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GLOSARIO

ALA Acido a-linolénico

AMPK Proteina quinasa activada por AMP

ATP Trifosfato de adenosina

BM Biogénesis mitocondrial

CO2 Dioxido de carbono

DAG Diacilglicerol

DHA Acido docosahexaenoico

DMEM Dulbecco modified Eagles minimal essential
medium

DMSO Dimetil Sulfoxido

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

EPA Acido eicosapentanoico

GC/MS Cromatografia de gases-espectrometria de
masas

IMC indice de masa corporal

NRF1 Factor respiratorio nuclear

OMS Organizacién mundial de la salud

PBS1x Solucioén salina tamponada con fosfato

PGC-1a Coactivador gamma del receptor activado el
proliferador de peroxisomas 1-alfa

PPAR Receptores de proliferador de peroxisomas
activados

PUFA Acidos grasos poliinsaturados

ROS Especies reactivas de oxigeno

TA Tejido adiposo

TAB Tejido adiposo blanco

TABg Tejido adiposo beige

TAM Tejido adiposo marron

UCP-1 Proteina desacoplante 1




l. RESUMEN

La suplementacion con acidos grasos poliinsaturado de cadena larga Omega-3, tiene
efectos benéficos en los trastornos metabolicos asociados con la acumulacion de tejido
adiposo como son el sobrepeso y la obesidad, ya que favorece el gasto energético y la
biogénesis mitocondrial (Lorente C. et al, 2013; Martinez L. et al, 2015). EIl objetivo del
presente estudio fue determinar el efecto de aceites comerciales comestibles con acidos
grasos Omega-3 sobre la induccion de la biogénesis mitocondrial en adipocitos
subcutaneos de personas con sobrepeso. La poblacion estuvo conformada por cultivo
primario de adipocitos subcutaneos humanos del é&rea abdominal totalmente
diferenciados de mujeres con sobrepeso cuyo indice de masa corporal se encontraba entre
28.1y29.8 kg/m?. Los adipocitos fueron cultivados en presencia de cantidades crecientes
de aceites comerciales comestibles con acidos grasos Omega 3 (0 a 25 pL) durante 24 h.
Las mitocondrias se cuantificaron empleando verde Janus. Se comparo el efecto de cada
uno de los aceites con relacion a la biogénesis mitocondrial. Los resultados de este trabajo
indicaron que los aceites con mayor efectividad con relacién a la biogénesis mitocondrial
fueron en primer lugar el aceite de aguacate generando un incremento del casi 400% con
relacion al grupo control, en segundo lugar el aceite de chia extra virgen, presentando
371%, en tercer lugar el aceite de ajonjoli extra virgen con un 363% Yy el aceite de oliva
con un 330%. Nuestros resultados sugieren que los aceites comerciales comestibles con
acidos grasos Omega 3 contenido de manera natural y directamente sin coccién en la
dieta inducen la biogénesis mitocondrial en los adipocitos subcutaneos de personas con
sobrepeso, lo cual modifica el metabolismo de los adipocitos al promover la oxidacién

de los acidos grasos y evitar su acumulacion.



Il. INTRODUCCION

En las ultimas décadas el sobrepeso ha sido considerado un problema de salud a nivel
mundial, generando un incremento en la prevalencia de manera constante afio con afio; el
sobrepeso condiciona a un aumento de masa corporal por la acumulacion excesiva de grasa
en forma de tejido adiposo blanco que si continla genera obesidad y favorece el desarrollo
de patologias cronico degenerativas como: diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares,

resistencia a la insulina, sindrome metabolico, entre otros (Gabrielsson B. et al, 2003).

Existen diversos factores que causan el sobrepeso, generalmente se genera por una mayor
ingesta energética, que gasto, esto puede desencadenar en un mal funcionamiento del tejido
adiposo blanco, y una disfuncién mitocondrial lo que podria causar hipertrofia en los
adipocitos (Tourniaire F. et al 2015). Ya que la densidad mitocondrial disminuye, durante el
desarrollo del sobrepeso y continla hasta la obesidad (Heinonen S. et al, 2015). Por lo que
la estimulacion de la biogénesis mitocondrial podria ser una estrategia para favorecer el
metabolismo lipidico del tejido adiposo blanco y por ende disminuir el almacenaje de los
mismos, esto puede lograrse mediante una accién nutricional que favorezca la generacion de

mas mitocondrias (Bonet M. et al, 2013).

Actualmente se ha evidenciado que la inclusion de los acidos grasos poliinsaturados Omega
3 (PUFA), acido docosahexaenoico (DHA) y acido eicosapentanoico (EPA), poseen efectos
benéficos en relacion a la adiposidad aumentada que se da en el sobrepeso, ya que favorecen
el metabolismo de los adipocitos promoviendo la biogénesis mitocondrial y ademas
disminuyen los procesos de acumulacion de lipidos y a la larga evitan la apariciéon de

alteraciones metabdlicas (Flachs P. et al 2005; Martinez L. et al, 2015).

Sin embargo, la capacidad de los PUFA Omega 3 para inducir biogénesis mitocondrial en
cultivo primario de adipocitos provenientes de tejido adiposo subcutdneo humano que
permitan dilusidar a la larga el mecanismo de accion a nivel molecular ain es controvertido
(Fernandez G. et al, 2014, Fernandez G. et al, 2015), por lo que resulta de nuestro interés
determinar si un adipocito de personas con sobrepeso puede incrementar su nimero de
mitocondrias en presencia de aceites comerciales comestibles con Omega -3 y asi favorecer

la transicion de tejido blanco a tejido pardo adiposo.
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3. ANTECEDENTES

3.1 ANTECEDENTES GENERALES
3.1.1 SOBREPESO

El sobrepeso se ha convertido en un problema nutricional de gran prevalencia en el mundo,
ya que, en el 2016, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), estimd que
aproximadamente 1,900 millones de adultos presentaron sobrepeso con un indice de Masa
Corporal (IMC) mayor a >25 kg/m? (WHO, 2018).

El sobrepeso se define como el aumento de masa corporal que predispone a la acumulacion
de grasa, siendo el desbalance energético el principal causante del desarrollo de esta patologia
lo que tiende a dar como resultado la obesidad que a nivel fisioldgico causa un incremento
del tejido adiposo blanco (TAB) pudiendo presentarse en dos etapas, inicialmente con una
hipertrofia de los adipocitos, es decir que hay un aumento del tamafio de los adipocitos los
cuales modifican su metabolismo debido a la acumulacion de lipidos en forma de triglicéridos
(Ahima R. et al, 1996; Muir L. et al, 2016) y la segunda conocida como hiperplasia la cual
se caracteriza por la multiplicacion de los adipocitos, incrementando conforme aumenta el
peso (Cappa D, 2012). Tanto la hiperplasia como la hipertrofia inducen a alteraciones en el

metabolismo de carbohidratos y lipidos (Reyes M, 2012)

Los trastornos metabolicos que aparecen durante el sobrepeso si contintan, favorecen el
desarrollo de patologias que van desde la obesidad pasando por dislipidemias, hasta el
desarrollo de Diabetes tipo 2, Resistencia a la Insulina, Sindrome Metabdlico, Enfermedades

Cardiovasculares, entre otros (Gabrielsson B. et al, 2003).

3.1.2 TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo (TA), es considerado el érgano endocrino més grande, siendo de origen
mesenqguimal; esta formado por células especializadas en la acumulacién de grasa en forma
de triglicéridos mejor conocidos como “adipocitos”. Posee receptores hormonales

membranales como, por ejemplo: para hormona tiroidea, insulina, glucocorticoides y



noradrenalina (Montalvo C, 2010; Fernandez G. et al, 2016). Ademas, produce adipocinas
que cumplen diversas funciones fisiologicas que van desde el control de la ingesta,
termogénesis, almacenamiento de grasa tanto visceral como subcutanea; algunas de ellas se
alteran en estados inflamatorios afectando las funciones del tejido adiposo. El resto del tejido
estd compuesto por una matriz, constituida por la unién de fibras de colégena tipo Ill, vasos
sanguineos Y linfaticos, células madre mesenquimales de adipocitos, que juntas construyen
la fraccion vascular del tejido adiposo (Cao Y, 2007; Sanhuez J, 2015) y células inmunes
como leucocitos y macrofagos, estos ultimos de tipo 1y 2, expresandose los de tipo 2 en un
una persona con normopeso, sin embargo, los de tipo 1 se relacionan con estados pro-

inflamatorios como el sobrepeso y la obesidad (Rodriguez C. P. et al 2017).

En el organismo los lipidos se almacenan en tres tipos de tejido adiposo, clasificandose en
tejido adiposo blanco (TAB), tejido adiposo marron (TAM) y tejido adiposo beige (TABQ)
de acuerdo a su estructura, localizacion y funcién (Figura 1) (Esteve, 2014; Sanchez J. et al,
2016).

3.1.2.1 TEJIDO ADIPOSO BLANCO

El tejido adiposo blanco (TAB) es el tejido donde la energia se almacena en el organismo, su
funcién principal es brindar proteccion a los 6rganos vitales. Por ser el tejido mas abundante
se le considera el mayor reservorio energético. Esta compuesto por adipocitos uniloculares,
es decir, que cada célula contiene una sola vacuola con triglicéridos que ocupa entre 70 y
90% del citoplasma, desplazando a los organelos incluyendo el nicleo hacia la membrana
plasmaética (Esteve, 2014). Se caracteriza por poseer adipocitos de color blanco o amarillo,
su tamafo suele oscilar entre 10-120 um de didmetro (Esteve, 2014; Smitka K, 2015).
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Figura 1 Tipos de tejido adiposo en el organismo. La primera imagen muestra vacuolas grandes de grasa pertenecientes al TAB, en la
segunda se observan mitocondrias en gran cantidad perteneciente al TAM, y en la Gltima se muestra el tejido adiposo beige en un proceso

de transicion de adipocitos blancos a marrones (Ezquerro S, 2016).

Las células precursoras que dan lugar a este tejido se les conoce como preadipocitos,
generados por las células madre adiposas, que se encargan del mantenimiento, renovacién y
expansion del mismo, ya sea en estado de energia normal o en exceso (Sanchez J. et al, 2016).
Los mayores depdsitos se localizan a nivel intra-abdominal, protegiendo los 6rganos méas
importantes; alrededor del omento (omental), intestino (mesentérico) y de las areas
perirrenales (retroperitoneal), también puede localizarse a nivel subcutaneo principalmente a
nivel de los gluteos, muslos y abdomen. Existen otras areas donde se puede identificar, a
nivel pericardial perivascular o periarterial, retroorbital, intramuscular y sobre todo en la
parte facial (Esteve, 2014) (Figura 2).

TEJIDO ADIPOSO MARRON
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Figura 2 Localizacién anatémica del TAB y TAM. Se observa tanto en la etapa adulta como en neonatos, en este Gltimo solo se aprecia
el desarrollo de tejido adiposo marrén ya que conforme la edad avanza este tipo de tejido va disminuyendo, siendo predominante el tejido
adiposo blanco. Modificado de (Esteve, 2014)



Entre las hormonas que produce este tejido se encuentra la leptina, la cual se encarga de
regular la produccidn de otras adipocinas en forma autocrina, y a través de ésta, los adipocitos
intervienen en diversas funciones que van desde la regulacion del apetito, hasta la regulacion

de la respuesta inmune (Sanchez J. et al, 2016).

