha aumentado a 137 mil toneladas
en el 2018, con respecto a los 129 mil que se producian en el 2017. La disociacion
entre las recomendaciones basadas en evidencia y la opinidbn que prevalece entre la
poblacién con respecto al consumo de aceite de coco fue expuesta en una encuesta
publicada recientemente en el New York Times. Esta encuesta sugirié que el 72% de
los americanos en contraste con el 37% de expertos en nutricion consideraban que el
consumo de aceite de coco era saludable (Quealy and Sanger-Katz, 2016). Entre
alguno de los beneficios propuestos del aceite de coco esta, que promueve la pérdida
de peso, por su contenido de triglicéridos con AGCM (TCM), sin embargo, es necesario
enfatizar que el aceite con TCM y el aceite de coco no tienen el mismo perfil de AG,
debido a que el aceite con alto contenido de TCM estd compuesto de ~65% de acido
caprilico (C8) y 30% de acido caprico (C8), mientras que el aceite de coco contiene
aproximadamente 50% de acido laurico (Clegg, 2017). En un estudio realizado a 75
mujeres con obesidad examinaron el consumo por 8 semanas de aceite de coco vs
aceite de girasol, aceite de chia, y, aceite de oliva, demostrando una disminucion en
el peso corporal, circunferencia de cintura, y masa grasa en todos los grupos. La
intervencidn con el aceite de coco resultdé en un incremento de la masa magra (2.6%)
con respecto al grupo que consumié aceite de girasol (Oliveira-De-Lira et al., 2018).
Otro ensayo clinico que involucro a 40 mujeres recibieron una suplementacion de 30
mL de aceite de coco o una cantidad equivalente de aceite de soya, en conjunto con

una dieta hipocalorica (~1700 Kcal/dia) y un programa de ejercicio (caminar 50



minutos por dia) durante 12 semanas. Ambos grupos tuvieron una reduccién del indice
de masa corporal (IMC), pero sélo el grupo que consumié aceite de coco indujo una
disminucion en la circunferencia de cintura (~-1.4 cm; p=0.0.05) (Assuncéo et al.,
2009). Ademés del efecto del consumo de aceite de coco sobre la composicion
corporal, también se ha sugerido que induce saciedad, por la produccién de cuerpos
cetdnicos dado un incremento de acetil-CoA a través de la B oxidacion, debido a que

los TCM tienen una tasa més rapida de absorcion que los AGCL (Clegg, 2017).

El aceite de coco es considerado un aceite vegetal, que pese a su origen contiene una
gran cantidad de AGSs (~90) (Orsavova et al., 2015; USDA, 2018b), principalmente
AGCM. Por otro lado, la manteca de cerdo es una grasa de origen animal que contiene
42-43% de AGSs, pero con un mayor contenido de AGCL y ademas contiene 95 mg
de colesterol por cada 100 g de manteca, componente que la mayoria de las grasas
no lo contienen (ISEO, 2016; USDA, 2018a). El efecto del aceite de coco sobre los
cambios producidos en la composicion corporal esta incitado por su contenido de &cido
laurico, que es considerado un AGCM con respecto al acido palmitico, que es un
AGCL, presente en mayor proporcion (28%) en la manteca de cerdo. Sin embargo,
algunos reportes sefialan que el &cido laurico tiene caracteristicas bioquimicas
similares a los AGCL, ya que aproximadamente el 70% del acido laurico se absorbe
via quilomicrones, por lo que la afirmacion de que el aceite de coco es una aceite rico
en MCT es contradictorio (Sankararaman and Sferra, 2018). Durante la digestion la
lipasa lingual y la lipasa géstrica son las encargadas de hidrolizar todos los triglicéridos
(incluyendo los TCM). A diferencia de los AGCM, los AGCL necesitan combinarse con
proteinas para formar lipoproteinas para poder transportarse a circulacion via sistema
linfatico. Debido a que las lipoproteinas circulan por el torrente sanguineo, pueden
llevar a los AGCL a los tejidos, contribuyendo asi a que, si hay un exceso en el
consumo de lipidos, estos se acumulen en forma de grasa corporal. Por otro lado, los
AGCM, son directamente absorbidos via vena porta, metabolizados por el higado, esto
induce que este tipo de AG tenga una menor contribucién a su almacenamiento
(FIGURA 9). El metabolismo de todos los AG es iniciado en la mitocondria. Los AGCM,
con respecto a los AGCL, pueden entrar de manera mas sencilla a la mitocondria,

debido a que son independientes del sistema de transporte de AG por carnitina, es asi
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Tomado de Dayrit, (2014).

como los AGCM pueden ser convertidos a cuerpos cetonicos (acetoacetato y B-
hidroxibutirato) por la enzima deshidrogenasa de acil-CoA grasa de cadena media
(FIGURA 9). En un estudio realizado en ratas y humanos para comparar la composicion
en los quilomicrones después de ingerir tres aceites diferentes (aceite de oliva, aceite
de bacalao y aceite de coco), encontraron que, en ambos modelos, tanto en ratas
cémo en humanos los quilomicrones contenian 68% menos AGCM (C8:C12) (Karmen,
1960). En otro experimento utilizando intestino de rata, se observd que los AGSs
fueron dirigidos hacia la vena porta en cantidades decrecientes segun el nimero de
carbonos en la cadena: C12 (72%); C14 (58%); C16 (41%); C18 (28%) (McDonald et
al., 1980). Sin embargo, otros estudios también sefialan que la distribucion de los
AGCM via vena porta o via linfa depende de la cantidad de TCM consumidos en
proporcion al total de lipidos en la dieta (Peters, 1990). Esto puede significar, que, de

pag. 33



acuerdo a las condiciones de la dieta, el acido laurico se puede distribuir entre la vena
porta y via linfatica a través de los quilomicrones, mientras que los AGCL
necesariamente necesitan empaquetarse en quilomicrones para su digestion vy
metabolismo. El acido laurico es rapidamente metabolizado en higado por diferentes
vias (FIGura 10), la B oxidacidon es la principal via por la cual se metaboliza,
convirtiéndolo en acetil-CoA para incorporarse al ciclo de Krebs. En la mitocondria en
el higado, el acetil-CoA producido del acido laurico también puede convertirse a [3-
hidroxibutirato y acetona. La omega oxidacion (w-oxidacion) es una via menor que
representa menos del 10% de la oxidacion de AG en el higado, sin embargo, bajo
condiciones de AGCM, la actividad de las w-hidroxilasas aumentan. El acido laurico
es utilizado como sustrato de la w-oxidacion por enzimas del citocromo P450,
formando 11y 12 4cidos hidroxilauricos. El acido laurico también puede ser usado para
formar AGCL en el higado (Dayrit, 2014).

0]
I

] . 4
/\\/\J/*\/\\,/\/’ \“OH

Acido laurico

B oxidacion w oxidacién

o]

OH o
" X A
HiC” S-CoA dhdd OH
Acetil-CoA 11- &cido hidrolaurico

0
Ciclo de krebs Tiolasa [l
HOL o N

Energfa celular o o 12- 4cido hidrolaurico
[

OH O
’/\‘/\\OH /L\_)l\OH

Acido acetoacético Acido B-hidroxibutirato

o]
I
Acetona
Cuerpos cetbnicos

Organos extrahepaticos
Cerebro, misculo, corazén

Energia celular

Figura 10. Metabolismo del &cido laurico en higado. Tomado de Dayrit, (2014).



En 1957, se describié una relacion entre el contenido de grasa en la dieta y la elevacion
de la concentracion sérica de colesterol, que a su vez se relaciona al desarrollo de
enfermedad coronaria. Sin embargo, también se sefialé que no todas las grasas tienen
este efecto, siendo aquellas grasas con un alto contenido de AGSs las que inducen
hipercolesterolemia y los AGPISs lo reducen (Keys, 1957). Sin embargo, este hallazgo
ha sido debatido a lo largo del tiempo, dado que las grasas saturadas son un grupo
heterogéneo y sus efectos estan mediados por el perfil de acidos grasos que las
componen (DiNicolantonio, Lucan and O’Keefe, 2016). Resultado de algunos
experimentos, diferentes autores han descrito que el consumo de aceite de coco
reduce los niveles de colesterol sérico. Por ejemplo, un estudio en ratas, mostré que
el consumo de aceite de coco disminuy0 las concentraciones de colesterol en higado
con respecto a los grupos que consumieron aceite de maiz y aceite de canola (Wood
and Migicovsky, 1958). Otro estudio realizado también en ratas Wistar que se les
administré 1 mL por kg de peso de solucion salina (control), aceite de soya, manteca
de cerdo o aceite de coco durante 21 dias, tuvo como resultado, que el consumo de
aceite de coco indujo un incremento en las concentraciones de colesterol de alta
densidad (HDL-C) y una reduccion en los niveles de triglicéridos séricos (Figueiredo
Santana et al., 2016). Debido a que los estudios que hacen mencion del efecto
protector del consumo de aceite de coco y los niveles séricos de lipidos son de un
tiempo de exposicion corto, aln es necesario, realizar estudios a largo plazo para ver
el posible efecto de este aceite, asimismo, es necesario realizar investigacion sobre el
metabolismo del colesterol por el consumo de aceite de coco, debido al efecto que
tiene sobre la sintesis de HDL-C y el LDL-C. Algunos estudios en los que hay una
exposicién de un tiempo mas prolongado al consumo de aceite de coco reportan
incremento en el LDL-C (Dayrit, 2014). En una revision sistematica del efecto del aceite
de coco se reporta en 21 estudios clinicos que el consumo de aceite de coco induce
un incremento en los niveles de LDL-C, HDL-C y colesterol total comparado con otros
aceites vegetales (Eyres et al., 2016), mientras que en ningun otro estudio se encontré
cambios en las concentraciones de triglicéridos. En otro ensayo se evalud el efecto de
una dieta suplementada con 15% de aceite de coco o aceite de palma o aceite de maiz
en ratas macho Sprague Dawley durante 4 y 8 semanas, encontrando que los grupos

gue consumieron aceite de coco y aceite de palma tuvieron un incremento en el



colesterol LDL-C después de las 8 semanas de tratamiento (Daugan et al., 2011). Los
pocos estudios realizados en humanos también generan conclusiones encontradas.
Cox et al. (1995) encontr6 que el consumo de aceite de coco aumentaba la
concentracion de LDL-C comparado con el aceite de girasol en 28 individuos. El autor
sefala que este resultado podria ser esperado por la proporcion de AGSs que contiene
el aceite de coco con respecto al contenido de AGISs del aceite de girasol (Cox et al.,
1995). Por otro lado Shedden (2017) reportd en un estudio aleatorizado con 42
hombres adultos entre 18 a 40 afios de edad que la ingesta de capsulas con 2 g de
aceite de coco o de placebo de harina no generé cambios en las concentraciones de
colesterol total, LDL-C, HDL-C (Shedden et al., 2016). Los efectos del aceite de coco
sobre el perfil de lipidos en humanos aun no cuentan con un respaldo cientifico sélido,
debido al numero insuficiente de estudios, el pequefio nUmero de sujetos utilizados en
los estudios, los periodos cortos y las diferentes concentraciones de aceite de coco en
la dieta, ademas de que no estudian el efecto a nivel molecular del aceite de coco en
diferentes tejidos.