El segundo tipo de tejido es conocido como “tejido pardo adiposo” 6 “tejido adiposo marrén”
(TAM), el cual se caracteriza por tener adipocitos que contiene una gran cantidad de
pequefias vacuolas lipidicas distribuidas en todo el citoplasma estando rodeadas por
mitocondrias las cuales son las responsables de conferirle el color a los adipocitos. Se ubican
en la zona interescapular, axilar, perirrenal y cervical, principalmente en los neonatos (Figura
2). Interviene en funciones metabdlicas, como en la regulacion de la termogénesis y del
balance energético, por la gran cantidad de mitocondrias que contiene. Sin embargo, su
funcién mas importante es metabolizar los acidos grasos produciendo calor (Montalvo C,
2010; Esteve, 2014).

El tercer tipo de tejido es el “tejido adiposo beige” (TABQ), se localizan en la region inguinal,
se origina a partir del TAB el cual a su vez posee caracteristicas similares a los adipocitos
marrones (Sanchez J. et al, 2016). Se desarrolla a partir del proceso conocido como
pardeamiento de adipocitos en el TAB. La induccién de esta diferenciacion representa una
nueva estrategia terapéutica que beneficiara el tratamiento contra el sobrepeso y la posible
disminucion del tejido adiposo blanco, debido a que estos adipocitos son considerados

productores de adiponectina que a su vez favoreceran la termogénesis.

3.1.3 METABOLISMO EN EL TEJIDO ADIPOSO
3.1.3.1 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

A partir de la glucosa se lleva a cabo el metabolismo de los carbohidratos mediante tres rutas:

glucdlisis, ciclo de Krebs y cadena respiratoria/fosforilacion oxidativa.

La primera ruta es la glucdlisis, considerada un proceso anaerébico es decir no requiere de

oxigeno para poder llevarlo a cabo, este proceso se efectda en el citoplasma de todas las

células. Como resultado de la glucolisis, por cada molécula de ATP, se producen dos

moléculas de acido piravico (Patton K, 2017). Las moléculas de &cido pirtvico entran por
4



transporte activo en la mitocondria donde el complejo de la Piruvato Deshidrogenasa las
transforma en Acetil-CoA, dando lugar a las otras dos rutas metabolicas que efectdan los

organismos aerobios.

El ciclo del &cido citrico, de los &cidos tricarboxilicos o Ciclo de Krebs, se inicia a partir de
Acetil CoA que es el punto de convergencia en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas. Conforme se va descomponiendo esta molécula de dos carbonos en dos de didxido
de carbono con la ayuda de enzimas localizadas en la mitocondria, el acido citrico va a liberar
electrones de alta energia (Patton K, 2017). La tercera via metabdlica se efectla en la parte
interna de la mitocondria principalmente en las crestas, se va a encargar de transferir la
energia de los electrones generados por las vias anteriores a moléculas de ATP. La

mitocondria puede generar hasta 36 moléculas de ATP (Patton K, 2017).

En el adipocito la glucosa también da lugar a glicerol 3- fosfato, por el exceso energético que
se genera en el mismo, el glicerol 3-fosfato es precursor de triglicéridos que se almacenan en
los adipocitos. Aproximadamente el 20-25% de la glucosa que es absorbida por los

adipocitos, se usa para la sintesis y almacenamiento de los triglicéridos (Iwata S. et al, 1998).

3.1.3.2 METABOLISMO DE LIPIDOS

Dentro de la mitocondria se efectla el catabolismo de los &cidos grasos, a través de la B-
oxidacion, los &cidos grasos se catabolizan a acetil-coenzima A (acetil-CoA), la cual se
transfiere al ciclo de Krebs, donde se oxida a diéxido de carbono y agua, liberando energia
para la sintesis de ATP. Las enzimas que participan en la -oxidacion se encuentran ubicadas

principalmente en las membranas internas y la matriz de las mitocondrias (Fock K, 2013).

El proceso inicia con la entrada de los &cidos grasos a la mitocondria unidos a la coenzima
A en la membrana mitocondrial externa, lo que supone su activacion. Una vez activados, se
transfiere a la carnitina catalizado por la carnitina-palmitoiltransferasa 1 y transportados
como derivados de la carnitina hasta la parte interna de la membrana mitocondrial. Una vez
alli, se produce la reaccion inversa, con formacion de nuevo de carnitina y acilCoA (reaccion

catalizada por la carnitina-palmitoiltransferasa 2). Se genera acetil-CoA, como resultado de



la B-oxidacion la cual entra al ciclo de los &cidos tricarboxilicos para la respiracion celular y
la produccion de ATP. (Bugianesi E. et al. 2005)

La sintesis de los triglicéridos se da a partir de acil-CoA y glicerol-3-fosfato. Los acil-CoA
provienen de los acidos grasos que fueron liberados en la lipdlisis de triglicéridos ya
existentes y de los incorporados al tejido desde la sangre, ambos por accion de la acil-CoA
sintetasa. En cuanto al glicerol-3-fosfato, que se obtiene por la lip6lisis de las lipoproteinas
no se usa para la formacion de triglicéridos, debido a que la “quinasa” correspondiente se
expresa en poca cantidad en el TA, por lo que se dirige hacia el plasma y posteriormente se
transporta a otros tejidos donde se empleara. Los triglicéridos a nivel de tejido adiposo van a

ser hidrolizados hasta &cidos grasos y glicerol (Fock K, 2013).

El 4cido fosfatidico es el iniciador de la sintesis de fosfolipidos, se sintetiza en el reticulo
endoplasmico y en la membrana mitocondrial externa, esto a partir del glicerol-fosfato y de
los &cidos grasos. El primero es resultado de la dihidroxiacetona de la glucolisis y del glicerol
(en menor medida). Tambié son necesarios algunos alcoholes, entre los que cabe destacar la
colina procedente de la dieta. La pérdida del fosfato del acido fosfatidico origina
diacilglicerol (DAG), ésta se utiliza para la sintesis de fosfolipidos asi como de triglicéridos.

La sintesis de fosfolipidos requiere de este fosfato y de un alcohol. (Gil, A. 2012).

3.1.4 INTERVENCION NUTRICIONAL EN EL SOBREPESO

La intervencion nutricional en el tratamiento del sobrepeso es la clave del adecuado
funcionamiento del tejido adiposo en el metabolismo, beneficia a las personas que presentan
exceso de peso, con la induccion de cambios en el estilo de vida, principalmente en la
alimentacidn. El nutriélogo clinico es el encargado de realizar la historia clinica del paciente
la cual nos va a proporcionar datos como antecedentes heredofamiliares y patologicos
(Vilallonga L. et al, 2008) para posteriormente evaluar el estado nutricio a través del indice
de Masa Corporal (IMC), cabe mencionar que este parametro presenta limitaciones porque
no arroja la composicion corporal total, por esta razon se recomienda realizar antropométria,
que nos permite conocer el porcentaje de masa grasa, masa magra y nos permite evaluar la
grasa a nivel abdominal, antes durante y después del tratamiento nutricio considerando

también los puntos de corte, el peso y pliegues cutaneos (Vilallonga L. et al, 2008).
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Adicionalmente se solicita el recordatorio de 24 horas y la frecuencia de consumo de
alimentos, estos nos aportan detalles sobre la calidad de la dieta, seleccion de alimentos,
porciones consumidas y los horarios establecidos, ademas permite calcular un promedio de
la ingesta caldrica diaria que el paciente consume. Finalmente se indica el tratamiento
adecuado, con el objetivo de disminuir el peso, mediante una dieta individualizada y
personalizada de tipo hipocaldrica, principalmente baja en carbohidratos, que va de 1,000 a
1,200 kcal/dia en mujeres y de 1,500 a 2,000 kcal en hombres (Vilallonga L. et al, 2008;
Gargallo M. et al, 2012).

3.1.4.1 OMEGA-3 Y SOBREPESO

Los acidos grasos poliinsaturados también regulan el metabolismo de los lipidos, los Omega-
3y los Omega-6 son las dos clases principales de los PUFA, deben ser aportados por la dieta,
debido a que no pueden ser sintetizados por el organismo. El principal precursor de Omega-
3 es el acido a-linolenico el cual a través de la participacion de enzimas como la elongasa y
desaturasa se metaboliza a acido eicosapentanoico (EPA) y en menor cantidad a &cido
docosahexanoico (DHA) (Figura 3) (Katz M. et al, 2013).

OMEGA-6 PUFA

OMEGA-3 PUFA

Vegetable o:ls - = = = linoleic acid Essential Fatty Acids a-linolenic a?ig 5 Ssileie ;&af & chia seeds
especially (LA) ALA - alnuts
safflower oil = canr:ol be made;r;lpe‘tl‘:ozy . Canola oil
sunflower oil l *:TUSLDS Conumed in;tho oiel Aé l Josalirass Soybean oil
corn oil
y-linolenic acid stearadonic acid
(GLA) (SDA)
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arachidonic acid T eicosapentaenoic acid |} — — - Oily fish
(AA) \ (EPA) 20:5 Fish oil st
Krill oi
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Figura 3 Metabolismo del Omega-3. Se observan las enzimas que participan en esta via y las conversiones que sufre con la intervencion

de las mismas. (Simopoulos, A.P. 2016)
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El Omega- 3 participa en el metabolismo en general, es fundamental para algunos procesos
del organismo como: generar energia, actian como reguladores metabolicos en los sistemas
cardiovasculares, inmune, pulmonar, preservan la funcionalidad de las membranas celulares
y participan en procesos de transcripcion genetica (Cabezas C. et al, 2016), ademés de
resultar eficaz en el tratamiento de enfermedades cronico degenerativas no transmisibles
(Simopoulos A. et al, 2016), impidiendo la ganancia de peso y de adiposidad, mejorando la
funcién mitocondrial, reduciendo la acumulacion de grasa y mejorando los perfiles
metabolicos como la tolerancia a la glucosa y las concentraciones de triglicéridos. Un
ejemplo de ello fue un estudio que se llevo a cabo en mujeres con tejido adiposo aumentado
que consumieron una suplementacion con Omega-3, especificamente 2 gr/kg/dia,
presentaron una reduccion significativa de su IMC, masa grasa y peso, durante 3 meses, esto

en conjunto con un régimen dietético y de ejercicio (Gonzalez A, 2013).

Dentro de la terapia nutricional para tratar el sobrepeso se ha considerado un reemplazo de
ingesta de grasas saturadas por grasas saludables (insaturadas) principalmente Omega-3. La
NOM-037-SSA2-2012 recomienda entre 2 y 3 g semanales de acidos grasos Omega-3, por
los beneficios ya comentados (Ortiz G, et al, 2013). Por lo que el Omega-3, se considera un
candidato terapéutico nutricional ideal para el tratamiento o prevencion de patologias donde
la inflamacién juega un rol principal, como por ejemplo en el aumento de peso y procesos de
hipertrofia e hiperplasia causados por la obesidad lo cual causa a la vez la disfuncion
mitocondrial (Valenzuela R. et al, 2011; Valero T, 2014).

3.1.4.2 ALIMENTOS QUE APORTAN OMEGA-3

El Omega-3 se adquiere a través de la dieta por diversas fuentes animales como pescados de
aguas frias por ejemplo el salmén, atun, sardina, arenque, higado de bacalao entre otros,
también lo podemos adquirir a través de fuentes vegetales como aguacate, verdolaga,
lechuga, espinaca, brocoli etc., de nueces, cacahuates y semillas como almendras, chia y lino
y de aceites vegetales como los aceites comestibles que se comen en crudo es decir que
pueden consumirse directamente del envance a temperatura ambiente, como el aceite de
linaza, aguacate, ajonjoli, chia, oliva etc (Castro M, 2002; Gonzélez H, 2016). La inclusion

de estos aceites aportan beneficios frente a algunas patologias como enfermedades
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cardiovasculares, procesos inflamatorios, sobrepeso y obesidad que a su vez se han
relacionado con la funcién mitocondrial (Fock et al, 2013). A continuacién se comentan
algunos estudios que indican los beneficios que aporta la inclusion de aceites vegetales y

capsulas de Omega-3 de salmén, que ademas fueron empleados en nuestra investigacion.

El aceite de aguacate posee una cantidad considerable de antioxidantes y otros elementos los
cuales han contribuido a mejorias en la salud. En estudios tantos en humanos como en
modelos animales han demostrados que el consumo de éste ayuda a reducir el riesgo de
presentar diabetes, asi como de normalizar los niveles de colesterol y finalmente ayuda al

control de peso (Carvajal O. et al, 2014).

El aceite de sésamo o mejor conocido como ajonjoli, es considerado un suplemento
nutricional debido a que contiene 4cidos grasos funcionales, como el 4cido oleico y el a-
linolénico. En un estudio llevado a cabo con este aceite se informo que su ingesta se relaciona
con la mejora de la hipercolesterolemia e hiperglucemia. Sin embargo, en cuanto al estudio
de perfiles lipidos y expresion de genes asociados a la obesidad aun son escasos (Pan J. et al
2015).

En un estudio llevado a cabo en persona con obesidad en el afio 2014, determinaron que la
ingesta de aceite de cacahuate empleado en crudo y en conjunto con una dieta hipocalorica
condujo a una mejora de la composicién corporal, asi como a una mayor oxidacién de grasa,
durante 6 meses, ademas de que consideran que los cacahuates tienen un alto valor de

saciedad, por su rica fuente en fibra y proteina (Duarte A. et al, 2014)

El aceite de chia es uno de los aceites que presentan propiedades antioxidantes, quiza por la
presencia de &cido alfa-linolénico (ALA), polifenoles entres otros compuestos. Por lo que su
ingesta se relaciona con la mejoria en el sistema de defensa antioxidante en ratas obesas que
fueron inducida por la dieta en este estudio, protegiendo contra el dafio oxidativo celular y

las enfermedades que son causadas por la obesidad (Silva R. et al, 2015)

El aceite de oliva hoy en dia es fundamental para la dieta mediterranea, ya que posee altas

cantidades de &cidos grasos monoinsaturados asi como de otros componentes. Trae consigo



efectos benéficos en la prevencién, desarrollo y progresion de la Diabetes mellitus tipo 2, sin

embargo, aun faltan estudios que comprueben lo mencionado anteriormente.

El aceite de pepita de uva es uno de los aceites comestibles que aportan beneficios a la salud
de acuerdo a las propiedades que posee, que van desde cardioprotectoras hasta
antiinflamatorias entre otras. Esto se debe a los componentes que posee, sin embargo, cabe
destacar que se requiere de una gran cantidad de aceite para poder lograr estos efectos, por
lo que necesitan més estudios de estos efectos y del uso como adyuvante en el tratamiento de
enfermedades cronicas (Garavaglia J, 2016).

En el caso de las capsulas de Omega-3 de salmon, en estudios realizados en la composicion
corporal, observaron mejorias en cuanto a la relacién cintura- cadera, sin embargo, no fue
detectado algun beneficio antiobesidad en personas que presentaron sobrepeso o bien los
obesos. Por lo que se concluyo en este estudio que la suplementacion de éste es mas efectivo
en la prevencion en el aumento de peso en lugar de ayudar a una pérdida significativa de peso
(Shichun D. et al, 2015).
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3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

3.2.1 OMEGA-3, MITOCONDRIAY METABOLISMO

Las mitocondrias son los organelos en donde se efectda el metabolismo aerobio como la
fosforilacion oxidativa, oxidacion de &cidos grasos, para produccién de ATP y la homeostasis
energética, participan en las sefializacion intracelular alterando la homeostasis del calcio ya
que se ve alterada la actividad de la bomba de calcio en la membrana plasmatica lo que hace
que el calcio aumente y cause dafios en el interior de la mitocondria, también sufre dafio
oxidativo por la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo estos los que
contribuyen a la aparicion de algunas patologias. También dentro de la mitocondria llega a
darse el proceso de apoptosis, es decir de muerte celular causada por el dafio oxidativo
alterando a la vez su funcion. Por ello se consideran fundamentales en algunos procesos

alterados en diversas enfermedades (Luna P. et al, 2014).

El recambio mitocondrial es un proceso que se da con el objetivo de restituir a las
mitocondrias que llegan a dafarse o envejecer, perdiendo su funcién y estructura,
degradandose por la misma mitocondria por medio de autofagia, cuando ya no pueden ser

reparadas, la cual mas adelante se comenta a detalle (Luna P. et al, 2014).

El dafio mitocondrial puede llegar a causar una acumulacion de lipidos. El papel de la
nutricion es fundamental para el manejo de enfermedades relacionadas a los efectos y la
funcién mitocondrial como la DM2, enfermedad arterial coronaria entre otras (Surendra S,
2016). Uno de los componentes nutricionales que pueden ayudar al manejo de las
enfermedades mitocondrias es la suplementacién con acidos grasos Omega-3, debido a que
influye de forma positiva en los perfiles lipidicos y en el metabolismo de los mismo que se
efectlia en las mitocondrias de los organismos aerobios, proporcionando proteccion contra
las disfunciones mitocondriales, por un lado tanto el EPA como el DHA se incorporan a las
membranas plasmaticas al igual que en la membrana mitocondrial (Jeromson Sy Hunter D,
2014).

Este tipo de suplementacion producen la inhibicion de la lipogénesis y aumentan de la p-

oxidacion, tanto en la mitocondria como en los peroxisomas. Los peroxisomas pueden oxidar
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los acidos grasos poliinsaturados, es también considerada una [3-oxidacion a diferencia que
aqui no es necesaria la carnitina para la entrada de los &cidos grasos. El aumento de la
oxidacion peroxisomica se lleva a cabo a través de la induccion de diferentes enzimas
mediado por el receptor activado por proliferadores de los peroxisomas (PPAR). A diferencia
de la oxidacion mitocondrial, la oxidacion en los peroxisomas no sirve para generar ATP,
sino que se disipa en forma de calor (Gil A, 2012). A continuacion, se describen algunos
estudios donde se muestran el papel de esta suplementacion en relacion a la funcién

mitocondrial.

En investigaciones se ha probado que el consumo de Omega-3 trae beneficios a pacientes
que presentan diversas enfermedades cronico- degenerativas no transmisibles, poseen accién
antiinflamatoria en procesos metabdlicos, intervienen en la oxidacién de grasas y mejoran la
funcion mitocondrial. En animales de laboratorio se ha comprobado que la suplementacién
tanto de DHA como de EPA mejoran parametros metabdlicos, como: la glucosa, insulina,
triglicéridos, colesterol etc. (Lepretti M. et al, 2018). En individuos sensibles a la insulina,
hay una variacion en diversos pardametros mitocondriales como la estructura, funcién vy el
namero, lo que sugiere que la disfuncién mitocondrial contribuye a la resistencia a la insulina,
es ahi donde se considera que la induccion a la biogénesis mitocondrial podria tener la
posibilidad de mejorar la funcién de la mitocondria (McQuaid S. et al 2011; Valenzuela R.
et al, 2011). Ademas de esto influyen en la disminucion en el tamafio de los adipocitos y
genera un aumento en la B-oxidacion. (Castellanos L et al, 2015).

Como se menciono existe una relacion entre Omega-3 con la mitocondria, debido a que estan
implicadas en el metabolismo lipidico. Existen datos que respaldan dicha evidencia de que
la ingesta de DHA presenta efectos sobre la composicion de los fosfolipidos de la membrana
mitocondrial y la funcion de esta, modulando la expresion de genes que se relacionan con el
control de la BM (Afshordel S. et al, 2015).
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3.2.2 BIOGENESIS MITOCONDRIAL

La biogénesis mitocondrial es un evento complejo que se define como el proceso a través del
cual las células aumentan su tamafio, nimero y masa mitocondrial de forma individual a
través de la fision de mitocondrias preexistentes. Se da mediante dos procesos, el primero en
el mantenimiento o recambio mitocondrial, siendo importante en la restitucion de las
mitocondrias dafiadas. EI control de la calidad mitocondrial se inicia cuando la célula revisa
la estructura y funcién de las mitocondrias, debido a que pueden llegar a sufrir una alteracion
en su funcion, es decir dafio oxidativo causado por el exceso de radicales libres o por
envejecimiento normal, ocasionando una disfuncion de la misma, si el dafio continta las
mitocondrias dafiadas no pueden ser reparadas, por lo que son degradadas por la misma
mitocondria, por “Autofagia”, sin embargo, las que aun pueden ser “reparadas” se reciclan

para hacerlas funcionales nuevamente (Figura 4) (Zorzano A. et al, 2012).

Pool Mitocondrial Funcional —

Biogénesis \_\ Enfermedad o
Mitocondrial T~ Envejecimiento -
— Envejecimiento Normal
Reciclado
Molecular Autofagia
(Mitofagia)
Componentes

no recuperables
Figura 4 Control de la calidad mitocondrial. Proceso que se lleva a cabo en la restitucion de las mitocondrias dafiadas y las reparadas
(Zorzano A. et al 2012).
El segundo proceso de biogénesis mitocondrial es mediante la sintesis de novo, que da lugar
a nuevas mitocondrias, activandose en respuesta a estimulos externos como el estrés térmico
(frio), restriccion caldrica, demanda energética, la division y diferenciacion celular (Luna P.
et al, 2014) con el fin de dar lugar a dos mitocondrias idénticas, por ello se considera
importante este proceso para un adecuado funcionamiento celular, regulacion de procesos

inflamatorios y apopt6ticos, incrementando la capacidad de produccion de ATP y generacion
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de calor. Y al incrementar la biogénesis mitocondrial da lugar a un cambio en su fenotipo, es
decir, que los adipocitos pertenecientes al TAB podrian verse como adipocitos beige por la
cantidad de mitocondrias generadas por este proceso (Figura5). (LunaP. et al, 2014; Valero
T, 2014).

(Sintesis de novo) | t Incremento en la capacidad
neremento de produccion de ATP

de frabajo .
gfgg{rr:i'gio Generacidn de calor

.., celular
Restriccién

calbrica

Esirés Incremento en la masa

Hormonal Programa . . p
. ) Biogénesis mltocop’drlql, numero,
Hiperoxia/ MHocondrial uvbicacion y/o fenotipo
Hipoxia
Esirés
Oxidativo
Inflamacién
Estrés Mejora de las defensas celulares
Térmico anti-oxidacion y produccion reducida de ROS

(Frio) Contra-inflamacion
Anti-apoptosis

Figura 5 Sintesis de novo en la biogénesis mitocondrial. Estimulos externos que intervienen en la biogénesis mitocondrial (Luna P. et
al, 2014)

Como se discutid la actividad fisica puede inducir la biogénesis mitocondrial, sin embargo,
va a depender del tipo, intensidad y duracion del ejercicio. El de tipo prolongado y de alta
intensidad conduce a una perdida pronunciada de masa grasa, 0 bien puede inducir cambios
en depositos de grasa localizados visceral o gluteofemoral, a su vez se ha mostrado que
mejora la sensibilidad a la insulina (Stinkens R. et al, 2018).