El perfil de AG en la dieta también se relaciona con el desarrollo de obesidad.
Actualmente, ademas de los factores ambientales y genéticos que interaccionan con
el desarrollo de esta patologia, se ha sugerido que la microbiota intestinal tiene un rol
principal en la patogenia de la obesidad y sus comorbilidades (Sanchez-Tapia et al.,
2017). Esto es debido, en parte a que un desequilibrio en la homeostasis de la
microbiota intestinal, es decir, una variacion en la proporcion de bacterias que
colonizan el intestino, conocido como disbiosis, es caracterizada por cambios en la
diversidad, produccion de toxinas, incremento en la permeabilidad, y, cambios
hormonales e inmunolégicos, que culminan en un estado de inflamacién de bajo grado
(Netto, Bressan and Goncalves, 2018). Recientes investigaciones, se han enfocado en
dilucidar el efecto del consumo de una DAG sobre la composicion de la microbiota
intestinal. La microbiota intestinal, es un reservorio de endotoxinas, en las que se
incluye los LPS, que son un componente de la membrana externa de las bacterias
Gram negativas. En condiciones normales, los LPS circulantes (0.5 a 6.5 pg/mL) no
son un componente dafino en el organismo, sin embargo, en situaciones de disbiosis,
el cual puede ser ocasionado por el tipo de AG en la dieta, los LPS pueden

transportarse a circulacion, proceso conocido como endotoxemia metabdlica e inducir



una variedad de reacciones inflamatorias a través de su reconocimiento por TLR4
(Netto, Bressan and Goncalves, 2018; Fuke et al., 2019). El contenido y el tipo de AG
en la dieta influyen en la endotoxemia metabdlica, permitiendo la translocacién de los
LPS al torrente sanguineo, a través del incremento de la permeabilidad intestinal, lo
gue induce una invasion de LPS por irrupcion de las uniones estrechas del epitelio
(FIcGura 11). El proceso de endotoxemia metabdlica, fue primero reconocido en un
modelo animal, donde se demostré que ratones alimentados con una DAG (72% aceite
de maiz y manteca de cerdo) tenian altos niveles en sangre de LPS con respecto a
ratones alimentados con una dieta control (dieta chow), dando como resultado un
proceso inflamatorio en higado y TA, originado por cambios en la microbiota intestinal
(reduccién de Bacteroides, Bifidobacterium, y Eubacterium) por el consumo de la DAG
(Cani et al., 2007). Ademas del efecto de una DAG sobre la concentracion de LPS,
también se ha demostrado que el consumo de grasa saturada combinado con
sacarosa en ratas Wistar, induce un incremento en la concentracion de LPS en suero
de 6708 veces mas con respecto al grupo de ratas alimentadas con una dieta control
(Sanchez-Tapia et al., 2017). Estos hallazgos también se han replicado en humanos,
encontrando que aquellos sujetos con DMT2 aumentan ~54 veces los niveles
circulantes de LPS en comparacién con sujetos sanos (Medina-Vera, 2018). Asi
mismo, se ha visto que hay un aumento en las concentraciones de LPS en circulacion
de un 18% después de una ingesta de una DAG (42% de grasa del total de calorias)
con respecto a un estado de ayuno (Erridge et al., 2007). Ghanim et al. mostraron en
humanos que el consumo de una dieta alta en carbohidratos también aumenta los
niveles de LPS 47% mas a la hora, 2 y 3 h después de su consumo. Este incremento
se relacion6 con un incremento en la expresion del RNAm de TLR2 y TLR4 en células
mononucleares en sangre (Ghanim et al., 2009). El tipo de AG esta estrechamente
relacionado con la endotoxemia metabdlica, ya que son los AGSs los responsables de
este proceso. En un estudio en ratones por 8 semanas con dietas enriquecidas con
grasa de leche, aceite de palma, aceite de canola y aceite de girasol, se encontro que
el grupo que consumio aceite de palma (50% de AGSSs) indujo el mayor aumento en
las concentraciones de LPS. Esta observacion sugirié que los AGSs tienen una accién
sinérgica con los LPS (Daira et al., 2012). Estos estudios han dado lugar a

investigaciones de como es el comportamiento de la grasa saturada sobre la



concentracion de LPS y que el resultado de inducir endotoxemia metabdlica lleva a
una inflamacion sistémica de bajo grado, la cual esta implicada en varios desordenes

metabdlicos, incluyendo la obesidad y la resistencia a la insulina.
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Figura1l. Translocacidon de LPS del intestino al torrente sanguineo. Los lipopolisacéaridos
(LPS) pueden llegar al torrente sanguineo a través del transporte intracelular facilitado por los
quilomicrones y/o a través del epitelio intestinal debido a la alteracién en las uniones estrechas.
ZO, claudinas de la zona de oclusion; TLR4, receptor tipo toll tipo 4, LBP, proteina de union a
lipopolisacarido. Modificado de Nishizawa (2016).

Cuando se describio el proceso de endotoxemia metabdlica por Cani et al. también se
encontré que junto con el aumento de LPS en circulacion, también se inducia un
incremento en la expresion de citocinas inflamatorias TNFa, IL-6, IL-1 y el inhibidor
activador del plasminégeno (PAI-1) en TA, encontrando que estos efectos estaban
mediados por CD14 y TLR4 (Cani et al., 2007). TLR4 es un receptor de membrana y

se ha sefalado que los LPS son su principal ligando. La activacion de TLR4 causa el
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reclutamiento de moléculas adaptadores que promueven la activacion de NFx(3, que a
su vez induce la expresion de citocinas proinflamatorias, principalmente TNFa, IL-1(3,
IL-6, las cuales se ven aumentadas en pacientes con obesidad y resistencia a la

insulina (Neves et al., 2013) (FIGURA 12).

% Pro-inflammatory
i cytokines @

Figura 12. Activacion de TLR4 inducido por LPS. La activacion de TLR4 promueve la
transcripcién de citocinas proinflamatorias, via el reclutamiento de moléculas adaptadoras
como Myd88 y TRIF. Los LPS son censados por TLR4. CD14 y MD-2 son elementos criticos
para formar el complejo TLR4-LPS. Myd88 activa el complejo IKK via el reclutamiento de
cinasas IRAK/TRAF®6, lo que lleva a la translocacion de NFxB al nucleo. TRAF6 también

promueve la activacion de MAP cinasas. Tomado de Neves, et al. (2013).

Un proceso inflamatorio crénico de bajo grado se ha asociado al desarrollo de
resistencia a la insulina, debido a que citocinas proinflamatorias como TNFa
promueven la fosforilacion de IRS en el residuo de serina (Hotamisligil et al., 1996). En
modelos de obesidad inducida u obesidad genética se ha identificado un aumento en

la expresién de citocinas proinflamatorias en el TA, como TNFa, IL-1, e IL-6
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(Hotamisligil, Shargill and Spiegelman, 1993; Weisberg et al., 2003). Los AGSs pueden
desencadenar el proceso inflamatorio a través de la via de TLR4 ligado al aumento de
los LPS en circulacion. El rol de los LPS y el consumo de una DAG ligados a
inflamacion y resistencia a la insulina ha sido evidenciado en estudios con ratones
knockout de CD14 (CD147). Después de una infusion crénica (4 semanas) de LPS,
los ratones de la cepa silvestre mostraron un incremento de masa grasa, intolerancia
a la glucosa, aumento en el peso del higado, TA subcutaneo y visceral. Cuando los
ratones consumieron una DAG sin infusion de LPS, se encontraron los mismos
efectos, aunado a un incremento de citocinas proinflamatorias.Estos efectos no se
vieron en los ratones CD147 (Cani et al., 2007). La activacion de TLR4, por la
estimulacién con LPS, puede desencadenar varias vias, dos de ellas se relacionan
con el desarrollo de resistencia a la insulina: una de ellas en la activacion y
translocacion al nucleo de NFxB, que promueve la estimulacién en la expresion de
citocinas proinflamatorias; la otra via es la activacion de las MAPK, que a su vez
inducen la fosforilacion de JNK. JNK puede suprime la fosforilacion de IRS-1 en los
residuos de tirosina (pT896'RSY) (Boroni Moreira and de Cassia Gongalves Alfenas,
2012). En un ensayo se mostré que un AGCL cémo el palmitico y estearico inducen la
activacion de NFxB y la expresion de la COX2 en macréfagos, mientras que AGPIs
como el &cido docosahexanoico o AGMIs como el &cido oleico, reducen
subsecuentemente un proceso inflamatorio inducido por el &cido palmitico (Lee et al.,
2001). Se ha reportado que el acido palmitico también puede inducir la activacién de
JNK, alterando asi la via de sefializacion de la insulina por inducir la fosforilacién de
IRS-1 en el residuo de serina en la posicion 307 (Rogero and Calder, 2018). Caesar et
al. (2015), encontré que una DAG con AGSs contribuye al proceso de inflamacion en
TA via TLR4. En un estudio en ratones alimentados durante 11 semanas con manteca
de cerdo o aceite de pescado se encontrdo que TLR2 y TLR4 fueron activados en
ratones alimentados con manteca de cerdo. Aunque no encontraron diferencias
significativas en los niveles de TLR4 ligado a LPS, se observé una tendencia al
incremento de los LPS en suero de los ratones alimentados con manteca de cerdo.
Esto sugiere que la alteraciéon de la microbiota intestinal estimula la inflamacion a
través de moléculas proinflamatorias producido por la translocacion de LPS del
intestino a la circulacion (Caesar et al., 2015). Aunque se ha descrito que los AGSs



estan involucrados en la endotoxemia metabdlica ligado a inflamacion, aliin no se tiene
del todo claro cudl es el efecto del aceite de coco sobre estos procesos. Se ha
reportado que cerdos alimentados con una dieta control y dietas enriquecidas con
aceite de pescado o aceite vegetal o aceite de coco, los niveles de LPS incrementaron
de manera significativa en los alimentados con aceite de coco. Los autores también
realizaron analisis ex vivo en muestras de ileon de los cerdos, encontrando que el
aceite de coco aumento la permeabilidad de los LPS (Mani, Hollis and Gabler, 2013).
Sin embargo, es necesaria mayor evidencia para elucidar si igual a otras grasas

saturadas, el aceite de coco induce endotoxemia metabdlica ligada a inflamacion.

La inflamacién crénica de bajo grado asociada a obesidad es considerada un punto
clave para el desarrollo de resistencia a la insulina y DMT2 en modelos animal y
humanos (Makki, Froguel and Wolowczuk, 2013). Aunque los procesos inflamatorios
relacionados a obesidad dafian al higado y el musculo, es el TA el sitio clave que media
la inflamacién sistémica. EI TA es un 6rgano muy activo, cuya funcién involucra el
almacenamiento de lipidos, regular procesos metabdlicos y funciones endocrinas. Se
ha establecido que una disfuncion del TA es caracteristico de la obesidad, esta
disfuncion ocasiona una expansion del TA, la cual estd acompafiada de un proceso
inflamatorio y de resistencia a la insulina (Rutkowski, Stern and Scherer, 2015) (FIGURA
13).

Se ha propuesto que el consumo de AGSs puede inducir disfuncién del TA al ocasionar
Su expansion, un estudio reportd que el consumo de &cido palmitico induce hipertrofia
del TA, inflamacion y apoptosis a través de la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), estrés del reticulo endoplasmico e incremento en la sintesis de
diacilgliceroles (Kennedy et al., 2009). Yang et al. (2012) demostraron que la aparicion
rapida de hipertrofia del TA e hiperinsulinemia puede deberse a la activacion rapida de
genes lipogénicos, de sefalizacion de la insulina e inflamatorios. En un estudio con
ratones se encontro que el grupo que consumio una DAG (21% de manteca de cerdo)
durante 2 semanas produjo un aumento en la expresion de genes relacionados con la
lipogénesis (SREB1c, SCD-1, FAS, LPL) y con la inflamacién (MAC1, CD68 y MMP3)
(Yang et al., 2012). Caesar et al. (2015) también demostraron que el consumo de

manteca de cerdo induce inflamacién en el TA y una disminucién en la sensibilidad en



la insulina y que estos efectos estaban mediados por afectacion de la composicion y
la diversidad en la microbiota intestinal, al incrementar los niveles de Bilophila, a
diferencia del consumo de aceite de pescado que indujo un incremento de
Lactobacillus sp y Akkermansia muciniphila, que estan asociadas a una reduccion de
la inflamacién, masa grasa e infiltracion de macrofagos en TA (Caesar et al., 2015).

Adipocitos hipertroficos

Alteracion en el metabolismo de
lipidos
Alteracion en la secrecion de
adipocinas
Infiltracion de células del sistema
inmune

* Inflamacion

* Resistencia a la insulina

Adipocitos normales

Ingesta excesiva de energia

560 Reclutamiento de _

& preadipocitos
(+)

\

Preadipocitos

Acumulacion de lipidos
Inflamacién
Resistencia a la insulina
Acumulacion ectopica de lipidos
Inflamacion sistémica

Acumulacion de
lipidos

* Resistenciaala
insulina

Figura 13. Disfuncién del tejido adiposo. La ganancia de peso corporal, aumenta el tamafio
de los adipocitos, acompafado por disturbios en el metabolismo de lipidos y alteraciones en
la secrecion de adipocinas, que lleva a un fenotipo proinflamatorio. Tomado de Rutkowski, et
al. (2015).

También hay evidencias en ratones alimentados con una dieta de aceite de palma,
cuyo efecto es el aumento en la concentracion de IL-6 en plasma y los niveles de
expresion relativa de TLR4 y CD14 en el TA, todo esto asociado a un aumento en la
proporcion de Escherichia coli (bacterias Gram negativas que contienen LPS) (Daira
et al., 2012). Sin embargo, aun es desconocido cual es el efecto del aceite de coco
sobre el proceso de inflamacion ligado a resistencia a la insulina y si el acido laurico
como su principal AG ocasiona efectos similares cémo el acido palmitico de la manteca
de cerdo. Hay indicios que sefialan que el consumo de aceite de coco podria ocasionar
esteatosis hepéatica en un modelo animal sin ocasionar inflamacion (Buettner et al.,

2006). Sin embargo, este mecanismo, ni la via por la cual se podria estar induciendo
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esta del todo claro, o si este efecto esta mediado también por la alteracion en la
concentracion de LPS, debido a que aun no se ha analizado cual es el efecto del aceite
de coco sobre los niveles de LPS en circulacion. Por otra parte, hay un reporte que
sefala que los ratones alimentados con una dieta enriquecida con aceite de coco se
caracterizan por presentar una abundancia relativa intestinal de Alobaculum,
Anaerofustis, F16, Lactobacillus reuteri y Deltaproteobacteria, y una disminucion de
Akkermansia muciniphila (Gram positiva) en comparacion con ratones alimentados con
una dieta alta en grasa enriguecida con aceite de soya (Patrone et al., 2018), lo que

podria inducir a un aumento de LPS en circulacion.

El TA también tiene la funcién de liberar citocinas: adiponectina y leptina, las cuales
son las principales adipocinas producidas por el TA (FIGURA 14). La adiponectina es
una citocina antiinflamatoria que es capaz de inducir la producciéon de otras citocinas
antiinflamatorias como IL-10, IL-1, ademas puede atenuar procesos inflamatorios. Por
otro lado, la leptina correlaciona directamente con la masa grasa y el tamafio del
adipocito, por lo que es considerada una citocina proinflamatoria, estimulando la
produccion de varios mediadores de la inflamacion como IL-6, IL-12 y TNFa. Los
estudios en humanos han revelado que la ingesta de AGSs derivados de fuentes de
origen animal resulta en un incremento de citocinas proinflamatorias como TNFa, en
comparaciéon con la ingesta de AGMIs y AGPIs (Rocha, Bressan and Hermsdorff,
2017). Estudios in vitro también han sefialado que los AGSs influyen en el
desencadenamiento de vias inflamatorias que inducen a la resistencia a la insulina a
través de la produccion de citocinas inflamatorias (Piya, McTernan and Kumar, 2013).
Un incremento de las citocinas inflamatorias depende de la adiposidad y se relaciona
con la inflamacion, resistencia a la insulina, alteracion en el metabolismo de glucosa y
otras condiciones metabdlicas. Por lo que, identificar cambios en estas moléculas,
permitira comprender la patogénesis y fisiologia de las enfermedades metabdlicas. Se
ha descrito que una DAG con aceite de manteca induce hiperleptinemia en ratas Wistar
(Avila-Nava et al., 2016; Sanchez-Tapia et al., 2017). Sin embargo, aun se desconoce

cudl es el efecto del aceite de coco sobre estas citocinas, por lo que este estudio



permitira describir como se involucra el aceite de coco sobre la produccion de

adipocinas por el TA.
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Figura 14. Sefializacion autocrina en el adipocito. La adiponectina, aumenta a medida que
disminuye la masa grasa, actia localmente en el adipocito para aumentar la captacién de
glucosa mediada por GLUT4 al tiempo que mejor la adipogénesis y el almacenamiento de
lipidos en adipocitos. La accion lipolitica predomina a través de la leptina, que puede estar

mediada a través del sistema periférico nervioso. Modificado de Rutkowski, et al. (2015).

Varios descubrimientos han permitido relacionar la endotoxemia metabdlica con la
dieta, permitiendo entender que hay una relacién estrecha entre la endotoxemia
metabdlica, la inflamacion y la resistencia a la insulina (Nishizawa, 2016; Rogero and
Calder, 2018). En un estudio realizado por el grupo de investigacion del Departamento
de Fisiologia de Nutricion del Instituto Nacional Salvador Zubiran (INCMSZ) se observo
gue ratones silvestres que consumieron aceite de coco al 21% produjeron un
incremento en la concentracion de insulina (Lopez-Salazar, 2016), debido a ello en
este trabajo se evalu6 el consumo de aceite de coco sobre la endotoxemia metabodlica,
inflamacion y resistencia a la insulina en TA en comparacion con otra grasa saturada

como la manteca de cerdo, que son diferentes en su proporcion y tipo de AGSs.



Aunado a esto, actualmente, se ha reportado que ademas del consumo de grasa
saturada, también el consumo en exceso de carbohidratos esta estrechamente
relacionado con la obesidad y enfermedades metabdlicas. EI consumo de azlcares se
ha incrementado de 225 g por dia en 1990 a 325 g por dia en el 2017, debido a la
amplia disponibilidad de alimentos cuyo contenido es alto en azucar (FAO, 2017).
Existen reportes que sefialan que una dieta alta en glucosa y fructosa regulan la
microbiota intestinal incrementando la permeabilidad intestinal, que precede al
desarrollo de endotoxemia metabdlica, inflamacion y acumulacién de lipidos (Do et al.,
2018). Otros estudios han reportado que la combinacién de grasa saturada y sacarosa
induce un aumento en la concentracién de LPS séricos (Avila-Nava et al., 2016; Rosas-
Villegas et al., 2017; Sanchez-Tapia et al., 2017). Debido a lo anterior, la propuesta del
presente trabajo también fue evaluar si el efecto de una grasa de origen animal
(manteca de cerdo) y una de origen vegetal (aceite de coco) sobre el TA, higado y

musculo se potenciaba al combinar el consumo de grasa saturada con sacarosa.



lll. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Diferentes tipos de grasa saturada inducen de la misma manera la
endotoxemia metabdlica, inflamacion y alteracion en la sefalizacion de la
insulina?

2. ¢Laadicion de azucar a una dieta rica en grasa saturada de diferente tipo induce
de la misma manera la endotoxemia metabdlica, inflamacion y alteracion en la

sefalizacion de la insulina?

IV. JUSTIFICACION

A pesar de que el aceite de coco contiene aproximadamente el 90% de grasa saturada,
se ha considerado como benéfico para la salud, por lo que se requiere mas evidencia
cientifica que permita elucidar el efecto de este aceite sobre el tejido adiposo e higado.
Ademas, se desconoce si el consumo de aceite de coco puede tener un efecto
diferente al observado en el consumo de otras grasas saturadas como la manteca de
cerdo y si este puede ser potenciado por el consumo de algun tipo de azucar. Por lo
tanto, el proposito de este estudio es evaluar los efectos a largo plazo (cuatro meses)
sobre el desarrollo de resistencia a la insulina e inflamacién de bajo grado
(endotoxemia metabdlica) de una dieta con aceite de coco o manteca de cerdo (ambas

altas en grasas), solas y en combinacion con sacarosa.

V. HIPOTESIS

El consumo de aceite de coco, solo o en combinaciéon con sacarosa, produce mayor
inflamacion en tejido adiposo e higado que la manteca de cerdo, asi como disminucién
en la sefalizacion de la insulina, a través de un mecanismo mediado por endotoxemia

metabodlica.



VI. OBJETIVOS
6.1 General

Evaluar el efecto del aceite de coco y manteca de cerdo solas y en combinacion con
sacarosa sobre la concentracion de LPS y la expresion de genes involucrados en la

resistencia a la insulina en tejido adiposo.

6.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del consumo de diferentes tipos de grasas saturadas, solas y en

combinacion con sacarosa en relacion a:

La ingesta calorica y ganancia de peso corporal.

2. Los parametros bioquimicos (glucosa, triglicéridos, colesterol, LDL, insulina y
LPS en suero).
El gasto energético y la tolerancia a la glucosa.

4. La expresion de genes y la abundancia de proteinas en la resistencia a la
insulina e inflamacion mediada por LPS en tejido adiposo.

5. La variacion en la morfologia y tamafio de los adipocitos.



VII. Estrategia Experimental
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VIII. METODOLOGIA
8.1 Animales y grupos de experimentacion

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar del bioterio del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMSZ). Los animales se
mantuvieron bajo condiciones controladas durante todo el estudio (22 £ 2°C, ciclos de
luz/oscuridad de 12 h y 50-55% de humedad) con acceso a agua y alimento ad libitum.
Al alcanzar un peso de aproximadamente 250 g, las ratas fueron divididas al azar en
seis grupos experimentales (n=6 por grupo) (FIGurA 15). El estudio tuvo una duracién
de 4 meses, durante los cuales se alimentaron a las ratas con una dieta control para
roedores de mantenimiento (AIN-93M) y dos DAG, una enriquecida con manteca de
cerdo y otra con aceite de coco al 21% a ambas ANEXO 1. A 3 de los 6 grupos se les
adiciono 10% de sacarosa (S) en la bebida. Este estudio fue aprobado por el comité
de ética (CICUAL) del INCMSZ.

Grupo 1: Control N=6
Grupo 2: 10% Sacarosa N=6

_Grupo 4: HFD Manteca de cerdo (21%) + 10% sacarosa N=6

Ratgis Wistar
Sexo: Machos|  Grupo 6: HFD Aceite de coco (21%) + 10% sacarosa N=6
4 4 MESES

Figura 15. Grupos de estudio. Disefio del estudio para evaluar el efecto del tipo de grasa
saturada en la endotoxemia metabdlica, inflamacién y alteracién en la sefalizacién de la
insulina y conocer si la adicion de sacarosa potencia el efecto.

Se registré el peso corporal, el consumo de alimento y el volumen de bebida ingerida.
Con los datos de peso se obtuvieron los promedios por grupo, para realizar la curva
de crecimiento y calcular el cambio en el peso corporal de los animales. Para
determinar la ingesta calorica, se usaron los datos de consumo de alimento y volumen
de bebida, convirtiendo los g de carbohidratos, proteina y lipidos de la dieta a kcal (1
g de CHOS y proteina= 4 kcal; 1 g de lipidos= 9 kcal). Adicionalmente, se realiz6 un
andlisis mediante resonancia magnética nuclear (EchoMRI™), de la composicion

corporal de los animales al inicio y cada 15 dias durante los 4 meses que duroé el



estudio, para determinar los porcentajes de masa magra y grasa con respecto al peso

del animal.

8.2 Determinacion del coeficiente respiratorio

Se realizo calorimetria indirecta por medio del Sistema de Monitoreo de animales de
laboratorio Oxymax (Columbus Instruments, Columbus OH). El gasto energético se
deriva de la evaluacién del intercambio de oxigeno por dioxido de carbono que ocurre
durante el procesamiento metabdlico de los alimentos. Para el ensayo, se mantuvieron
a los animales en jaulas individuales durante 48 h. Las primeras 24 h fueron para
aclimatar a los animales y evitar el menor estrés para estos, las otras 24 h se dividieron
en 2 ciclos, 12 h de luz en ayuno y los animales se alimentaron con sus respetivas
dietas en el ciclo de oscuridad. Se midi6 el consumo de oxigeno (02, mL/kg/h), la
produccion de diéxido de carbono (CO2, mL/kg/h) durante lapsos de 90 s, con

repeticiones en las mediciones a intervalos de 22 minutos.

A partir de los datos de Oz y COz, se calculo la relacion de intercambio respiratorio
(RER) que se obtiene del calculo de CO2z producido/O2 consumido. Esta relacion indica
el tipo de sustrato que se esté utilizando como fuente de energia. En el estado de
ayuno hay una reduccion de los niveles de glucosa en circulacién por lo que el
organismo comienza a oxidar predominantemente los lipidos, sin embargo, cuando ya
hay disponibilidad calérica, durante el periodo postpandrial, las células B pancreaticas
responden al aumento de nutrientes, mediante la liberacién de insulina en el torrente
sanguineo, suprimiendo la oxidacion de lipidos y aumentando la absorcion de glucosa.
A este recambio de sustrato o coeficiente respiratorio se le denomina flexibilidad
metabdlica (Smith et al., 2018).

Posterior a la obtencion del valor del RER, se identifico la fuente de carbono que se
estaba oxidando:

Carbohidratos (glucosa) Lipidos (a4cido palmitico)

CsH1206 + 602 >>-> 6CO2 + 6H20 + Energia Ci16H3202 + 2302 >>-> 16CO2 + 16H20 + Energia
RER = 6C02/ 602 = 1.00 RER =16CO2/ 2302 =0.70



8.3 Tolerancia ala glucosa

Las ratas machos Wistar se mantuvieron en un ayuno de 8 h. Posteriormente, a cada
animal se le realiz6 una pequefia incision en la vena coccigea para tomar muestras de
sangre y medir la concentracion de glucosa utilizando un glucometro FreeStyle Optium
(Abbot laboratories, AbbotPark, IL, EUA). Se midio la concentracién basal de glucosa
e inmediatamente en seguida, a cada animal se le administro por via intraperitoneal
una solucién de glucosa filtrada a una dosis de 2 g/kg de peso corporal. Se tomaron
muestras de sangre venosa a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos posterior a la infusion
de glucosa para medir las concentraciones de glucosa en sangre total. Con los datos
obtenidos de la prueba de tolerancia a la glucosa se graficaron las concentraciones de
glucosa ajustadas por grupo y se determiné el area bajo la curva (ABC) por el método
de los trapezoides.