La restriccion caldrica se ha asociado a la mejora de la biosintesis de acidos grasos y a la vez
activa la funcion mitocondrial en el tejido adiposo blanco, lo que da como resultado una
remodelacion metabdlica. Esta restriccion regula el coactivador gamma del receptor activado
por el proliferador de peroxisomas 1a (PGC-1a) siendo este coactivador indispensable en la
biogénesis mitocondrial, lo que produce efectos benéficos (Kobayashi M. et al, 2018).
También la biogénesis mitocondrial puede ser manipulada farmacol6gicamente, con el fin de

tratar varias enfermedades crénico-degenerativas, y neurodegenerativas como diabetes
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mellitus y enfermedad de Alzheimer por ejemplo. El uso de tiazolidinedionas, metformina y
benzafibrato se usa para activar el eje PPAR-PGC-1a y la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), lo que sugiere un efecto en la biogénesis mitocondrial. Otras estrategias incluyen
la adicion de suplementos antioxidantes como la vitamina C, vitamina E, piruvato de sodio

y acido a-lipoico (Valero T, 2014).

La BM asu vez va a requerir la expresion coordinada de los dos sistemas genéticos celulares:
el nuclear y el mitocondrial; constando de dos procesos que son la proliferacién mitocondrial
y la diferenciacion. El genoma nuclear se va a encargar de codificar la mayoria de las
proteinas mitocondriales, mientras que el genoma mitocondrial codificard para 13
subunidades de proteinas de los complejos respiratorios mitocondriales (Vissers D. et al,
2013). Para que se lleve a cabo el proceso de biogénesis mitocondrial se requiere de
reguladores que pertenecen a la familia de coactivadores transcripcionales activados por el
PPARy y el coactivador la del PPARy mejor conocido como “PGC-1la” La PGC-la se
considera principal regulador de biogénesis mitocondrial, la induccién de ésta aumenta la
tasa metabdlica a través del incremento de la expresion de las proteinas desacoplantes
mitocondriales (Vissers D. et al, 2013). Ademas, es una de las méas importantes por su papel
como activadora en adipocitos marrones y se considerada como inductor del metabolismo

oxidativo mitocondrial. (Vissers D. et al, 2013).

Sin embargo, existen otras proteinas que pertenecen a la misma familia, la PGC-1  posee
la funcion de inducir un aumento en la capacidad oxidativa mitocondrial y a su vez mediante
estimulos externos como, la actividad fisica, el ayuno y la exposicion al frio aceleran la
expresion y actividad de PGC-1a, lo que podria favorecer la biogénesis mitocondrial
(Gabrielsson B. et al, 2003).

3.2.3 PAPEL DEL OMEGA-3 EN LA BIOGENESIS MITOCONDRIAL

La familia de Omega-3 tiene un papel importante en el proceso de biogénesis mitocondrial,
ya que se encarga de triplicar la expresion de los genes que codifican factores reguladores

que controlan dicho proceso. Existen estudios que muestran el efecto que tiene cada acido
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grasos de la familia Omega-3 con relacion a la biogénesis mitocondrial. A continuacion, se

describen en la tabla 1 el &cido graso y el papel que desempefia en la biogénesis mitocondrial.

Tabla 1. Estudios de &cidos grasos Omega-3 en la relacion a la biogénesis mitocondrial

ACIDO
GRASO

EPA

AUTOR (ANO)

Laiglesia L.M.et
al, 2016

Vaughan R. et al,
2012

RESUMEN

Presenta efectos benéficos en trastornos metabolicos asociados
con la obesidad. En adipocitos se observo un aumento en el
contenido mitocondrial, promoviendo la activacion de
reguladores involucrados en el proceso de BM como la PGC-
lo. Ademas, indujo la expresion de genes que tripifican
adipocitos beige como por ejemplo la UCP1. Por lo que indica
que el EPA induce a una remodelacién del metabolismo de los
lipidos, promoviendo la oxidacion de &cidos grasos, previendo
el almacenamiento de grasas, potenciando la BM y los
marcadores de color beige en adipocitos subcutaneos humanos
en personas que presentan sobrepeso

Induce una remodelacion del metabolismo evitando el
almacenaje de grasas y promueve la oxidacion de los acidos
grasos, biogénesis mitocondrial y la diferenciacion de los

adipocitos blancos al beige.
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DHA

EPAy DHA

Afshordel S. et al.
2015

Soon M. et al.
2016

Nagy K, 2017

Se ha relacionado con las mitocondrias, y con la fluidez de la
membrana ya que los datos in vitro evidencian los efectos que
tienen sobre la composicion de fosfolipidos de la membrana
mitocondrial y por ende la funcion de esta. Trabaja en conjunto
con el EPA, ambos promoviendo la biogénesis mitocondrial y
modulacion de la expresion de genes controlan el metabolismo
energético y la produccion de ATP, principalmente
independientes de sus efectos en la composicion de la
membrana

Poseen efectos hipolipidémicos, sensibilidad a la insulina
mejorada y oxidacién de acidos grasos, también codifican
factores reguladores del metabolismo oxidativo en el tejido
adiposo

EPA como el DHA se encargan de regular la baja expresion de
genes relacionados con la inflamacion a través del PPAR o/y,
receptor relacionado con el metabolismo de los lipidos el cual
estimula la B-oxidacion, y a su vez disminuye los niveles
circulantes de triglicéridos y é&cidos grasos libres lo que
previene la hipertrofia e hiperplasia, ademas estos receptores
son activadores de adipocitos marrones, lo que se relaciona con

la biogénesis mitocondrial.
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Zhou X. et al,2015

ACIDO a-
LINOLENICO
(ALA)

Gabrielsson B. et
al, 2003

Flachs P. et al,
2005

Se relaciona con la reducciéon de masa grasa aumentando el
contenido de PGCla, UCP2, nrfl en la grasa del epididimo,
sin embargo, estos efectos se observan en menor proporcion en
la grasa blanca inguinal. En un estudio llevado a cabo en
roedores, el tratamiento con ALA aumento la expresion de
PPAR o, siendo este el principal promotor de la oxidacién de
los lipidos mitocondriales. Ademas, mostraron que el ALA
mejora la funcidn del tejido adiposo, sin embargo, requiere de
la proteina quinasa “AMPK” la cual tiene un papel en la
homeostasis energética del tejido adiposo blanco en términos
de almacenamiento y liberacion de triglicéridos, biogénesis
mitocondrial y capacidad oxidativa, siendo necesaria para
potenciar los efectos de este acido grasos sobre el metabolismo
de los lipidos.

Tienen relacién con la homeostasis energética, haciendo
énfasis en la acumulacion de grasa debido a que controlan de
forma activa el recambio de lipidos, produciendo a su vez ATP
y sustratos para el metabolismo, también se encargan de la
formacion de nuevos adipocitos principalmente en la fase de
diferenciacion hasta la maduracion de estos.

La inclusion de los PUFA Omega-3, ayudan a la potenciacion
de la B-oxidacion y la regulacion de la biogénesis mitocondrial
de forma positiva, ya que se asocidé que genera una triple
estimulacion de genes que codifican factores que regulan la
BM, tal es el caso del activador del proliferador de peroxisoma,
activador gamma 1 alfa (PGCla) —y el factor respiratorio
nuclear (Nrfl)
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OMEGA-3

Kopecky J. et al,
2009

Martinez L. et al,
2015

En un estudio en ratas alimentadas con una dieta donde se les
adicion6 Omega-3, observaron que contrarrestaban tanto el
desarrollo de la obesidad como el de la resistencia a la insulina.
Por lo que sugirieron que en humanos la suplementacion de
estos podria reducir la acumulacion de grasa pudiendo mejorar
el metabolismo de la glucosa. También encontraron que
mediante la administracion de estos acidos grasos se suprimia
el proceso de hipertrofia e hiperplasia, mejorando la
inflamacion del tejido adiposo

Mostraron que Omega-3 (de origen marino), modulan el
nimero de adipocitos regulando su proliferacion vy
diferenciacion. Ademas de que se encargan de la movilizacion
de grasa de los adipocitos y de la regulacion de las vias que
controlan el almacenamiento de esta. Los Omega-3 a su vez
disminuyen los procesos de acumulacion de lipidos, y
favorecen el metabolismo de los adipocitos promoviendo la

BM, y la oxidacion de los acidos grasos.

En la fase de diferenciacion de los preadipocitos, las mitocondrias requieren generar y
mantener el ATP para poder realizar los procesos que consumen energia, mientras mantiene
la actividad celular normal. Se considera relevante este proceso debido a que si existe
disfuncion mitocondrial podria llevar a un inadecuado rendimiento de algunos tejidos
primarios como es el higado, el musculo esquelético y cardiaco, asi como el tejido adiposo.
Esta disfuncion se observa principalmente en el tejido adiposo blanco asociandose a la
hipertrofia de los adipocitos, que genera la acumulacion de lipidos y posteriormente da pauta
a la aparicion de resistencia a la insulina inducida por el sobrepeso y la obesidad, ocasionando
a su vez un desequilibrio metabdlico desde la produccion de energia, respiracion oxidativa,

y la entrada de nutrientes (Gabrielsson B. et al. 2003).

En un estudio comparativo que realizaron a dos grupos de ratones unos obesos y otros

delgados demostraron que la pérdida mitocondrial en el TAB se correlaciona con el
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desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), siendo en el primer grupo donde se mostr6 que
los niveles mitocondriales en los adipocitos pertenecientes al TAB derivados de las
almohadillas de grasa pertenecientes al epididimo son 50% mas bajos a comparacion del otro
grupo (Gabrielsson D. et al, 2003). Mas tarde un grupo de cientificos mostraron en ratones
diabéticos que existe una disminucion de ADN mitocondrial, alteraciones en la red
mitocondrial, asi como de la B-oxidacion, y sobre todo una reduccidn en el nimero y funcion

mitocondrial en el TAB.

Gracias a esta evidencia concluyeron que la BM esta comprometida en el TAB en modelos
de ratones obesos resistentes a la insulina. A su vez se considera que la influencia de otros
factores como a la edad, el sobrepeso u obesidad y DM2, provocan la reduccién del contenido
mitocondrial en adipocitos blancos maduros, siendo el sobrepeso y obesidad los principales
causantes de alteraciones en la BM, deteriorando la fase de diferenciacion de preadipocitos

durante la expansion del tejido adiposo blanco.

Los estudios mas recientes han mostrado una posible intervencion terapéutica para mejorar
la funcion mitocondrial, relacionando el TAB y el TAM, debido a que la presencia de
adipocitos marrones dentro de los depositos del tejido adiposo blanco se ha correlacionado
con fenotipos metabdélicos mejorado, por lo que podria inducirse al TAB un fenotipo similar
al marroén con la finalidad de mejorar la biogénesis mitocondrial, ya que seria de gran interés

para reducir la acumulacion de grasa en el tejido adiposo (Gabrielsson D. et al, 2003).

Tomando en cuenta estos puntos se sugiere que el proceso de biogénesis mitocondrial durante
el sobrepeso u obesidad sean considerados para el adecuado funcionamiento celular, con la
finalidad de que las células puedan aumentan su masa mitocondrial, generando nuevas
mitocondrias a través de estimulos externos (Valero T, 2014) un ejemplo de ello podria ser

la adicion de Omega-3.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sobrepeso, se caracteriza por el aumento de masa grasa corporal predisponiendo a la
acumulacion de mas grasa, que tiende a dar como resultado la obesidad, causando
principalmente un incremento de tejido adiposo blanco aumentando el tamarfio y nimero de
sus adipocitos, presentandose en procesos conocidos como hipertrofia e hiperplasia. La
acumulacion de adipocitos induce a alteraciones metabdlicas como resistencia a la insulina
y dislipidemias, que se relacionan a su vez con el desarrollo de enfermedades cronico-
degenerativas como diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, teniendo también

relacion con la disfunciéon mitocondrial.