8.4 Determinacion de parametros bioguimicos

Se practicé la eutanasia de los animales de experimentacion empleados en el estudio
después transcurridos los 4 meses del mismo. La sangre de los animales fue colectada
a través de la vena cava inferior con una aguja heparinizada y se obtuvo el suero por
centrifugacion a 1.000 g durante 10 min a 4°C y se almacené a -80°C hasta su analisis.
Los sueros de los animales se utilizaron para cuantificar glucosa, triglicéridos,
colesterol total, colesterol LDL por métodos enzimaticos colorimétricos mediante el uso
del Autoanalizador Cobas c111 de Roche®. Los niveles de insulina y leptina se
determinaron por medio de un kit de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA) comercial (Alpco, EUA). Finalmente, se determiné la concentracion plasmatica
de LPS mediante ELISA (Raybiotech—Cloud-Clon Corp, Houston, TX).

8.5 Evaluacién de genes involucrados en el metabolismo de glucosa

8.5.1 Extraccion de RNA

Se evalu6 la abundancia de RNAm involucrados en la sefializacion de la insulina e
inflamacion en el tejido adiposo (TA) y musculo. Para ello, se extrajo el RNA total de
las muestras de TA y musculo por medio del reactivo TRIzol de acuerdo con el
protocolo del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). En un tubo se colocaron ~250 mg

de TA o musculo con 1 mL de TRIzol. El tejido se homogeneizé completamente



utilizando el equipo TissueLyser (QIAGEN, Valencia, California) por 3 minutos. para
las muestras de TA se realiz6 un paso extra, el cual consistié en centrifugar la muestra,
después de la homogeneizacion con Trizol, a 12, 000 g por 10 minutos a 4°C para
separar la grasa. Posteriormente, a cada muestra se le adicion6 200 pL de cloroformo,
se agité vigorosamente por 15 segundos y se incub6 por 10 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugaron a 12, 000 g por 15 minutos a 4°C. Luego de centrifugar, se
conservo la fase superior (incolora) que contenia el RNA y se transfiri6 a un nuevo
tubo. Se afiadi6 isopropanol en una relacion 1:1 (~500 uL) para precipitar el RNA. Se
incubo para el caso de TA toda la noche a -80°C y para el musculo 1 hora. El RNA se
aislé por centrifugacion a 12,000 g por 15 minutos a 4°C, se descarto el sobrenadante,
y se realizaron 2 lavados con etanol al 75% en agua libre de nucleasas (Thermo Fisher,
Scientific, UK). Finalmente, se eliminé el etanol del pellet y se disolvié el RNA en agua

libre de RNasas.

8.5.2 Cuantificacion del RNA y obtencion del cDNA

Se cuantific6 el RNA aislado usando el espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific, Wilmington, Delaware) para evaluar la pureza por la relaciéon 260/280 nm
(~2) y contaminacion por solvente con la relacion 260/230 nm (1.8-2.2). Se evalué la
integridad del RNA utilizando electroforesis capilar (QIAxcel Advanced System,

QIAGEN, Valencia, California) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

A partir del RNA obtenido (3000 ng/uL) se sintetizO mediante retrotranscripcion
utilizando la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU)
siguiendo las instrucciones del fabricante y oligo (dT) 12-18 cebador (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) en un MyCyler clycler térmica (BIO-RAD, California, U.S.A.)
durante 60 mina 42°Cy5mina 95 ° C.

8.5.3 Expresion génica por RT-qPCR
Para determinar la concentracién de cDNA a utilizar se realizaron rangos dinAmicos
usando diluciones del cDNA en concentraciones de 3000, 600, 120, 24, 4.8 y 0.96
ng/pL para los genes de interés (GLUT-4, adiponectina, leptina, TLR4, TNFa, IRS-1) y
para los estructurales usados (36B4 y GAPDH en tejido adiposo y actina en musculo).
Para los genes GLUT-4, adiponectina, TLR4, TNFa se utilizé la dilucion a 24 ng/uL y



para leptina, IRS-1 se utilizé 120 ng/pL, con sus respectivos estructurales, para realizar

los ensayos por reaccion de la cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR).

Para evaluar la expresion de los genes de interés, se determiné la expresion relativa
por medio de RT-gPCR a través de un termociclador Roche LightCycler 480 Il
utilizando el sistema de SYBR Green (LightCycler 480 SYBR Green | Master,
Penzberg, Upper Bavaria, Germany). El esquema de amplificacion de PCR utilizado
fue de 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, y 45 ciclos de 94°C durante 15s

seguido por 60°C durante 1 min. La expresion relativa se obtuvo por el calculo de 2
AACT

8.6 Abundancia de proteinas involucradas en el metabolismo de glucosa,
inflamacion y metabolismo de lipidos.

8.6.1 Extraccidn de proteinas

Se extrajo proteinas de TA, musculo e higado. En un tubo se colocé ~200 mg de cada
tejido, se afadié 200 uL de RIPA activado con inhibidor de proteasas complete e
inhibidor de fosfatasas (Roche Applied Science, Penzberg, Upper Bavaria, Germany).
Se homogeneiz6 completamente el tejido utilizando el equipo TissueLyser por 3
minutos. La muestra se incub6é en un homogeneizador rotatorio por 40 minutos. Se
obtuvieron los extractos totales de proteinas por centrifugacion a 12, 000 g por 15
minutos a 4°C y se recupero la fase superior. Se cuantificaron las proteinas por un
ensayo fluorométrico por medio del kit de ensayo de proteina Qubit® de acuerdo a las

indicaciones del fabricante.

8.6.2 Western blot

Los extractos totales de proteina (30-40 pg) de proteina, se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (7-10%) durante 30 min a 75V y 150 min
a 100V. A continuacion, las proteinas se transfirieron, por electrotransferencia himeda
(100V por 90 minutos), a una membrana de difluoruro de polivinilo, la cual se bloque6
durante 1 hora con albumina al 3% en TBS 1X y 0.1% Tween, posteriormente se
incubaron con los anticuerpos primarios en soluciéon de TBS 1Xy 0.1% Tween durante
la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios se detallan a continuacion. Los blots se

incubaron con anticuerpos secundarios anti-conejo (1:20 000) o anti-ratén (1:20 000)



conjugados con peroxidasa de rdbano. Las imagenes de los blots fueron analizadas
con el equipo ChemiDocTM XRS y el Software System Image LabTM se utilizé para
calcular el &rea de cada una de las bandas. Se realizaron tres réplicas independientes
de cada experimento y para el analisis se promediaron las areas de las tres replicas
para cada una de las proteinas estudiadas. Las areas promediadas de cada proteina
estudiada se normalizaron con respecto al area promedio de GAPDH. Ademas, se
calculo la relacion de las proteinas fosforiladas utilizando el cociente del area de la

banda de las proteinas fosforiladas entre el area de la banda de las proteinas totales.

Anticuerpos primarios utilizados en el analisis de Western Blot

Proteina Dilucion Numero de catalogo Compafia
TLR4 1:1000 sc-293072 Santa Cruz
NF-kp total 1:1000 sc-372 Santa Cruz
pNF-k@B (serina 536) 1:5000 ab86299 Abcam

IRS total 1:750 sc-560 Santa Cruz
pIRS (tirosina 896)  1:2000 ab4873 Abcam
AKT total 1:2500 sc-8312 Santa Cruz
PAKT (serina 473) 1:5000 sc7985-R Santa Cruz
JNK total 1:1000 06-748 Millipore
pJNK (tirosina 185)  1:1000 sc-12883 Santa Cruz
AGPAT 1.2500 PA5-38698 Invitrogen

8.7 Andlisis histolégico

Para determinar el tamafio de los adipocitos se realizaron histologias de TA. Posterior
a la eutanasia de los animales de experimentacion se removio el TA retroperitoneal y
se fij6 con formalina al 10%. Las muestras se colocaron en moldes separados para
inclusion en parafina. Para la inclusion primero se deshidrataron las muestras con
disoluciones con concentraciones crecientes de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 96% y
100%) durante 40 minutos para cada una de ellas. Posteriormente, se procedio a la
diafanizacién (etanol/Xilol 1:1, Xilol 100%, Xilol 100%) durante 1 h en cada una de las
disoluciones. Finalmente, las muestras se pasaron a parafina fundida a 60°C para su

inclusion. Se procedio a realizar cortes de 4 um y se tifieron con Hematoxilina-Eosina.



Las imagenes se analizaron por medio de un microscopio Leica (Leica DM750 Wetzlar,
Alemania). El area de los adipocitos se analizé por medio de AdipoSoft (ImageJ, 1.14
version, NIH, Bethesda, MD, USA).

8.8 Extraccion de triglicéridos y colesterol en tejido hepatico

En un tubo se agregé ~100 mg de higado de las ratas. Los lipidos totales fueron
extraidos por el método de Folch, homogeneizando el tejido con cloroformo:metanol
(2:1) y separando las tres fases por centrifugacion: la fase liquida superior (acuosa)
e inferior (orgénica) y la fase solida intermedia. La fase superior se eliminé mediante
decantacion y se extrajo una vez mas. La fase inferior se recuperé y se sec6 con
nitrogeno. Los lipidos se disolvieron en 200 uL de NP-40 al 5%. El colesterol y los

triglicéridos se midieron con kits colorimétricos enzimaticos (ab65359 y ab65336).

8.9 Andlisis estadistico

Los datos se mostraron como mediazerror estdndar (EEM). El andlisis de los mismos
se realiz6 mediante un ANOVA de dos vias, seguido de la prueba de Tukey como
prueba pos hoc. El nivel de significacion (a) de la prueba se fijé6 a un valor de 0.05.
Para esto se emple6 el software estadistico Prism 7.0 (GraphPad Prism Software, San
Diego, USA). La diferencia entre los grupos se indicé mediante letras.



IX. Resultados

9.1 Curva de crecimiento e ingesta de alimento
Para determinar si el consumo de manteca de cerdo o aceite de coco producian un
efecto sobre el peso corporal, se calculé la ganancia de peso, obteniendo asi la curva
de crecimiento de los animales. Se encontré que el grupo alimentado con manteca de
cerdo gano significativamente mas peso con respecto al grupo control (25%; p=0.0201)
(FIGURA 16A), mientras que el grupo de ratas que consumié aceite de coco sélo gané
2.6% (8 g) con respecto al grupo control. Las ratas mostraron un aumento del peso
corporal como resultado del consumo de sacarosa o manteca de cerdo mas sacarosa
(FIGURA 16A), mientras que el grupo que consumio la DAG con aceite de coco mas
sacarosa gandé 15.19 % (46.75 g) similar al grupo control, sin diferencias
estadisticamente significativas (FIGURA 16B). Para identificar si las diferencias en el
peso corporal se debian a la ingesta de alimento, se calcul6 la ingesta cal6rica
consumida por grupo con los datos de alimento consumido. Se encontré que la ingesta
caldrica fue similar entre los grupos experimentales (~113.57 kcal/dia), y no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con las diferentes grasas

ni aquellos que tuvieron la combinacion de grasa mas sacarosa (FIGURA 16C).

9.2 Composicién corporal
Para evaluar si el consumo de grasas saturadas influia en el porcentaje de masa magra
y masa grasa, se determind la composicion corporal. El grupo que consumié la DAG
con manteca de cerdo produjo un incremento de masa grasa (40.78%, p=<0.0001) con
respecto al grupo control (FIGurA 17A). De manera interesante el grupo que consumio
la DAG con aceite de coco tuvo una ganancia de masa grasa similar al del grupo

control (~23%), efecto similar a lo observado en el peso corporal (FIGURA 17A).