Los problemas metabolicos causados por el sobrepeso comienzan con la disfuncion del tejido
adiposo blanco que incluye una baja biogénesis y funcion mitocondrial, las mitocondrias son
necesarias para el metabolismo celular ademéas de establecer la diferenciacion de los
adipocitos blancos hacia un fenotipo de adipocitos pardos, la induccion de esta diferenciacién
representa una nueva estrategia terapéutica que podria beneficiar el tratamiento del sobrepeso
y la posible disminucion del TAB; hoy en dia se conoce que la suplementacion con acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga Omega-3 mejoran los trastornos metabolicos
asociados al sobrepeso, ademas favorecen la oxidacion de &cidos grasos y el proceso de

biogénesis mitocondrial.

Por lo que surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢La presencia de acidos grasos
Omega-3 contenidos en aceites comerciales comestibles, modificaran la biogénesis
mitocondrial en cultivo primario de adipocitos provenientes de tejido adiposo subcutaneo

humano en la region abdominal?
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la biogénesis mitocondrial en cultivo primario de adipocitos provenientes de
tejido adiposo subcutaneo abdominal humano en presencia de aceites comerciales

comestibles con acidos grasos Omega-3.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

5.2.1 Proliferar cultivo primario de adipocitos provenientes de tejido adiposo subcutaneo
humano de la region abdominal.

5.2.2 Aislar de mitocondrias de los adipocitos mediante el kit “Mitochondria Isolation Kit
for Cultured Cells Thermo Scientific ™,

5.2.3 Cuantificar del numero de mitocondrias en presencia y ausencia de aceites
comerciales comestibles empleando verde Janus.

5.2.4 Comparar de la efectividad de cada aceite comercial comestible con la relacion a la

biogénesis mitocondrial.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

ESTRATEGIA DE TRABAJO
Con el propdsito de dar cumplimento a los objetivos trazados en la investigacion, se llevo a

cabo la siguiente metodologia:

Adipocitos de mujeres
con sobrepeso con IMC: Seleccién de aceites comerciales
28.1-29.8 kg/m2 comestibles
] |
| Crecimiento celular | Cuantificacién de Omega 3 por cromatografia
| de gases/masas

| Conteo celular/mitocondrial |

| Adicién de aceites
1

* Evaluar el efecto de cada uno de los aceites en
las 20 muestras

* Analizar la cantidad de mitocondrias
generadas por la conceniracidon de Omega 3
de cada aceite

» Determinar el porcentaje de los 8 aceites
analizados en relacién al grupo control

Caplura y procesamiento de datos:
¢ Programa Microsoft Excel® 2014

Andlisis estadistico: Excel 2016 y Prueba ANOVA
(SPSS.INC® 2015 version 23)

| Andlisis y discusion de los resultados

Figura 7. Esquema de estrategia de trabajo.
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6.1.1 SELECCION DE ACEITES

Se seleccionaron siete aceites de origen vegetal (aguacate, ajonjoli, cacahuate, chia, linaza,

oliva y pepita de uva) y uno de origen animal (salmén noruego), con el objetivo de comparar

la efectividad que tiene cada uno considerando que los aceites vegetales contiene ALA y el

de salmén ALA, EPA y DHA. Los criterios a considerar fueron los siguientes:

Criterios de inclusion para los aceites vegetales:

a) Aceites que pueden consumirse en crudo, es decir directamente del envance a

temperatura ambiente sin emplear un método de coccién a temperaturas

superiores a los 100° C.

b) Aceites disponibles en supermercados del estado de Puebla.

c) Aceites comerciales comestibles que de acuerdo a la literatura contienen Omega-
3 (Tabla 2) (Castro M, 2002)

Tabla 2. Contenido de ALA en aceites vegetales. Modificado de (Castro M., 2002)

CONTENIDO DE ALA (18:3) EN ACEITES VEGETALES ¢/100g

Fuente ALA Criterios de seleccion e inclusion
(18:3 Q-3)

Aceite linaza 53.3 Aceites seleccionados disponibles en supermercados del estado
Aguacate 0.96 de Puebla, empleados en crudo
Ajonjoli 0.3
Algodon, 0.2 Aceites excluidos debido a que no se encuentran disponibles y
semilla se usan con otro fin terapéutico o cosmético.
Arrozintegral | 1.6
Avena 1.79
Canola 9.3-12.0 Aceites excluidios por uso en métodos de coccion
Cartamo 0.4
Coco 0.22 Aceite excludio ya que se encuentra en estado sélido
Colza 10.9 Aceite excluido, no disponible en supermercados
Girasol 0.09-0.19 Aceite excluidio por uso en métodos de coccion
Grosella 19-20 Aceite excluido, no se encuentran disponibles en
amarilla supermercados
Grosella negra | 12-14
Maiz 0.7-2.1 Aceites excluidos no disponibles en supermercados
Mostaza 5.9
Nuez 10.4 Aceite excluido por uso terapéutico o cosmético
Oliva 0.54-0.6 Aceite seleccionado, disponible y por uso en crudo
Soya 2.6 Aceite excluido, no se encuentran disponibles en
hidrogenada supermercados
Semilla uva 0.1 Aceite seleccionado, disponible y por uso en crudo
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Criterios de exclusion de aceites vegetales:
a) Aceites que se emplean con fines terapéuticos 0 cosméticos.
b) Aceites que generalmente se emplean pasando por temperaturas superiores a los
100° C.
c) Aceites solidos o semisolidos.
d) Aceites no disponibles en supermercados del estado de Puebla.

En la tabla 3 que se presenta a continuacién, se encuentra las etiquetas de los aceites
empleados, asi como la marca, numero de lote y supermercado en donde se adquirieron. Cabe
mensionar que la mayoria de los aceites son de la marca Inés, ya que esta marca es la que

oferta en Puebla una mayor variedad de aceites comestibles.

Tabla 3. Informacion de los aceites comerciales comestibles empleados.

ACEITE ETIQUETA INFORMACION
FRONTAL NUTRIMENTAL

ACEITE DE AGUACATE

e Marca: Ahuecatlan

e Lote: 14217MA1232

e Supermercado: City
Market Puebla

)
<.
T >

9 ‘(\‘
ceite

ﬂg(t(mcale
v ol

Avocado Ol

ACEITE DE AJONJOLI
EXTRA VIRGEN

e Marca: Inés
e Lote: 1056

e Supermercado:
Superama Puebla
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ACEITE DE CACAHUATE

e Marca: Inés
e |Lote: 0985

e Supermercado: Mega
Puebla

ACEITE DE CHIA EXTRA
VIRGEN

e Marca: Inés
e Lote: 0744
e Supermercado: Mega
Puebla

ACEITE DE LINAZA

e Marca: Inés
e [Lote: 1037

e Supermercado: City
Market Puebla

ACEITE DE OLIVA

e Marca: San Lucas
e Lote: 3617

e Supermercado: Mega
Puebla

i

:
|
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ACEITE DE PEPITA DE
UVA
Carbonell
e Marca: Carbonell
e Lote: 71199
e Supermercado: Mega
Puebla

CAPSULAS DE OMEGA 3
ACEITE DE SALMON
NORUEGO

e Marca: Promega 3
e Lote: 0619

e Supermercado:
Farmacias Guadalajara
Puebla

De los aceites empleados Unicamente el aceite de Chia extra virgen presenta en su etiqueta
el contenido de Omega 3, por lo que fue necesario solicitar la cuantificacion de Omega-3 que
incluye é&cido alfa linolénico (ALA), acido docosahexaenoico (DHA) vy éacido

eicopentaenoico (EPA) por medio de cromatografia de gases/masas.

6.1.2 CUANTIFICACION DE OMEGA 3 EN LOS ACEITES COMERCIALES
COMESTIBLES

Los acidos grasos pueden identificarse y cuantificarse empleando la técnica analitica de
cromatografia de gases/masas de acuerdo al método descrito en (Muriuki, 2011), la cual nos
indica la concentracion de los diferentes acidos grasos, la cuantificaciéon se le solicité al MC.
Vladimir Carranza Téllez responsable del Laboratorio de GC/MS del ICUAP, utiliz6 el
equipo Shimadzu (GCMS-QP2010), empleando como Standard Omega-3 de Sigma-Aldrich
cat. No. NIST3275, con la finalidad de proporcionarnos la concentracion de Omega 3 de los
8 aceites, debido a que el laboratorio de Fisiologia Celular de la Facultad de Medicina de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla no cuenta con dicho equipo. En la tabla 4 se

muestran los valores de Omega-3 proporcionados de los aceites empleados.
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Tabla 4. Contenido de Omega 3 de la cuantificacion obtenida por cromatografia de

gases/masas.

ACEITES OMEGA 3 |

Aguacate 0.07 pg/ul
Ajonjoli extra virgen 0.05 pg/ul
Cacahuate 0.000092 pg/ul
Chia extra virgen 0.37 pg/ul
Linaza 0.15 pg/ul
Oliva 0.05 pg/ul
Pepita de uva 0.07 pg/ul
Cépsulas de Omega 3 0.304 pg/ul

El Omega-3 contenido en los aceites se extrajo con metanol para su identificacion usando un
sistema GC-MS acoplado con un espectrometro de masas inerte con un detector de triple eje,
en una columna HP-5 columna Agilent J & W GC (30 m x 0,32 mm, id. Con un espesor de
pelicula de 0,25 um). Se empleo como gas acarreador helio, a una velocidad de 1,2 ml / min,
y el volumen de inyeccion fue de 1 pL. La temperatura del puerto de inyeccion fue de 300°
C, y el voltaje de ionizacion fue de 70eV. Los espectros se registraron con un escane6 cada
segundo en un rango de 45-800 (m / z). El programa de temperatura del horno se inici6 a
50°C y se ajustd durante 5 min, aument6 a 320°C con una velocidad de calentamiento de
5°C/min, y finalmente se mantuvo durante 20 min extra. La temperatura del puerto de
inyeccién fue de 280°C, y la temperatura de la interfa fue de 300 °C. El tiempo de retardo
del disolvente fue de 7 minutos para eliminar el pico de disolvente. Los espectros obtenidos
se interpretaron comparandolos con los datos de la Biblioteca de espectros de masas del
Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, Gaithersburg, EE. UU).
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6.1.3 CRECIMIENTO CELULAR

Los adipocitos empleados en este trabajo fueron proporcionados por el Dr. José Luis Ventura
Gallegos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, de la sede del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn y son provenientes de 20
biopsias de mujeres con sobrepeso (IMC: 28.1-29.8 kg/m?), de 19 a 25 afios. Los adipocitos
fueron entregados en crioviales para su propagacion. Para manipular los adipocitos se empled
una campana de flujo laminar vertical modelo ESCO (Laminar flow cabinet), con filtro
HEPA. Los adipocitos se crecieron en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) Sigma, Namero de cat. D5648-10L adicionado con suero fetal bovino al 10%
marca Biowest con numero de cat. S1810-500. En una incubadora de CO2 Forma Steri-Cycle
de Thermo Scientific modelo 370.

Las células se crecieron hasta confluencia, como se describe a continuacion:

1. Las células se recibieron congeladas en un criovial.

2. Se descongelan y se centrifugan por diez minutos a 1,500 rpm. Se retirara el
sobrenadante que contiene principalmente suero fetal bovino y DMSO al 10%.