El grupo que consumio solo sacarosa aumento el 31.5% en masa grasa, pero el aceite
de coco y manteca de cerdo con sacarosa fueron las que produjeron mayor aumento
de masa grasa (61.3% y 94%) con respecto al grupo control (FIGura 17A). Este
cambio fue inversamente proporcional en la ganancia de masa magra (masa
muscular), siendo los grupos control y aceite de coco los que produjeron mayor masa
magra (~70%) y el grupo que consumié manteca de cerdo mas sacarosa produjo una

pérdida del 42.4% de masa magra con respecto al grupo control (FIGURA 17B).
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Figura 16. Curva de crecimiento de peso corporal y consumo de alimento. A) Ganancia
de peso corporal diaria de ratas Wistar alimentadas con la dieta control (AIN-93M) y dietas
altas en grasas con manteca de cerdo o aceite de coco con y sin adicion de sacarosa. B)
Ganancia de peso promedio de los grupos experimentales al final del estudio (4 meses). C)
Ingesta calérica promedio diaria de energia en kilocalorias por dia. Los valores representan la
media + EEM. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos experimentales (a>b>c p<0.05); n=6.
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Figura 17. Composicién corporal. Determinaciones del porcentaje de masa grasa (A) y
magra (B) de ratas Wistar alimentadas con dieta control (AIN-93M) y dietas altas en grasa con
manteca o aceite de coco con y sin sacarosa. Los valores representan la media + EEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales (a>b>c; p<0.05); n=6.
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9.3 Curva de tolerancia a la glucosa

Para conocer el efecto de las grasas saturadas o la sacarosa sobre la tolerancia a la
glucosa, se realiz0 el test de tolerancia oral a la glucosa en los diferentes grupos de
estudio. Se encontré que el grupo alimentado con aceite de coco logré disminuir
gradualmente, y de forma similar al control, los niveles de glucosa plasmatica hasta
llegar cerca de sus niveles basales al transcurrir los 120 minutos de la prueba (FIGURA
18A). El grupo alimentado con manteca de cerdo no alcanz6 a disminuir las
concentraciones de glucosa plasmética a los niveles basales, sugiriendo una
intolerancia a la glucosa (FIGURA 18A). En los grupos que ingirieron sacarosa y
manteca de cerdo mas sacarosa, también se observo intolerancia a la glucosa, sin
embargo, de manera interesante se observo que el grupo que ingirié aceite de coco
mMAas sacarosa tuvo un comportamiento similar al grupo control (FIGURA 18A). Se
determind el ABC del test de tolerancia a la glucosa, y, se encontré que el grupo que
consumié manteca de cerdo tuvo un incremento del 47.8% en el ABC con respecto al
grupo control, mientras que los grupos que consumieron sacarosa o manteca de cerdo
mas sacarosa son los que tuvieron los valores mayores de ABC, con un incremento
del 112.3% y 152.8% respectivamente con respecto al grupo control (FIGURA 18B). De
manera interesante el grupo que consumié aceite de coco tuvo una mejor tolerancia a
la glucosa, incluso con una reduccion del 36.7% en el ABC con respecto al grupo
control, mientras que la combinacién con sacarosa produjo un ABC similar al grupo

control (FIGURA 18B).

8.4 Parametros bioquimicos séricos en ayuno

Para determinar el efecto del consumo de las grasas saturadas, solas y en
combinacién con sacarosa, se cuantificaron los niveles séricos de glucosa,
triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, insulina y leptina al final del estudio. Los
resultados obtenidos mostraron que el grupo que consumié manteca de cerdo produjo
niveles de glucosa similares al grupo control, mientras que el grupo que consumié
aceite de coco produjo un incremento de la concentracion de glucosa sérica del
104.3% con respecto al grupo control (TABLA 2). El grupo de ratas que ingirié sacarosa
indujo un incremento en las concentraciones de glucosa sérica de un 107% con

respecto al control, mientras que el grupo que consumié aceite de coco mas sacarosa



produjo un incremento de 104.8%, sin embargo, en el grupo que consumié manteca
de cerdo mas sacarosa se observo el mayor incremento de los niveles de glucosa con

respecto al control, el cual fue de 152.2% (TABLA 2).
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Figura 18. Tolerancia oral a la glucosa. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas Wistar
alimentadas con la dieta control (AIN-93M) y dietas altas en grasa con manteca de cerdo o
aceite de coco con y sin sacarosa (A). Area bajo la curva de la curva de tolerancia a la glucosa
(B). Los valores del ABC representan la media + EEM. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c>d>e p<0.05); n=6.

Con respecto a la concentracion de triglicéridos en suero, se encontré que los grupos
gue consumieron manteca de cerdo o0 aceite de coco presentaron niveles similares en
la concentracién de triglicéridos con respecto al grupo control sin diferencias
estadisticamente significativas (TABLA 2). Interesantemente, los grupos que
consumieron sacarosa o manteca de cerdo mas sacarosa produjeron los mayores

incrementos de triglicéridos (141.2% y 167.6% respectivamente).

Al determinar la concentracion de colesterol total en suero en los grupos
experimentales, se observd que los grupos que consumieron sacarosa o manteca de
cerdo mas sacarosa produjeron los mayores incrementos de colesterol total con
respecto al grupo control (90.0% y 71.1% respectivamente) (TABLA 2). Para evaluar si

las grasas saturadas influian en algun proceso aterogénico, se determind la
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concentracion de colesterol LDL, se encontré que los grupos que consumieron aceite
de coco o aceite de coco mas sacarosa fueron los que produjeron los mayores
incrementos (145.2% y 130.9% respectivamente) con respecto al grupo control (TABLA
2).

En lo que respecta a las concentraciones de insulina, el grupo que consumidé manteca
de cerdo presentd una concentracién 12 veces mayor de insulina a la del grupo control.
Los grupos que ingirieron sacarosa 0 manteca de cerdo mas sacarosa produjeron
hiperinsulinemia con un incremento de 25 y 30 veces més de insulina que el grupo
control. Mientras que los grupos que consumieron aceite de coco o aceite de coco mas

sacarosa produjeron niveles de insulina similar al grupo control (TABLA 2).

Con respecto a la concentracion de leptina, los grupos alimentados con manteca de
cerdo o aceite de coco produjeron un aumento 4 veces mayor que el grupo control
(~17 ng/mL), mientras que en el grupo que consumid sacarosa se duplico la
concentracion de leptina plasmatica con respecto al grupo control, y, en los grupos que
consumieron manteca de cerdo o aceite de coco mas sacarosa las concentraciones
de leptina aumentaron con respecto al grupo control en 9 y 7 veces, respectivamente

(TABLA 2).



Tabla 2. Parametros bioguimicos. Cuantificacion de glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, insulina y leptina en suero de
ratas Wistar que consumieron una dieta control (C) o alta en grasa con manteca de cerdo (M) o aceite de coco (CC) con y sin la
combinacion de sacarosa (S) en el agua de beber.

P valor
Tratamiento C C+S M M+S CcC CC+S Grasa Sacarosa GxS
Glucosa (mg/dL) 69.2+1.4°¢ 143.4+3.5° 93.5+3.6° 174.7+7.12 141.5+10.0° 141.9+5.1°P <0.0001 <0.0001 <0.0001
Triglicéridos (mg/dL) 65+1.23¢ 156.8+4.9° 66.5+8.4°¢ 239+11.82 84.1+15.4¢ 63.0+8.3¢ <0.0001 <0.0001 <0.0001

Colesterol total (mg/dL) 53.1+0.8° | 101.4+4.88% | 50.4+7.55° 90.9+2.3% 45.8+1.5° 46.9+£3.0° <0.0001 <0.0001 0.0003

Colesterol LDL (mg/dL) 4.2+0.08° 6.9+0.5° 4.15+0.7°¢ 9.610.4° 14.5+12 13.9+1.18 <0.0001 0.0003 0.0016
Insulina (ng/mL) 0.2+0.01° 5+0.2° 2.4+0.1° 6.7+0.22 1.3+0.2¢ 1+0.1%¢ <0.0001 <0.0001 <0.0001
Leptina (ng/mL) 3.92+0.08° | 9.47+0.42¢ | 17.57+0.24°¢ | 35.62+1.11% | 16.67+1.06¢ | 25.95+1.73" | <0.0001 <0.0001 <0.0001

Los resultados se expresan como media + EEM. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales
(a>b>c>d>e p<0.05); n=6.



9.5 Evaluacién del gasto calorico y coeficiente respiratorio
9.5.1 Coeficiente de intercambio respiratorio (RER)

Para evaluar el proceso de oxidacion de los nutrientes e identificar el sustrato que se
metaboliza si se ingiere una DAG con manteca de cerdo o aceite de coco, sola 0 en
combinacion con sacarosa, se calculo el RER con los datos de volumen de oxigeno y
diéxido de carbono. En la FiIGUrA 19A el area sombreada representa el RER durante
la noche, periodo en el que los animales ingirieron alimento, mientras que en la FIGURA
19B se presentan los promedios de RER por grupo durante el periodo del dia (ayuno)
y en la noche (postpandrio). Durante el periodo de ayuno se observé que todos los
grupos tuvieron un RER de ~0.73 y no hubo diferencias (p=0.604) entre ellos, por lo
que al estar sin ingesta de alimentos, el sustrato a utilizar para su metabolismo
energético basal eran los lipidos. Mientras que en el periodo de postpandrio se
encontro que el grupo control aumenté su RER a 0.98, pero los grupos que ingirieron
manteca de cerdo o aceite de coco aumentaron a un RER similar (0.78 y 0.80
respectivamente), lo que podria sugerir una inflexibilidad metabdlica al no poder
cambiar de sustrato, siendo los carbohidratos la primera fuente de energia en
presencia de alimento. Al analizar el grupo que ingirié sacarosa se encontré una ligera
reduccion del RER a 0.92, de manera interesante los grupos que consumieron aceite
de coco méas sacarosa tuvo un RER de 0.80, mientras que los que consumieron
manteca de cerdo mas sacarosa tuvieron el menor valor de RER de 0.72 (FIGURA
19B).

6.5.2 Volumen de oxigeno

Ademas del RER también se determiné el volumen de oxigeno por kilogramo de peso
corporal en los animales, ya que esto daria una medida de la tasa de oxigeno
consumido para la oxidacion de sustratos después de ingerir los diferentes tipos de
grasa asociadas o no a sacarosa. En la FIGURA 19, en los paneles C v D se muestran
los datos divididos por periodos de ayuno y nocturno (area sombreada). Al analizar los
datos por periodos, se encontré que durante el ayuno sélo el grupo que consumio
manteca de cerdo mas sacarosa tuvo el nivel mas bajo de oxigeno consumido (760.52
mL/kg/h), mientras que entre los otros grupos experimentales no hubo diferencias

estadisticamente significativas, teniendo un consumo de VO2 similar (~1060 mL/kg/h).



En lo que respecta al periodo postpandrial se encontré que el grupo que consumio
manteca de cerdo mas sacarosa fue el que tuvo el menor consumo de oxigeno (967.35
mL/kg/h). Este resultado se relaciona con que también este grupo no sufrio un cambio
en su RER, lo que sugirié que los animales que consumieron manteca de cerdo mas
sacarosa tienen la capacidad de oxidar sustratos de manera ineficiente, y presentan
inflexibilidad metabdlica. Por otro lado, los grupos que consumieron manteca de cerdo
0 aceite de coco o0 aceite de coco mas sacarosa o sacarosa tuvieron una reduccion del
~50% del consumo del VO2 (~1300 mL/kg/h) con respecto al grupo control (2300
mL/kg/h).
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Figura 19. Coeficiente de intercambio respiratorio y tasa de oxigeno consumido
mediante calorimetria indirecta. Coeficiente de intercambio respiratorio (RER) y promedio
del RER en ratas Wistar alimentadas con dieta control (AIN-93M) y dietas altas en grasa con

manteca de cerdo o aceite de coco con y sin sacarosa (A y B). Consumo del volumen de
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oxigeno (VO2) y promedio del VO2 de los diferentes grupos experimentales (C y D). Los
valores representan la media + EEM. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales (a>b>c p<0.05); n=6.

9.6 Endotoxemia metabdlica

Para evaluar si la ingesta de grasas saturadas, solas o en combinacién con sacarosa
inducian endotoxemia metabdlica, se determiné la concentracion de LPS en
circulacion. Los grupos alimentados con manteca de cerdo o aceite de coco
presentaron un incremento similar en la concentracion de LPS en circulacion (83.3 y
113.4 veces mas, respectivamente) con respecto al grupo control. Sin embargo, de
manera interesante el grupo que consumié sacarosa presentd 330.7 veces mas LPS
séricos que en el grupo control, y la combinacién de ambas grasas saturadas con
sacarosa fueron las que produjeron los aumentos mayores de LPS (760.6 y 840.6

respectivamente) (FIGURA 20).
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Figura 20. Concentracién de LPS en circulacion. Concentracién de lipopolisacarido en
suero de ratas Wistar alimentadas con la dieta control o una dieta alta en grasa con manteca
0 aceite de coco con y sin sacarosa. Los datos se muestran como media + EEM. Diferentes
letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales

(a>b>c p <0.05); n=6.
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9.7.1 Evaluacion del transportador de glucosa (GLUT4), adiponectinay

leptina en tejido adiposo

Para identificar si las dietas con manteca de cerdo o aceite de coco, solas o en
combinacion con sacarosa influian en el transporte de glucosa y en la liberacion de
citocinas en el TA, se evalud la expresion relativa del RNAm de GLUT4, adiponectina
y leptina en TA. En los grupos que consumieron aceite de coco o aceite de coco mas
sacarosa aumento la expresion de GLUT-4 y el grupo que consumié sacarosa también
estimuld la expresion de este transportador, aumentando su expresion 2 veces mas
con respecto al grupo control (FIGURA 21). En el caso de la expresion de leptina, se
encontré que en los grupos que consumieron manteca de cerdo o aceite de coco se
duplicé la expresién de leptina con respecto al grupo control. Sin embargo, la
combinacion de las grasas con la sacarosa increment6 2 veces mas la expresion de
leptina con respecto al grupo control, de manera interesante estos dos grupos también
fueron los que sufrieron una mayor ganancia de masa grasa (FIGURA 21). En lo que
respecta a la expresion de adiponectina se encontr6 que en los grupos que
consumieron sacarosa o la DAG con manteca de cerdo se redujo la expresion de
adiponectina, pero de manera relevante fue el grupo que consumié la combinacion de
manteca de cerdo mas sacarosa el que produjo la menor reduccién en la expresion de

esta citocina proinflamatoria (FIGURA 21).

9.7.2 Abundancia de proteinas involucradas en la sefalizacion de la

insulina en tejido adiposo

Para determinar si la ingesta de la manteca de cerdo o aceite de coco inducian
cambios en la sefalizacion de la insulina, se evalué la abundancia de las proteinas
relacionadas con la via de sefalizacién de la insulina (IRS-1 y AKT). Para ello se
obtuvo extracto total de proteinas de TA retroperitoneal y se transfirieron a membranas
de difluoruro de polivinilo para realizar las inmunodetecciones empleando los
anticuerpos anti-IRS-1, anti-IRS-1 fosforilada en el residuo de tirosina 896 (pT896'RS1),
anti-AKT y anti-AKT fosforilada en el residuo de serina 473 (pS473~KT). En estos
ensayos se inmunodetectaron bandas que corresponden a las proteinas analizadas
en los pesos moleculares, correspondientes a 180 kDa para la proteina IRS y de 56
kDa para la proteina AKT.
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Figura 21. Cuantificacion relativa de la expresiéon del transportador de glucosa (GLUT4),
adiponectina y leptina en tejido adiposo retroperitoneal de ratas Wistar. [RNA: 3000
ng/uL]; los datos se normalizaron con la expresion relativa de 36B4 y GAPDH. Los valores
representan la media + EEM. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos experimentales (a>b>c p <0.05); n=6.

En el caso del grupo de ratas que consumieron manteca de cerdo o aceite de coco
presentaron una disminucién en la intensidad de las bandas detectadas para las
formas fosforiladas de la proteina IRS-1 (fosforilacién en el residuo de tirosina en la
posicién 896, pT896'RSY), las cuales corresponden a su forma activada (FIGURA 22 A).
Lo mismo sucedidé después del consumo de sacarosa, sola y en combinacién con
ambas grasas saturadas (FIGURA 22B). Al analizar el cociente del area de las bandas
inmunodetectadas correspondientes a la forma activa de IRS-1 (pT896'RS1) entre el
area de la proteina IRS-1 total, se encontré que el grupo que consumié manteca de
cerdo disminuy6 2 veces la abundancia de pT896'RS! con respecto al grupo control,
mientras disminuyo6 4 veces en el grupo que consumid aceite de coco (FIGURA 22C).
Se encontro que las ratas que ingirieron sacarosa o manteca de cerdo con sacarosa

tuvieron un comportamiento similar disminuyendo la abundancia de pT896'RSt (2
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veces) con respecto al control, sin embargo, la dieta con aceite de coco mas sacarosa

fue 8 veces menor a la del grupo control (FIGURA 22C).

Se observo para el caso de la proteina AKT fosforilada (fosforilacion en el residuo de
serina en la posicion 473, pS473~KT), que representa la forma activa, la presencia de
dos bandas en todos los grupos de experimentacion correspondientes a las isoformas
fosforiladas en los pesos moleculares 56 y 62 kDa (FIGUrRa 22 A v B). En lo que
respecta a la activacion de AKT (pS473KT) se evalué el area de las bandas
inmunodetectadas y se calcul6 el cociente entre el area de la sefial de la forma activada
de la proteina AKT (pS473”KT) y la proteina total, encontrado que el grupo que
consumioé manteca de cerdo presentaron una ligera disminucién en la abundancia de
pS473KT mientras que en el grupo que consumié aceite de coco fue 2 veces menor
con respecto al control (FIGURA 22D). Sin embargo, fueron los grupos que consumieron
manteca de cerdo o aceite de coco con sacarosa los que presentaron una mayor

disminucién (3 y 6 veces menos con respecto al control) (FIGURA 22D).
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Figura 22. Abundancia relativa de proteinas involucradas en la via de sefializacién de

insulina en el tejido adiposo retroperitoneal. Blots correspondientes a los pesos

moleculares de las proteinas IRS, IRS fosforilada en el residuo de tirosina en la posicion 896,

AKT, AKT fosforilada en el residuo de serina en la posicion 473 en ratas alimentadas con la

DAG con manteca de cerdo o aceite de coco (A) y en combinacion con sacarosa (B); Analisis

de densitometria se utiliz6 para calcular el cociente entre la proteina fosforilada de IRS e IRS

total (C) y la proteina fosforilada de AKT y AKT total (D). Los valores representan la media +

EEM. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

experimentales (a>b>c>d p <0.05); n=6.
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9.8 Marcadores de inflamacién en el tejido adiposo
Debido a que se observaron cambios en la concentracion de LPS en suero entre los
grupos experimentales, se evalud la expresién mediante RT-gPCR y la abundancia de
proteina mediante Western Blot de marcadores de inflamacién: TLR4, NFxB, JNK y
TNFa. Estas proteinas estan involucradas en la activacion de una respuesta
inflamatoria mediada por LPS, ademas, estéan involucradas en disminuir la forma activa

de IRS (pT896'RS1), inactivando la via de sefalizacion de la insulina.

Al evaluar la expresion mediante RT-qPCR del receptor TLR4, se encontré que los
grupos que consumieron sacarosa, manteca de cerdo o aceite de coco presentaron 2
veces mas expresion de TLR4 que el grupo control, mientras que la combinacion de
manteca de cerdo o aceite de coco con sacarosa produjo un aumento en la expresion
de TLR4 (~6 veces) mas con respecto al grupo control (FIGURA 23). Al analizar la
expresion de TNFa se encontré un comportamiento similar a la expresion de TLR4,
siendo los grupos que ingirieron la combinacion de las grasas saturadas mas sacarosa
las que incrementaron ~5 veces mas la expresion de TNFa que el grupo control

(FIGURA 23).

Posteriormente, se evalud la abundancia de proteinas involucradas en la respuesta
inflamatoria en TA mediante Western blot, para ello se emplearon los anticuerpos anti-
TLR4, anti-JNK, anti-JNK, anti-JNK fosforilado en el residuo de tirosina en la posicion
185 (pTyrl85), anti-NFxB y anti- NFx fosforilada en el residuo de serina en la posicion
536 (pS536). El receptor TLR4 se inmunodetectd en una banda que corresponde al
peso molecular de 95 KDa, la cual disminuyo en los grupos que consumieron manteca
de cerdo o aceite de coco (FIGURA 24A), y esta disminucion se observé mas evidente
en los blots de los grupos que consumieron la combinacién de las grasas saturadas

con la sacarosa (FIGURA 24B).
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Figura 23. Cuantificacidn relativa de la expresion del receptor tipo toll tipo 4 (TLR4) y el
factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNFa) en tejido adiposo retroperitoneal. [RNA: 3000
ng/uL]; los datos se normalizaron con la expresion relativa de 36B4 y GAPDH. Los valores
representan la media + EEM. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos experimentales (a>b>c p <0.05); n=6.

Se realiz6 un andlisis de densitometria de las bandas inmunodetectadas y con los
datos obtenidos se calcul6 la abundancia del receptor TLR4 normalizado con la
abundancia de GAPDH, mostrando que las ratas que consumieron manteca de cerdo
0 aceite de coco produjeron un aumento de ~4 veces de TLR4 con respecto al grupo
control (FIGURA 24C). Sin embargo, los grupos que consumieron sacarosa o las
combinaciones de manteca de cerdo o aceite de coco mas sacarosa produjeron un
aumento de ~8 veces mas con respecto al grupo control (FIGURA 24C). Cuando se
analizé las bandas inmunodetectadas de NFx[, que correspondian a una proteina de
peso molecular de 60 kDa, no se observo diferencia en la abundancia de las bandas
inmunodetectadas (FIGURA 24 A v B). Sin embargo, al observar la fosforilacion de
NFxB (fosforilacion en el residuo de serina 536), que es la forma activa, se ve un
aumento en la intensidad de las bandas de las ratas que consumieron manteca de
cerdo o aceite de coco (FIGURA 24A) y siendo mas abundante en los grupos que
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consumieron la combinacion de las grasas saturadas y sacarosa (FIGURA 24B). Este
aumento en la intensidad de las bandas se corrobor6 al hacer el calculo del cociente
de la forma fosforilada de NFxB y la proteina total (FiIcGurA 24D). Finalmente, el grupo
gue consumidé manteca de cerdo 0 manteca de cerdo con sacarosa produjo un
aumento mayor y significativo en la abundancia de la proteina JNK fosforilada en el
residuo de tirosina en la posicion 185, que corresponde a su forma activa (FIGURA

24D), ya que la banda que corresponde a la proteina se observo enriquecida en un
peso de 54 kDa.
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Figura 24. Abundancia relativa de proteinas y expresion génica de marcadores de
inflamacién en tejido adiposo blanco. Evaluacion de TLR4, NFxB (pS536), JNK, JNK
(pTyrl85) en ratas Wistar alimentadas con una DAG con manteca de cerdo o aceite de coco
(A) y en combinacion con sacarosa (B); analisis densitométrico de las bandas para obtener la
abundancia relativa de TLR4 (C); relacion NFxB fosforilado/ NFx total (D); relaciéon JNK
fosforilado/JNK total (E). Los valores representan la media + EEM. Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c p <0.05);
n=6.
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8.9 Tamarfo de los adipocitos