3. Después se resuspenden en 2 ml de medio de cultivo DMEM no suplementado y se
centrifugan nuevamente, la pastilla resultante se resuspende en DMEM suplementado
con suero fetal bovino al 10% y se colocan en una caja de cultivo T-25.

4. Después se incuban a 37°C en una atmosfera de CO. en aproximadamente 12 horas,
las células se van adhiriendo a la superficie de la caja y comienzan a proliferar
alrededor de 72 horas alcanzan confluencia, el medio se cambia cada 24 horas.

5. Las células se incuban hasta alcanzar 80%.

6. Una vez que han alcanzado confluencia se tripsinizan para despegarlas y contarlas.

6.14 CONTEO CELULAR

Se utiliza azul tripano para la diferenciacion de las células vivas de las muertas, tomandose
como células muertas las tefiidas de azul y las no tefiidas como vivas se cuentan en una
camara de Neubauer, como se describe a continuacion.

1. Cuando las células alcanzan la confluencia se tripsinizan, para despegar a las células

de la caja de cultivo.
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2. Seelimina el medio de cultivo y las células se lavan tres veces con PBS 1X colocando
2 ml de PBS, en la caja enjuagando la superficie en donde se encuentran las células
para quitar el exceso de medio y posteriormente se aspira el PBS para desecharlo, el
procedimiento se repite 3 veces, de esta forma se elimina el suero del medio ya que
podria contener algun inhibidor de tripsina.

3. Unavez que las células fueron lavadas, se les afiade 2 ml de tripsina 1X. Se enjuagan
moviendo horizontalmente de forma suave para cubrir toda la superficie por 1 min.
3.1 Posteriormente la caja se incuba por cinco min a 37°C, en una atmosfera de CO>

al 5%.

3.2 Pasados 5 minutos, las células se observan al microscopio con el fin de determinar
si van perdiendo adherencia, de no ser asi se incuban nuevamente, hasta maximo
30 min.

3.3 Una vez que la mayoria de las células se han despegado se adicionan 5 ml de
medio DMEM sin suero, para detener la digestion con tripsina.

3.4 Las células se resuspenden en el medio pipeteando de arriba y abajo, por toda la
superficie del frasco. Tratando de colocar todas las células en una esquina del
frasco resuspendiendo continuamente para evitar se formen conglomerados de
células, posteriormente se transfieren a un tubo para centrifuga estéril de 15 ml.

3.5 El frasco se enjuaga nuevamente con 5 ml de medio de cultivo DMEM, repitiendo
el punto anterior.

3.6 Las células recolectadas se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 minutos.

La pastilla se resuspende en 2 ml de medio de cultivo. Se toman 10 pL para realizar el conteo,
y se depositan en un tubo para microcentrifuga con 90uL de azul tripano para la
diferenciacion de las células vivas de las muertas, tomandose como células muertas las
teflidas de azul y las no tefiidas como vivas (Dilucién 1:10). Se cuentan en una camara de
Neubauer los cuatro cuadros de 4x4 obteniendo las células totales (vivas y muertas) con la
finalidad de tener una cantidad especifica (Estandar Operating, 2008). Las siguientes

ecuaciones nos permiten obtener: células totales, células vivas y células por ml.
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Cuenta total de células vivas

Célul [ = X 10,000
CHItAS POT I = Nimero de cuadros 4x4 evaluados

Células totales

= células por ml X volmen (en ml) total del cual fueron extraidas las células evaluadas

Lo Numero de celulas vivas totales
Viabilidad celular (%) = — - . X 100
Numero de células totales (vivas + muertas)

6.1.5 CONTEO MITOCONDRIAL

Se empled el Mitochondrial isolation Kit de ThermoFisher Scientific Cat. No. 89874 para
asilar las mitocondrias de diferentes cantidades de adipocitos 1,000, 2,000, 3,000, 4,000 y
5,000 células y posteriormente cuantificarlas empleando verde Janus. El colorante verde
Janus B es un colorante vital que se emplea para tefiir mitocondrias, su reduccion y oxidacion
muestra la alteracion de la cadena de transferencia de electrones y por lo tanto detecta la
presencia de mitocondrias funcionales, la cantidad de mitocondrias se calcula de acuerdo a
la absorbancia a 540/595 nm, de acuerdo con (Ghazi- Khansari, M et al. 2009; Ahmad, F et
al. 2018).

El método de extraccion de mitocondrias emplea centrifugacion diferencial por gradiente de
concentracion, el fabricante no indica lo que contienen los reactivos por lo que se indica
como reactivo A, By C. A continuacion, se desglosa el procedimiento:

1. A los Reactivos Ay C, se les afiaden inhibidores de proteasas.

2. Las células se centrifugan a 2,000 rpm durante 5 minutos para obtener una pastilla. Una
vez que se obtuvo la pastilla se retiré con cuidado el sobrenadante.

3. A la pastilla se le adicionan 80 pL de reactivo A. Se mezcla en vortex a velocidad media
durante 5 segundos y se incuba en hielo durante no mas de 2 minutos.

4. Se adiciona 1.0uL del reactivo B. Se agita en vortex a velocidad maxima durante 5
segundos.

5. Se incuba en hielo durante 5 minutos, se agita en vortex a velocidad maxima cada minuto.
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6. Se agregan 800uL de reactivo de aislamiento de mitocondrias C. Se mueve lentamente el
tubo varias veces para mezclar sin vortexear.

7. Se centrifuga el tubo a 700 xg durante 10 minutos a 4 ° C.

8. Se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo de 2,0 ml y se centrifuga a 12,000 xg durante
15 minutos a 4 °C, pasado el tiempo de incubacién se centrifuga a 3000 xg durante 15
minutos.

9. El sobrenadante que contiene la fraccion citosolica se transfiere a otro tubo y la pastilla
que contiene las mitocondrias aisladas se resuspende en 500uL de reactivo C se centrifuga a
12,000 xg por 5 minutos. La pastilla con las mitocondrias se mantiene en hielo hasta su
cuantificacion. La cuantificacion de proteinas de la fraccion enriquecida de mitocondrias se

realizd mediante el método de Bradford, expresandose en pug proteina mitocondrial/células.

Cuantificacién Mitocondrial con Verde Janus

El verde Janus B es 8 - [[4- (dimetilamino) fenil] diazenil] -N, N-dietil-10-fenilfenazin-10-
ium-2-amina es un colorante cationico lipofilo supravital. Al igual que otros cationes
lipofilicas, es absorbido solo por mitocondrias metabdlicamente activas en cuyo potencial de
membrana negativo interno esta intacto (Chen LB 1987 y Ross MF et al. 2005).

Debido a esta propiedad, el verde Janus se ha utilizado ampliamente para evaluar la pureza,
integridad y actividad metabdlica de las mitocondrias con métodos basados en microscopia
(Todd AS et al, 1988; Stephanova et al, 2008). En su forma oxidada el verde Janus tiene un
color azul verde y tiene una absorbancia méxima a 595 nm. Tras la reduccion por las
deshidrogenasas mitocondriales, el verde Janus es convertido en dietilsafranina que es de
color rosa y tiene una absorbancia maxima a 550 nm (Showacre JL, 1953). La actividad de
deshidrogenasa estd asociada con el dafio y disfuncién mitocondrial, por lo tanto, la
capacidad de las enzimas para convertir al verde Janus en dietilsafranina se puede usar como

un indicador de la funcion mitocondrial.

6.1.6 ADICION DE ACEITES COMERCIALES COMESTIBLES

En una placa de 96 pozos de marca TPP con nimero de cat. 20170015, se colocaron 5,000
células por pozo, se realizaron experimentos por duplicado de cada una de las 20 muestras
de adipocitos, dos cajas por cada muestra, se adicioné a cada placa 0, 5, 10, 15, 20 y 25 uL
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de emulsion de aceite, la emulsion estable se realiz6 con aceite y medio DMEM, mediante
sonicazion a 200 W, 25 kHz por 15 min en un equipo Branson CPX lo que nos permitio
mantener una emulsion estable hasta ponerla en contacto con las células, en todos los casos
se empleo el mismo volumen de aceites independientemente de su concentracion de Omega-
3, la cual iba aumentando a la par con los pL de emulsion de aceites. A continuacion, se
muestra en las siguiente tabla el volumen correspondiente con la concentracién de Omega 3
de cada uno de los aceites. Se incubaron durante 24 horas, para posteriormente determinar el

ndumero de mitocondrias.

OMEGA 3 (pg/ul)

VSESIIENE AGUACATE  AJONJOLE CACAHUATE CAPSELAS CHIA LINAZA OLIVA PE;,';TA
() OMEGA 3 UVA
0.35 0.25 0.00046 1.52 1.85 0.75 0.35 0.35

0.7 0.5 0.00092 3.04 3.7 15 0.5 0.7

1.05 0.75 0.00138 4.56 5.55 2.25 0.75 1.05

1.4 1 0.00184 6.08 7.4 3 1 14

1.75 1.25 0.0023 7.6 9.25 3.75 1.25 1.75

OMEGA 3 (ug/pl)

CAPSULAS DE OMEGA
3

1.52
3.04
4.56
6.08
7.6

VOLUMEN (ul)
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ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

1. En placas de 96 pozos se sembraron 5,000 adipocitos en cada pozo de cada una de las
20 muestras, dos cajas por muestra.

2. Se colocaron de 0 a 25 pl de la emulsion de aceites, de acuerdo al siguiente esquema:

A B C D = F
Ol Sul 10pl 15 pl 20 pl 25 pl
Aguacate  Aguacate =~ Aguacate  Aguacate  Aguacate  Aguacate
Ol Sul 10ul 15 pl 20 wl 25 ul
Ajonjoli Ajonjoli Ajonjoli Ajonjoli Ajonjoli Ajonjoli
Ol S5ul 10ul 15 pl 20 wl 25 pl

Cacahuate Cacahuate Cacahuate Cacahuate Cacahuate Cacahuate

Ol Sul 10pl 15 pl 20 pl 25 pl
Oliva Oliva Oliva Oliva Oliva Oliva
Ol Sul 10pl 15 pl 20 pl 25 pl
Pepita de Pepita de Pepita de Pepita de Pepita de Pepita de
uva uva uva uva uva uva
Ol Sul 10ul 15 pl 20 pl 25 ul

N N e = s W

Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas Cépsulas

3. Las ceélulas se incubaron durante 24 horas con los diferentes aceites a 37°C con una
atmosfera de 5% de COx.

4. Pasado el tiempo de incubacidn las células se lavaron con PBS1X y se les adicionaron
40 pl de verde Janus 10 uM, se incubaron durante 4 horas.

5. Pasado el tiempo de incubacion se leyo la absorbancia a 550 y 595 nm.

6. Los resultados se graficaron considerando los microgramos de proteinas de las
mitocondrias purificadas contra la concentracion de Omega-3 de los diferentes

aceites.
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6.1.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se elabord una base de datos en el programa Excel 2016 para
Windows. Posteriormente se usé el programa de computo Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS.INC®) 2015 version 23. Se aplicé la siguiente prueba: ANOVA con
comparacion de medias entre mas de dos grupos con intervalo de confianza del 95%.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluo el efecto de aceites comerciales comestibles sobre la biogénesis mitocondrial, los
cuales se adicionaron a cultivo primario de adipocitos provenientes de tejido adiposo
subcutdneo humano de la region abdominal provenientes de 20 cirugias bariatricas de
mujeres con sobrepeso (IMC: 28.1-29.8 kg/m?) de entre 19-25 afios.