Para evaluar si el consumo de las grasas saturadas, solas o en combinacién con
sacarosa inducian cambios en la morfologia y en el tamafio de los adipocitos, se evalud
mediante la tincibn de Hematoxilina-Eosina la morfologia de los adipocitos y para
analizar su tamafo de determind el diametro de los mismos. Se observd en las
histologias mediante microscopia, que el grupo gue consumié manteca de cerdo tenian
adipocitos de mayor dimensién con respecto al grupo control (FIGURA 25A), pero los
grupos que consumieron sacarosa sola, y en combinacion con la manteca de cerdo
tuvieron adipocitos mas grandes (FIGURA 25 A v B). El grupo control presentd en
promedio un tamafio del adipocito de aproximadamente 4142.06 pm?, mientras que el
grupo que consumié manteca de cerdo produjo un aumento de 2 veces mas el tamafio
de los adipocitos (FIGURA 25B). Los grupos que consumieron aceite de coco con y sin
sacarosa no produjeron un cambio significativo en el tamafio de los adipocitos con
respecto al control. Por otro lado, los grupos que consumieron sacarosay con manteca
de cerdo con sacarosa mostraron los mayores tamafios de adipocitos, de
aproximadamente 2.5 y 3 veces mas en comparacién con el grupo control (FIGURA
25B).
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Figura 25. Morfologia y tamafio de los adipocitos del tejido adiposo retroperitoneal.
Tincién con hematoxilina-eosina (HE) de tejido adiposo blanco de ratas alimentadas con una
DAG con manteca de cerdo o aceite de coco con y sin sacarosa (A); Promedio del diametro
de los adipocitos dados por el analisis en el software Adiposoft por cada grupo experimental
(B). Los valores del diametro de los adipocitos representan la media + EEM. Diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c p
<0.05); n=6
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8.10 Seiializacion de insulina en musculo
De los resultados obtenidos en TA sobre la sefializacion de insulina y la disminucion
en la activacion de IRS y AKT por efecto del consumo de aceite de coco, decidimos
ver si este efecto también estaba presente en musculo, debido a que hay evidencias
qgue sefalan que una DAG con AGCL induce resistencia a la insulina en musculo
(Turner et al., 2009). Al hacer el ensayo de western blot para evaluar la abundancia de
las proteinas IRS-1 y AKT totales y en sus formas fosforiladas (IRS en el residuo de
tirosina 896 y AKT en el residuo de serina 473), que representan su forma activa, se
observd que una reduccién en la intensidad de las bandas que correspondian a la
proteina activa de IRS-1 (pT896'RS1) con un peso molecular de 180 kDa de los grupos
que consumieron manteca de cerdo o aceite de coco (FIGURA 26A). Esta reduccién en
la intensidad se intensifico en los grupos que consumieron la combinacion de las
grasas saturadas con la sacarosa (FIGURA 26A). Al hacer el calculo del cociente entre
la abundancia de la proteina IRS-1 fosforilada en el residuo de tirosina 896 e IRS-1
total se encontr6 una reduccion estadisticamente significativa en los grupos que
consumieron manteca de cerdo o aceite de coco en combinacion con sacarosa
(FIGURA 26B). Lo mismo se observo al calcular el cociente entre la abundancia de la
proteina AKT fosforilada en el residuo de serina 473 y AKT total, al haber una reduccién
en la intensidad de las bandas inmunodetectadas correspondientes a la proteina AKT

en un peso molecular de 56 kDa (FIGURA 26C).
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Figura 26. Abundancia relativa de proteinas involucradas en la via de sefializacién de
insulina en masculo esquelético. Andlisis de las proteinas IRS, IRS (pTyr263), AKT, AKT
(pSerd73) en ratas alimentadas con una DAG con manteca de cerdo o aceite de coco con y
sin sacarosa (A); analisis de densitometria permitié calcular la relacion AKT fosforilado/AKT
total (B); relacion IRS fosforilado/IRS total (C). Los valores representan la media + EEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales (a>b p<0.05); n=6

Debido a que observamos en el analisis de Western blot una variacion en la
abundancia de la proteina IRS-1 total, al observar cambios en la intensidad de las
bandas por los grupos de experimentacion, que correspondia al peso molecular de
180 kDa, quisimos analizar si esta variacion podria deberse a cambios a nivel
transcripcional del gen irs-1, para ello se cuantifico la expresion relativa del RNAm de
irs-1 en musculo. De manera interesante, al analizar la expresion relativa mediante RT-

RT-gPCR, se encontro que la cuantificacion de la expresion relativa del mRNA del gen
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irs-1 en el grupo que consumio aceite de coco fue 3 veces menor a la del grupo control

(FIGURA 27).
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Figura 27. Cuantificacién de la expresion relativa del gen que codifica para el receptor
del sustrato de insulina (IRS) en musculo de ratas Wistar. [RNA: 3000 ng/uL]; los datos se
normalizaron con la expresioén relativa de actina y GAPDH. Los valores representan la media
+ EEM. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

experimentales (a>b>c; p <0.05); n=6

8.11 Sintesis de triglicéridos en tejido adiposo e higado
Debido a que observamos que las dietas con aceite de coco con y sin sacarosa
producian el mayor aumento en las concentraciones de colesterol LDL, quisimos
determinar si habia un aumento en la concentracion de triglicéridos y colesterol
almacenados en el higado y como se comportaba la sintesis de TAG en tejido adiposo
e higado, para ello se cuantificé la abundancia de una de las enzimas que participan
en la via fosfato de glicerol, la enzima 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (AGPAT),
debido a que un incremento en la expresion de esta enzima se ha relacionado con
complicaciones metabdlicas asociadas a resistencia a la insulina, alteracion en la
tolerancia oral a la glucosa, diabetes, hipertrigliceridemia y esteatosis hepatica en
etapas tempranas (Cortés et al., 2009). Al evaluar la concentracién de triglicéridos en

higado se encontré que fueron las ratas que consumieron aceite de coco sin y con
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sacarosa las que produjeron un aumento de aproximadamente 2.5y 3 veces mas con
respecto al grupo control (FIGURA 28A). En lo que respecta a la concentracion de
colesterol los grupos que consumieron sacarosa, aceite de coco con y sin sacarosa
fueron los que produjeron los mayores niveles con respecto al grupo control (FIGURA
28B).
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Figura 28. Cuantificacion de triglicérido y colesterol hepéaticos de ratas Wistar.
Concentracion de triglicéridos en higado de ratas Wistar alimentadas con una DAG con
manteca de cerdo o aceite de coco con y sin sacarosa (A); cuantificacion de colesterol en
higado (B). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos experimentales (a>b>c; p <0.05); n=6

Al analizar la abundancia de la proteina AGPAT en TA e higado, mediante western
blot, se observé mayor intensidad en las bandas que correspondian a la proteina
AGPAT con un peso molecular de 44 kDa del grupo que consumio la DAG con manteca
de cerdo en el TA (FIGURA 29A), y esto se corrobord al hacer el andlisis de
densitometria normalizado la abundancia de GAPDH (FIGURA 29B), mientras que el
grupo que ingirié la DAG con aceite de coco produjo mayor abundancia de AGPAT en
el higado dada la intensidad de la sefial obtenida (FIGUrRA 29C) y el aumento fue
significativo al combinar el aceite de coco con sacarosa (FIGURA 29D). Los resultados
de la presente investigacion indican que el aceite de coco podria tener efecto negativo
sobre el higado, provocando un almacenamiento de triglicéridos, colesterol y
aumentando la sintesis de lipidos lo que conduce a esteatosis hepatica.
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Figura 29. Abundancia relativa de la proteina AGPAT en tejido adiposo e higado de ratas
Wistar. Evaluacion de AGPAT en tejido adiposo (A y B) e higado (C y D) en ratas alimentadas
con una DAG con manteca de cerdo o aceite de coco con y sin sacarosa. Diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (a>b>c; p
<0.05); n=6
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X. Discusion

Se ha descrito que la dieta, principalmente el consumo de grasa, representa uno de
los factores ambientales mas importantes que pueden influir en la obesidad (Matias et
al., 2018). Se ha afirmado, que el aceite de coco se comporta como un aceite rico en
triglicéridos de cadena media (TCM), por lo que tiene un efecto atipico en comparacion
con otras grasas saturadas, y puede ser consumido como protector de enfermedades
metabdlicas (Eyres et al., 2016). Pero, ¢coOmo un aceite que contiene 90% de acidos
grasos saturados, puede ser benéfico para la salud? Hasta ahora, ain no se
comprende del todo cual es el efecto del aceite de coco sobre el organismo, ya que
las afirmaciones que se han establecido para su consumo suelen ser contradictorias.
En este estudio se evalud el efecto del consumo de aceite de coco con respecto al
consumo de manteca de cerdo, en concentraciones tres veces mayores a los
requerimientos (21%; normal: 7-10%), debido a que es lo que mas podria parecerse al
contexto actual, un consumo excesivo de calorias, provenientes del consumo de

lipidos.

En nuestro estudio, encontramos que el consumo de aceite de coco provoca una
ganancia de peso, masa grasa Yy tolerancia a la glucosa similar al grupo control,
mientras que el consumo de sacarosa 0 manteca de cerdo genera un incremento en
el peso corporal, porcentaje de masa grasa e intolerancia a la glucosa
significativamente mayor a la del grupo control, y el efecto se potencia al combinar la
ingesta de la manteca con sacarosa (FIGURA 16, 17 v 18). Estos hallazgos estan de
acuerdo con la literatura, en la cual se evidencia que durante el periodo de
alimentacion ocurre un aumento gradual de peso corporal en ratones alimentados con
un exceso de grasa (Rosas-Villegas et al., 2017; Sanchez-Tapia et al., 2017; Matias et
al., 2018). Al evaluar el grupo que consumié aceite de coco con sacarosa, de manera
interesante, encontramos que generd un incremento de la masa grasa, por lo que el
efecto del consumo de sacarosa impacta en la composicion corporal (FIGURA 17).
También se encontré que el consumo de manteca de cerdo o aceite de coco
produjeron una inflexibilidad metabdlica (FiIcura 19), es decir se perdio la capacidad
de cambio de sustrato de un estado de ayuno (sin disponibilidad de carbohidratos) a
ingesta de alimentos (disponibilidad de carbohidratos), esto concuerda con algunos

estudios realizados con manteca de cerdo en modelos animal (Avila-Nava et al., 2016;



Sanchez-Tapia et al., 2017). Ademas, se encontrd que la combinacién de manteca de
cerdo y sacarosa disminuye mas el RER (FIGURA 19). Sin embargo, los animales que
consumieron aceite de coco con sacarosa tuvieron un comportamiento similar a solo
consumir la grasa. Identificar esta condicion es de gran importancia ya que la seleccion
de sustrato para la obtencion de energia es realizada por la mitocondria, y cuando se
pierde esta caracteristica existe una oxidacion persistente de lipidos sin importar el
estado fisiolégico (Smith et al., 2018).

Se observo que las ratas que consumieron sacarosa, 0 manteca de cerdo con y sin
sacarosa tuvieron los niveles de insulina mas altos, sin cambios en la concentracion
de glucosa (TABLA 2). A pesar de no haber encontrado intolerancia a la glucosa en las
ratas alimentadas con una DAG con aceite de coco, estas tuvieron las concentraciones
de glucosa mas altas. Al encontrar este hallazgo, quisimos evaluar si se modificaba la
expresion de GLUT-4 en TA. Uno de los mecanismos propuestos para el desarrollo de
resistencia a la insulina es la alteracion en la expresion de GLUT-4 y/o en la
translocacion a la superficie celular (Moraes-Vieira, Saghatelian and Kahn, 2016). En
este estudio, encontramos que en ningun grupo disminuyo la expresion de GLUT-4 y
observamos que la expresion de GLUT-4 fue inducida por el consumo de sacarosa y
aceite de coco mas sacarosa (FIGURA 21), lo que nos podria estar sefialando que la
célula al censar glucosa por la hidrélisis de la sacarosa induce la expresion de GLUT-
4. Sin embargo, pese a que hay un aumento en la expresion de GLUT-4, el consumo
de aceite de coco generd niveles elevados de glucosa y niveles normales de insulina,
lo podria estar dado porque hay una obstruccion en la translocaciéon de GLUT-4 a la
membrana celular generada por una alteracion en la sefializacion de la insulina
(Poletto et al., 2010).

Al evaluar la sefalizacion de la insulina en TA, se encontr6 que ambas grasas
saturadas generaban una reduccion en la activacion de IRS y AKT (fosforilacion de
pT896'RSt y pS473AKT) (FiGURA 22), sin embargo, esta disminucion fue mayor con el
aceite de coco. La sacarosa y la adicion de sacarosa a ambas dietas también
generaron una disminucion en la activacion de IRS y AKT (FIGURrA 22) . El efecto del

aceite de coco sobre esta via sefiala que, aunque fisiolégicamente no se ven efectos



dafinos, el consumo de aceite de coco pareceria estar induciendo una reduccién en

la sensibilidad a la insulina en TA.

En este estudio encontramos que la DAG con manteca de cerdo indujo inflamacion en
los adipocitos, incrementando la expresion y abundancia de TLR4, TNFa, y en la
activacion de JNK y NFkB (FIGURA 23); efecto que se vio potenciado con la adicion de
sacarosa a la dieta. La via de sefalizacion por TLR4 es la principal desencadenante
de una inflamacion ligada a obesidad, por lo que el consumo de manteca de cerdo o
de sacarosa con y sin grasa saturada generan esta respuesta que esta ligada a
alteracion en la via de sefializacion de la insulina (Sears and Kim, 2010).Estudios
recientes, han demostrado la relacion de una dieta alta en grasa con la endotoxemia
metabdlica (Cani et al., 2007; Daira et al., 2012). En nuestro estudio se encontro que
la manteca de cerdo o aceite de coco generaron un incremento en los niveles de LPS
en sangre de manera muy similar (FIGURA 20), este efecto también se ha visto en otras
grasas saturadas como el aceite de palma considerada saturada por su contenido de
AGSs (~50%), reportandose que también incrementa los niveles de LPS séricos (Daira
et al., 2012). Algo relevante que obtuvimos con este andalisis es que el consumo de
sacarosa indujo también un incremento en los niveles de LPS séricos y que al
combinarla con ambas grasas el incremento fue mayor, lo cual sefiala que la obesidad
ocasionada por una ingesta alta de sacarosa genera un estado de inflamacion que
podria ser mediado por LPS (Rosas-Villegas et al.,, 2017). Sin embargo, aun se

desconoce cual el mecanismo molecular por el cual la sacarosa induce este efecto.

También observamos que el consumo de sacarosa y manteca de cerdo inducen un
aumento en el didmetro de los adipocitos y se generan adipocitos mas grandes cuando
la manteca se combina con sacarosa (FIGURA 25). El consumo de aceite de coco con
y sin sacarosa no incrementa el tamafio de los adipocitos. Esto se podria explicar
porque los animales que consumen manteca de cerdo presentan hiperinsulinemia e
intolerancia a la glucosa, ya que se ha descrito que hay una fuerte asociaciéon entre
adipocitos grandes y una disfuncién metabdlica (Lafontan, 2014; Longo et al., 2019;
Sanchez-Tapia et al., 2019).

Se ha asociado el proceso de hipertrofia del TA con la alteracion en la produccion de

adipocinas. En este estudio nos centramos en analizar la expresion de la leptina y



adiponectina, debido a que son mediadores criticos del eje de comunicacion
intercelular e interorganico del adipocito como nexo central. Al evaluar el efecto de las
grasas en los niveles en circulacidn y la expresion de leptina en TA, encontramos que
la manteca de cerdo y la sacarosa generan un aumento en la expresion y en los niveles
de circulacién de leptina (TABLA 2), y la combinacién de manteca de cerdo o aceite de
coco con la sacarosa presentan el mayor aumento, reflejando que la sacarosa tiene
un gran impacto en la secrecion de leptina y que la manteca de cerdo genera
hiperleptinemia, un desorden caracteristico de la obesidad. De manera interesante, el
consumo de aceite de coco no incremento los niveles en circulacion y en la expresion
de leptina, aunque nuestros datos no coinciden con lo reportado por Lin et al., nuestros
resultados podrian explicar por qué los animales que consumieron esta dieta no
aumentaron de peso, ni tuvieron un incremento del porcentaje de masa grasa, ni el
tamafo de los adipocitos. Otra de las adipocinas analizadas en este estudio fue la
adiponectina, y se encontré que la sacarosa y la manteca de cerdo con y sin sacarosa
produjeron una disminucion en la expresion de la adiponectina en TA (FIGURA 21). Esto
se relaciona con otros estudios (Avila-Nava et al., 2016; Rosas-Villegas et al., 2017;
Matias et al., 2018; Sanchez-Tapia et al., 2019) donde los niveles de adiponectina se
correlacionan de manera inversa a los des6rdenes metabdlicos, es por ello que
también, los animales que consumieron estas dietas generaron un incremento en el

peso corporal, porcentaje de masa grasa e hipertrofia de los adipocitos.

Algunos estudios han sefialado que el consumo de una DAG, dependiente de la
longitud de la cadena que posean los AGSs puede inducir resistencia a la insulina en
musculo, higado y TA en ratas y ratones (Storlien et al., 1991; Oakes et al., 1997;
Dobbins et al., 2001). Debido a lo anterior, se analizé cual era el efecto de las grasas
y en combinacién con sacarosa sobre la sefalizacion de la insulina en el misculo. Se
encontré que el consumo de aceite de coco y la combinacion con sacarosa redujeron
la activacion de IRS y AKT (FIGURA 26). En el estudio realizado por Montgomery, et
al., encontraron una ligera reduccion en la accion de la insulina en ratones alimentados
con una dieta con AGCM, sugiriendo que este efecto podria deberse a que los AGCM
generan un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
marcadores de dafo oxidativo en la mitocondria, sin embargo el mecanismo por el que

sucede este efecto aun se desconoce (Montgomery et al., 2019).



Interesantemente, se encontré que el consumo de sacarosa y de la manteca de cerdo
cony sin sacarosa indujo un incremento en los niveles de triglicéridos y colesterol total
en circulacién (TABLA 2), lo cual concuerda con estudios previos realizados con dietas
altas en grasas (Yang et al., 2012; Avila-Nava et al., 2016; Sanchez-Tapia et al., 2017).
De manera interesante, se observo que el aceite de coco no produjo un aumento de
triglicéridos ni de colesterol. Un estudio realizado en ratas Wistar encontré este mismo
efecto sefialando que el consumo de aceite de coco podria tener un efecto cardio-
protectivo (Figueiredo Santana et al., 2016). Sin embargo, nosotros observamos que
el consumo de aceite de coco genero un incremento en los niveles de colesterol-LDL.
Cuando se incrementa el colesterol-LDL por encima de los niveles fisiolégicos se
promueve el proceso de ateroesclerosis el cual conlleva a la enfermedad
cardiovascular. Se ha descrito que un posible mecanismo por el cual el aceite de coco
genera un aumento de colesterol LDL es por su alto contenido de AGCM, ya que estos
al ser oxidados de manera mas rapida que los AGCL generan la produccion de acetil
CoA y este puede ser utilizado para la sintesis de AGCL, esta sintesis de novo de
acidos grasos es la que podria llevar a un incremento al colesterol LDL (Tholstrup et
al., 2004; Neelakantan, Seah and van Dam, 2020).

Considerando que el acido laurico representa ~50% de los acidos grasos presentes
en el aceite de coco, quisimos ver si tenia algun efecto en el higado derivado de que
el consumo de dietas altas en lipidos y carbohidratos esta relacionado con la
acumulacion de lipidos en diversos tejidos, uno de los tejidos mas susceptibles a que
ocurra esto es el higado. Debido a lo anterior, se evalud la acumulacion de lipidos
hepéticos en los diferentes grupos experimentales. Se encontr6 que el consumo de
aceite de coco con y sin sacarosa produjeron un incremento en la concentracién de
triglicéridos y colesterol en higado (FIGURA 28). Este efecto podria estar ocurriendo
debido al contenido de acido laurico y su transporte directo al higado via vena porta.
La B oxidacion es una de las primeras rutas a través de la cual los lipidos son
metabolizados, por los que los AGCM, como no requieren ser transportados por el
sistema de la carnitina, provocan un aumento de la actividad de 3 oxidacion. (Dayrit,
2014; Sankararaman and Sferra, 2018; Wallace, 2019). La acelerada B oxidacion
promueve la formacioén de acetyl CoA que puede ser sustrato de la lipogénesis de

novo, y da lugar a la acumulacion de triglicéridos y colesterol en el higado por la



activacion de factores de transcripcion como la proteina 1 de unién a los elementos
regulatorios de esteroles (SREBP-1) generando un incremento en la transcripcion de
las enzimas que regulan la sintesis de lipidos, como la 4cido graso sintasa (FAT) y la
carboxilasa de acetil CoA (ACC). Debido a lo anterior, se evalué una proteina
involucrada en la sintesis de triglicéridos. La AGPAT cataliza el segundo paso de la
sintesis de triglicéridos convirtiendo al acido lisofosfatidico que proviene de la acilacion
del glicerol 3 fosfato y acetil coA a acido fosfatidico. Nosotros encontramos que en el
TA el consumo de manteca de cerdo produjo un incremento en la abundancia de
AGPAT (FIGURA 29), esto podria estar relacionado con que la manteca de cerdo
genere resistencia a la insulina, hipertrofia e inflamacion, mientras que, en el higado,
el consumo de aceite de coco produjo un aumento considerable de esta proteina
(FIGURA 29), lo que se relaciona con la acumulacién de lipidos en este 6rgano. Se ha
seflalado que la expresion de AGPAT puede estar relacionada con un proceso de
lipodistrofia, resistencia a la insulina, diabetes y esteatosis hepatica (Cortés et al.,
2009). Otro resultado interesante que obtuvimos, fue que la sacarosa produjo un
aumento similar en ambos tejidos (TA e higado) lo que podria sugerir que la sacarosa
tiene un gran impacto sobre la resistencia a la insulina y la acumulacion ectopica de

lipidos.

En conjunto, nuestros resultados indican que el consumo de aceite de coco genera un
incremento del colesterol LDL, alteracion en la sefializacion de la insulina en el TA'y
muasculo y que también ocasiona un efecto muy marcado en el higado por una
acumulacion de lipidos, lo que podria conducir a una esteatosis hepéatica, mientras que
el consumo de manteca de cerdo genera alteraciones fisioldgicas y moleculares sobre
el TA. Asimismo, en este estudio se encontr6 que el consumo de sacarosa tiene
efectos similares a los que provoca consumir grasa saturada, teniendo un impacto
negativo sobre la composicion corporal, tolerancia a la glucosa, flexibilidad metabodlica,
endotoxemia metabdlica, sefializacion de la insulina e inflamacion en TA y

acumulacion de lipidos en higado (FIGURA 30).
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XI. Conclusiones

1-

El consumo de manteca de cerdo provoca intolerancia a la glucosa, e
hiperinsulinemia porque desregula la via de sefalizacion a la insulina al
disminuir las formas activas de IRS-1 y AKT.

El consumo de manteca de cerdo provoca inflamacién de bajo grado en el tejido
adiposo, mediado por el aumento en las concentraciones séricas de LPS,
provocando un incremento en la expresion del receptor TLR4 y de los
marcadores de inflamacion NFx@, TNFa y JNK.

El consumo de manteca de cerdo provoca hiperleptinemia secundaria a un
incremento del tamafo de los adipocitos.

El consumo de aceite de coco produce un aumento del colesterol LDL sérico,
gue esta relacionado con un aumento en la concentracion de triglicéridos y
colesterol hepéticos, e influido por el aumento en la abundancia de AGPAT en
higado.,

El consumo de grasas saturadas combinadas con sacarosa induce aumento
de peso corporal, masa grasa, inflexibilidad metabdlica, endotoxemia
metabdlica, hiperleptinemia, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina e inflamacién en TA, hipertrofia de los adipocitos y
acumulacion de lipidos en higado, lo que podria indicar que el consumo de
sacarosa puede producir anormalidades metabdlicas y fisioldgicas

relacionadas con la funcionalidad del tejido adiposo.



XIl. Perspectivas

La evidencia generada es este estudio soporta la importancia de estudiar los
mecanismos moleculares y celulares inducidos por el consumo de diferentes grasas,
debido a que su perfil de acidos grasos influye en su efecto. Es por ello, que las
perspectivas que le suceden a este trabajo es estudiar las repercusiones moleculares
del acido laurico y el &cido palmitico en el higado, tejido adiposo y musculo asociados
a una alteracién en la funcion mitocondrial como un posible mecanismo. Se plantea,
para continuar el estudio del efecto de los acidos grasos saturados: acido laurico y
acido palmitico abundantes en el aceite de coco y manteca de cerdo respectivamente
en ensayos in vitro para precisar la dependencia de los resultados por el tipo de acido
graso. Adicionalmente, se realizarian ensayos de funcion mitocondrial midiendo la
capacidad de respiracion mitocondrial, funcion glucolitica y oxidacién de los acidos
grasos, para conocer la funcionalidad de la mitocondria, ya que es uno de los
mecanismos propuestos por los cuales se generan la acumulacién de lipidos.
Asimismo, también se buscaria en otro estudio in vivo realizar estudios de expresion
de marcadores de esteatosis hepatica y en higado y cuantificacion de lipidos a partir
de tinciones especificas, como el rojo oleoso en higado después del consumo de
aceite de coco, de esta manera se reforzaria el efecto que se vio en este estudio del

aceite de coco sobre el higado.
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ANEXO I.

Composicion de las dietas utilizadas en el estudio de acuerdo a la AIN-93

Ingredientes Control DAG Manteca DAG Aceite
(AIN-93M) de coco

Energia (kcal) 3809.968 4628.8 4628.8
Carbohidratos (%) 75.66 38.17 38.17
Lipidos (%) 9.45 40.83 40.83
Proteinas (%) 14.89 21.00 21.00
Caseina (%) 14 24 24
L-cistina (%) 0.18 0.3 0.3
Almidén de Maiz (%) 46.5692 23.903 23.903
Maltodextrina (%) 15.5 10.267 10.267
Sacarosa (%) 10 10 10
Fuente de grasa (%)

Aceite de soya 4 -

Manteca - 21 -

Aceite de coco - . 21
Celulosa (fibra) (%) 5 5 5
Mezcla de minerales (%) 3.5 3.5 3.5
Mezcla de vitaminas (%) 1 1 1
Citrato de colina (%) 0.25 0.25 0.25
TBQH (antioxidante) (%) 0.0013 0.0013 0.0013
Bebedero
Energia (kcal) 400 400
Sacarosa 0 10 10
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