Se determino el efecto de los aceites en las veinte muestras en la biogénesis mitocondrial.
Posteriormente se realizé el promedio de cada una de las muestras con los diferentes aceites
los resultados obtenidos se compararon con lo reportado en la literatura, como se describe a

continuacion.

En el caso del aceite de pepita de uva presenté un comportamiento diferente a los demés
aceites, observandose una aparente disminucion de la biogénesis mitocondrial conforme
aumentaba la concentracion, lo que podria asociarse al alto contenido de acido linoleico
(65%), este acido es precursor de leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos mediadores
proinflamatorios, induciendo més que una disminucion del nimero de mitocondrias una

disfuncion mitocondrial (Pardo J.E. et al, 2009).

ACEITE DE PEPITA DE UVA

%E 80 = T (mg/ul)
335 60 IETPPPPP e S + ¢ Palmitico 0.07387
g g 40 Z e Linoleico 0.61492
8E % ) Oleico 0.16928
§ 0 0.35 0.7 1.05 1.4 1.75 Linolénico 0.00294

Omega (3 p’g/ul) Tabla 5.Composicién de &cidos grasos del aceite de
pepita de uva. Modificado de (Pardo J.E. et al, 2009)

Pepita de uva eeeceee |ineal (Pepita de uva)

Figura 8. ug de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada concentraciéon de Omega-3
en el aceite de pepita de uva.
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En cuanto al aceite de aguacate observamos que a pesar de poseer bajas concentraciones de

Omega 3, indujo la biogénesis mitocondrial de acuerdo a su composicion posee &cido oleico

y vitamina E, el acido oleico de acuerdo favorece la completa oxidacion de acidos grasos a

través de la activacion de SIRT- PGC-1la, lo que de forma indirecta induce la biogénesis

mitocondrial y la vitamina E (Souza T. et al, 2015, Hong J. et al, 2013).

c

Ne)

g
o '8 150
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° ® 100
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E T 50
(]
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o=
o £
©

o1

=

ACEITE DE AGUACATE

e
T.-O"..

L

0 0.35 0.7 1.05 1.4 1.75
Concentracion de Omega 3 pg/pl

Aguacate eeeeee Lineal (Aguacate)

Figura 9. ug de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada
concentracién de Omega 3 en el aceite de aguacate.

Concentracion

Acidos grasos

Palmitico 0.17827
Oleico 0.50205
Linoleico 0.12129
a-Linolénico 0.00761
Otros componentes
Vitamina E 0.30754

Tabla 6.Composicion de &cidos grasos del aceite de
aguacate. Modificado de (Hong J. et al, 2015)

El aceite de oliva fue otro de los aceites vegetales que presentd bajas concentraciones de

Omega-3 de acuerdo a la cromatografia de gases/masas confirmando dicha informacién

reportada por Azadmard, S. 2007; siendo el &cido oleico el que mayor proporcion tiene y

como se discutio anteriormente este podria ser el acido que influyd en nuestra investigacion.

200

=
u o wu
o O O O

ug de proteina de la fraccion
mitocondrial/ célula

ACEITE DE OLIVA

M

0 0.25 0.5 0.75 1 1.25
Concentracion de Omega 3 ug/pl

e=Q== Oliva e e e e Lineal (Oliva)

Figura 10. pg de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada
concentracion de Omega 3 en el aceite de oliva.

Acidos grasos  Contenido mg/pl

Palmitico 0.1278
Oleico 0.8878
Linoleico 0.1702
a-Linolénico 0.1136

Tabla 7 .Composicion de acidos grasos del aceite de
oliva. Modificado de (Azadmard S. et al, 2007)
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En el caso del aceite de ajonjoli extra virgen se observa que de acuerdo a los datos reportados
por Gharby S. et al, 2017 y a la cromatografia presenta en bajas proporciones acido a-
linolénico, por lo que se deduce que a este acido no se le atribuye al efecto que se generé en

el estudio, siendo nuevamente el acido oleico el que predomina en su composicion.

ACEITE DE AJONJOLI EXTRA VIRGEN

c
o) 'O -
T, 0 Acidos grasos  Contenido mg/pl
e e Seee Palmitico 0.10384
R .;.....M'“ Oleico 0.38506
© PeS S o o
=, ¢ Linoleico 0.38689
£ 2 1 .
g5 0 095 05 0.5 . 15 a-Linolénico 0.00183
= O
S = i
> Concentracién de Omega 3 ug/ul B - _
© Tabla 8 .Composicion de &cidos grasos del aceite de
® ajonjoli. Modificado de (Gharby S. et al, 2017)

==@== AjOnjoli  ccccceee Lineal (Ajonjoli)

Figura 11. pug de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada

concentracion de Omega 3 en el aceite de ajonjoli.
El aceite de chia fue uno de los aceites vegetales que tanto de los datos correspondientes a la
concentracion obtenida por cromatografia y a los reportados por Ding Y. et al, 2018; en su
composicion presentd una elevada concentracion de acido a- linolénico, siendo este el que
definitivamente contribuy6 de forma favorable la activacion de la biogénesis mitocondrial,

viéndose en la grafica un aumentd en los pg de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula

ACEITE DE CHIA EXTRA VIRGEN

c

Nel -z .. - .. 5, .1
S o 250 | Acidos grasos  Contenido mg/pl
E3 200 Palmitico 0.07449

s 190 Oleico 0.23054

= ‘é 100 Linoleico 0.20068

f= . ;-

e 5 52 a-Linolénico 0.53162

[} (8]

s .‘2 0 1.85 3.7 5.55 7.4 9.25

()] .z

-:;13 Concentracion de Omega 3 pg/ul Tabla 9.Composicion de acidos grasos del aceite de

chia. Modificado de (Ding Y. et al, 2018)
e==@== Chia eeeeeeelineal (Chia)

Figura 12. pg de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada
concentracion de Omega 3 en el aceite de chia.. 38



De acuerdo a la composicion del aceite de linaza fue el acido a- linolénico el que predomina
(Mirela V. et al, 2012), siendo el influyente principal en la respuesta a la biogénesis
mitocondrial generada en nuestra investigacion, por ello en la figura se muestra un aumento
de pg de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula de forma continua a la par con la

concentracion empleada.

ACEITE DE LINAZA Acidos grasos Contenido
2 200  mgl |
€25 Palmitico 0.06102
= 8 100 Oleico 0.17168
[
s £ Y Linoleico 0.15999
c O
= c 0 . L.
‘3 g 0 0.75 15 595 3 375 a-Linolénico  0.49352
o B . s
3 E Concentracién de Omega 3 kg/k Tabla 10.Composicion de cidos grasos del aceite de
o linaza. Modificado de (Mirela V. et al, 2012)

e=@==inaza eeeeee Lineal (Linaza)

Figura 13. pg de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada concentracion
de Omega 3 en el aceite de linaza.

En el caso de las capsulas de Omega 3 siendo las Unicas de origen animal provenientes de
salmén, también presentaron altas concentraciones de Omega 3 de forma natural respecto a
la cromatografia de gases/masas, y realizando una comparacion con composicion del aceite
reportado por Conchillo, A. et al. 2006, se observa que el a pesar de que el acido a-linolénico

se expresa solo es bajas proporciones, siendo el EPA y DHA, los que estan generando el

Acidos grasos  Contenido
mg/ul

efecto esperado en nuestra investigacion.

CAPSULAS DE OMEGA-3 Palmitico 0.1367

ST 150 Oleico 0.1878
- Linoleico 0.0632
£8= SN e et a-Linolénico  0.06324
8235 0
SET o EPA 0.0716
5 0 152 304 456 608 7.6 DHA 0.1348
-§ § Concentracion de Omega 3 ug/pl Tabla 11 .Composicion de &cidos grasos de

= capsulas de Omega 3. Modificado de

(Conchillo A. et al, 2006)
=@ Omega-3 eeeeee¢Llineal (Omega-3)

Figura 14. pg de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada concentracion
de Omega 3 en el aceite de capsulas de Omega 3.
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Finalmente en el caso del aceite de cacahuate a pesar de poseer las concentraciones mas bajas
a comparacion de los demas aceites vegetales, presentd un incremento en los pg de proteina
de la fraccién mitocondrial/ célula conforme iban aumentando las concentraciones, y de
acuerdo al andlisis cientifico de los componentes del aceite reportado por Anyasor, G.N. et
al, 2009, se puedo concretar que la actividad del aceite de cacahuate se efectla por el
contenido de acido a-linolénico que posee a pesar de que se presenta en bajas proporciones
trabajando a la par con el &cido oleico, siendo éste el que favorece la completa oxidacion de
acidos grasos a través de la activacion de SIRT1- PGCla lo que de forma indirecta activa la

biogénesis mitocondrial.

ACEITE DE CACAHUATE

S
g © 150
g5 Acidos grasos  Contenido
« 'y 100 mog/ul
[T S ST T
TE Palmitico 0.0398
T .
g 5 Oleico 0.3889
°eg O . .
3 E 0 0.00046 0.00092 0.00138 0.00184 0.0023 L|n9|e|00 : 0.8184
-;D Concentracion de Omega 3 pg/pl a-Linolénico 0.0012

=@==CACAHUATE  +eeeseLineal (CACAHUATE) Tabla 12.Composicion de acidos grasos del aceite de
cacahuate. Modificado de (Anyasor G.N. et al, 2009)

Figura 15. pg de proteina de la fraccion mitocondrial/ célula generada por cada concentracion de
Omega 3 en el aceite de pepita de uva.
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En la siguiente figura se muestra una comparacion de siete aceites comerciales comestibles crudos de origen vegetal también tomando
en cuenta una capsula de salmon, con relacion al grupo control, es decir a un grupo de adipocitos al que no se les adicion6 ningun aceite,
con el fin de determinar el incremento en porcentaje que genero cada uno de ellos, tomando al grupo control como el 100%, siendo el
aceite de aguacate el que sobrepaso el porcentaje hasta casi 400%, seguido del de chia , oliva y ajonjoli, sin embargo de acuerdo a lo
discutido anteriormente el aceite de cacahuate a pesar de ser el aceite que presentd concentraciones mas bajas de Omega 3, aun asi rebaso

al grupo control.

INCREMENTO DE MITOCONDRIAS POR CELULA

500
450
390
400 363.35 3717725
350 32371625 330.85
w
< 300 259.05
E 250 2097325
= 200
~ 150
100
100 77.2
50
0
PEPITA DE
CONTROL = AGUACATE = AJONJOLI  CACAHUATE CHIA LINAZA OLIVA OMEGA 3 UVA
® INCREMENTO DE MITOCONDRIAS POR CELULA 100 390 363.35 259.05 371.725 323.625 330.85 209.325 72.2

Figura 16. Porcentaje de incremento de mitocondrias con relacién al grupo control. Porcentaje alcanzado de los 8 aceites comerciales comestibles empleados en la investigacion con respecto al grupo
control, es decir a los adipocitos que no se les adicioné ningln aceite.
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Para corroborar los resultados se realizO una observacion microscépica usando un
microscopio invertido digital marca AmScope t380 C-m con camara incluida con salida de
USB 2.0 para mostrar en la computadora, usando el objetivo 100x, para observar de forma
cronoldgica desde la adicion de la emulsion de los aceites hasta la presencia de mitocondrias
en los adipocitos en cultivo (Figura 17-20).
e En la figura 17 se observa en tiempo 0, es decir, la adicion de la emulsién de los
aceites a las células.
e En lafigura 18, pasando 8 horas de la adicion se observa el ingreso de los aceites a
los adipocitos.
e En lafigura 19, pasando 12 horas se determina la presencia del aceite en el interior
de las células adiposas.
e Y finalmente en la figura 20, a las 24 horas ya se puede observar la presencia de

mitocondrias (flechas blancas) en el adipocito (flechas negras).

Cabe mencionar que los adipocitos blancos fueron adquiriendo caracteristicas de adipocitos
beige por la presencia de mitocondrias que se generaron con la adicion de los aceites

empleados.

Figura 17. Emulsién de aceites adicionado a las células en tiempo 0
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Figura 18. Ingreso de aceites en células adiposas a las 8 horas

Figura 19. Presencia de aceite en el interior del adipocito a las 12 horas

Figura 20. Presencia de mitocondrias en el adipocito después de las 24 horas (flechas blancas), las vacuolas lipidicas se muestran en
flechas negras.
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Durante nuestra investigacion pudo haber factores que influyeran en nuestros resultados
como la actividad fisica, peso y el tipo de dieta que llevaban las pacientes de las que se
obtuvieron los adipocitos ya que se desconoce esta informacion debido a que no se cuenta
con la historia clinica. Aparte uno de los factores descartados completamente fue la
temperatura de los aceites que se emplearon a temperatura ambiente, y mantuvieron sus
componentes nutricionales ya embasados, ya que si estos se hubieran sometido a

temperaturas arriba de 100°C hubieran modificado sus componentes (Suaterna, A. C. 2009).

Cabe destacar que los resultados que fueron reportados con relacién a la concentracién de
Omega-3, corresponden en conjunto al acido a-linolénico, EPA y DHA, ya que asi fueron
proporcionados por la cromatografia de gases/masas y con base a esos datos arrojados se
esperaba que nuestros resultados se vieran potenciados con las capsulas de salmén por ser el
que posee mayor concentracion de forma natural y de acuerdo a lo reportado en la literatura
los pescados son los que contienen en mayor cantidad EPA y DHA, los cuales como se
comento inducen la biogénesis mitocondrial, sin embargo, de acuerdo a nuestra investigacion
los que generaron un efecto positivo cumpliendo nuestro objetivo fueron seis aceites

vegetales a pesar de presentar menor concentracion de Omega 3.

Haciendo un analisis mas detallado con relacién a la composicion de acidos grasos de cada
uno de los aceites reportados por diferentes autores, se pudo determinar que el acido graso
que influyo en la biogénesis mitocondrial fue el acido a-linolénico, por ejemplo en el caso
del aceite de chia extra virgen y el de linaza, en el aso de los aceites de aguacate, oliva,

ajonjoli y cacahuate fue el &cido oleico y finalmente en el de pepita de uva el acido linoleico.
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Figura 6. Mecanismo de accion de Omega 3. Papel antiinflamatorio del Omega 3 en el metabolismo, dando como resultado la reduccién

del dafio oxidativo.
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8.CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos los componentes de cada aceite participan en la
induccion de biogénesis mitocondrial, no unicamente el acido a-linolénico, EPA o DHA,
sino también otros acidos grasos como el oleico, que fue el que predomino en la mayoria de
los aceites vegetales que se emplearon, no descaratando la participacion de los acidos grasos
antes mencionados, como lo fue en el de chia, que fue el aceite que presento mayor

concentracion de acido a-linolénico.

De acuerdo al analisis cientifico de los componentes de cada uno de los aceites empleados,
se sabe que aademas del Omega 3 que contienen de forma natural, otro componente que esta
induciendo la biogénesis mitocondrial, es el &cido oleico, participando en la oxidacion
completa de los acidos grasos. Respecto al efecto que tienen los aceites comerciales
comestibles en la biogénesis mitocondrial, se observo que los aceites que presentaron un
incremento favorable fue el aceite de aguacate incrementando casi 400% con relacion al
grupo control, seguido del aceite de chia extra virgen aumentando 371%, el de ajonjoli extra
virgen con un 363% Y el aceite de oliva con un 330%. Mientras que el aceite queposiblemente
dio lugar a una disfunciéon mitocondrial con respecto al grupo control fue el aceite de pepita
de uva, atribuyéndole este comportamiento al &cido linoleico, conllevandolo a un proceso

inflamatorio ocasionando una posible disfuncion mitocondrial

La adicidn de los acidos grasos Omega 3 de origen vegetal mejoran los perfiles metabolicos
y reducen el dafio oxidativo en la mitocondria, favoreciendo el proceso de biogénesis
mitocondrial, siendo asi una estrategia terapéutica que podria contribuir a la disminucion de
tejido adiposo blanco incrementando el namero mitocondrial, dando lugar a una transicién a

tejido adiposo beige.
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9. PERSPECTIVAS A FUTURO

Se recomienda en un futuro realizar un anélisis de los resultados de la cromatografia de
gases/masas de cada uno de los aceites seleccionados para conocer todos los componentes
que contiene de manera natural ademas del Omega-3, que pudieran estar relacionados con la
biogénesis mitocondrial, también se considera relevante analizar los cambios metabolicos
que se efectlian en los adipocitos, ademas de los marcadores moleculares que se expresan en

el tejido adiposo beige y marrén durante en el proceso de transicion para monitorearlos.

Lo ideal seria determinar si mezclando algunos de estos aceites entre si pudiera potenciar el
efecto que se evalud en nuestro estudio, debido a que posiblemente la combinacion entre
componentes como antioxidantes que contienen de forma natural contribuyan a un cambio

positivo en otros perfiles metabdlicos.

Otro analisis que resultaria interesante a futuro seria la aplicacion de estos aceites en
adipocitos de personas con diferentes grados de obesidad, para observar el comportamiento
de estos y determinar si hay un efecto similar a la que se obtuvo en los adipocitos de personas

con sobrepeso.
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11. ANEXOS

Anexo 1
PREPARACION DE PBS (PHOSPHATE BUFFERED SALINE)

1.

Preparar 100 ml de Acido Clorhidrico 1M (1M HCI) agregando 8.62 ml de HCI concentrado
a 91 ml de dH-0 previamente colocados en un vaso de precipitados de 250 ml. No agregar
el agua al acido. Mezcle en una plancha agitadora magnética durante 5 minutos. Afore a 100
ml con dH:0.

Preparar 100 ml de hidroxido de Sodio 10 M (10M NaOH) agregando 40 g de NaOH a 40 ml
de dH.0 previamente colocados en un vaso de precipitado de 250 ml. Mezclar con una barra
magnética en una plancha agitadora hasta que el NaOH se haya disuelto por completo. Afore
a 100 ml con dH-0.

Afadir las sales a un vaso de precipitado adecuado para el volumen de la solucién por
preparar.

Afiadir el 80% del volumen de dH0 requerido y mezcle encima del agitador magnético hasta
diluir las sales

Ajustar el pH a 7.4 con 1 M HCI o0 10 m NaOH (segun sea necesario) empleando para ello
un a pipeta de transferencia de plastico mientras se monitorea el pH. Afiadir las soluciones
de HCI o NaOH gota a gota.

Afore la solucion con dH,0 al volumen final requerido.

Filtre la solucién a través de unidades de filtracién o discos de 0.45 um para eliminar
particulas suspendidas.

Esterilizar en autoclave.

Dentro del gabinete de seguridad bioldgica (GSB) y bajo técnica aséptica, distribuya alicuotas

de 50 ml, en tubos cénicos esterilizados.

10. Almacenar a temperatura ambiente o bajo refrigeracién entre 4 y 8°.

PREPARACION DE COLORANTES

Rojo oleoso

Este tipo de colorante se encarga de tefiir diversas secciones del tejido para mostrar si existe

presencia de grasa o lipidos.

Se realiza una solucion madre:
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«» Se pesan .05 gr del colorante rojo oleoso y se disuelve en 100 ml de isopropanol al 98%

K2

+« Se deja reposar esta solucidn durante 24 horas.
+«» Posteriormente se toman 6 ml de la solucion madre y se disuelven con 4 ml de agua destilada,
se filtra y se deja reposar 10 a 15 min.

% Y esta solucion final sera la final

Azul de Metileno

El azul de metileno es un tipo de colorante capaz de tefiir tanto tejidos como células muertas.
Como tal no puede penetrar y tefiir a las células vivas con membranas integras, por lo que
solo se encarga de evaluar la viabilidad de células por exclusion de captacion. (31)

El uso de este colorante si es fundamental para diferenciar las células muertas de las vivas
junto con sus membranas integras.

Se mostro que, al afiadir este colorante en mitocondrias, estas parecian mas amplias de lo
habitual, por lo que facilita ain mas la diferenciacion (30)

Se realiza una solucion madre:

R

«» Se pesan 0.02 g del colorante azul de tripan.
«» Se disuelve en 100 ml de agua destilada.
«» Se procede a filtrar.

% Y esta solucion final sera la final.

Verde de Janus

El Verde Janus B, se ha utilizado como tincion para mitocondrias.

Este tipo de colorante se encarga de tefiir todas las partes de la célula, sin dafiarla, se absorbe
en su totalidad. Para que se lleve a cabo esta reaccion va a depender del oxigeno, y conforme
transcurre el tiempo, en partes no mitocondriales la coloracion se va reduciendo por el
oxigeno que se va eliminando.

Las observaciones de las mitocondrias tefiidas con este colorante van a depender de las
actividades enzimaticas de la célula

Se realiza una soluciéon madre:
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« Se pesan .05 gramos del colorante verde de Janus y se disuelve en 100 ml de isopropanol al
98%

« Se deja reposar esta solucion durante 24 horas

+«» Posteriormente se toman 6 ml de la solucion madre y se disuelven con 4 ml de agua destilada,
se filtra y se deja reposar 10 a 15 min.

% Y esta solucion final sera la final

Anexo 2
PREPARACION DE SOLUCION CELULAR O PBS 1X (1 litro)
1. Pesar reactivos:
e NaCl 80 gr
o KCIl2gr
e NaHPO 14.4 gr
e KH:PO42.4 gr
2. Colocar reactivos en vaso de precipitado de 1 L y colocar 30-40 ml de agua inyectable
hasta disolver completamente, ayudando con un agitador. Ir agregando méas agua poco
a poco hasta llegar a medio litro con forme se van disolviendo los reactivos.
Pasar a matraz de aforacion de 1 litro y aforar.
Pasar a frasco estéril de vidrio con rosca.
Medir pH usando el pHmetro, hasta llegar a 7.3.
Esterilizar la solucion en autoclave. Se debe dejar el frasco medio abierto.

Una vez estéril, se obtiene una solucion madre PBS 10x.

© N o o s w

Para obtener PBS 1x se debe diluir 100 ml de solucion madre con 900 ml de agua

inyectable.

Anexo 3

Ejemplo de caja de micro titulacion.

En la imagen siguiente se observa como es una caja de 96 pozos con azul de metileno,

van colocando las muestras para la microtitulacién y el grupo Blanco y el grupo control y la
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division entre las células cultivadas en medio control y medio adicionado con aceites

esenciales.

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12

A B M M M M M M M

B B M M M M M M M

C B M M M M M M M

D B M M M M M M M

E B M M M M M M M

F B M M M M M M M

G B M M M M M M M

H B M M M M M M M
1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12

M M M M M M M

B M M M M M M M

En la siguiente imagen se observa cdmo es una caja de 96 pozos con rojo oleoso, van

colocando las muestras para la microtitulacion y el grupo Blanco y el grupo control y la

division entre las células cultivadas en medio control y medio adicionado con aceites

esenciales.

10

11

12
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Anexo 6
ACEITES COMERCIALES COMESTIBLES

_ Carbonell 71199
_ Ahuecatlan 14217MA1232
_ San Lucas 3617
_ Promega 3 0619
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