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RESUMEN

El impacto de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFASs) de la serie omega 3 sobre la
obesidad ha sido reportado en diversas investigaciones; sin embargo existe poca informacion
del efecto dietético de los PUFAs sobre la expresion génica de ciertas proteinas
desacoplantes de la fosforilacién oxidativa (UCPs) que juegan un rol importante en el
metabolismo lipidico. El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto del aceite de
linaza como fuente de PUFA sobre la expresion del gen UCP3 en ratas inducidas a
obesidad. Se utilizaron 24 ratas adultos machos Holztman de la UNALM. La fase
experimental consto de 2 etapas. En la primera etapa (30 dias), las ratas recibieron una dieta
obesogénica para inducir obesidad y se evaluaron los pardmetros c-HDL con el Test de
student para muestras apareadas y el nivel de triglicéridos con la prueba no paramétrica de
Wilcoxon, determindndose que solo los niveles de triglicéridos tuvieron diferencia
significativa. En la segunda etapa (59 dias), 12 ratas recibieron dieta obesogénica y las otras
12 ratas recibieron la misma dieta modificada mas aceite de linaza via oral (1 ml/kg p.v) y al
final de este periodo no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de c-
HDL ni de triglicéridos. Por Gltimo, se evalud la expresion del ARNm UCP3 mediante la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcion reversa en tiempo real
(RT-gPCR) en tejido muscular encontrandose que la expresion del gen UCP3 se expresé 4
veces mas en el grupo tratamiento (aceite de linaza) que en el grupo control, mostrando
diferencias significativas con el Test de student. Se concluy6é que la suplementacién con
aceite de linaza rico en omega 3 juega un rol importante en la expresion del gen UCP3 en

ratas que recibieron una dieta obesogeénica.

Palabras clave: PUFAs, obesidad, proteina desacoplante, expresion, gen UCP3.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of flaxseed oil as a PUFA source on the
UCP3 gene expression in rats induced to obesity. Twenty four adult male Holztman rats of
the UNALM bioterium were used. The experimental phase consisted of 2 stages. In the first
phase (30 days), the rats received an obesogenic diet to induce obesity and the c-HDL
parameters were evaluated with the Student's test for paired samples and the level of
triglycerides with the non-parametric Wilcoxon test, determining that only triglyceride
levels had significant difference. In the second phase (59 days), 12 rats received obesogenic
diet and the other 12 rats received the same modified diet plus flaxseed oil orally (1 ml/kg
b.w); however, no significant differences were observed in the concentrations of c-HDL or
triglycerides. Finally, the UCP3 mRNA expression was evaluated by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-gPCR) in muscle tissue, finding that UCP3
gene expression was expressed 4 times more in the treatment group (flaxseed oil) than in the
control group, showing significant differences with the Student's test. It was concluded that
the supplementation with omega 3 rich flaxseed oil plays an important role in the UCP3
gene expression in rats that received an obesogenic diet.

Key words: PUFAs, obesity, expression, UCP3 gene.



l. INTRODUCCION

Los nutrientes de una dieta pueden modificar la expresion de genes relacionados con
diversas patologias en el ser humano. Uno de los mayores problemas en la actualidad es la
obesidad, la cual es definida como un desorden multifactorial ya que involucra factores
genéticos y ambientales; en éstos ultimos la dieta cumple un rol importante debido al
consumo excesivo de grasas saturadas, azucares y carbohidratos. Por eso se buscan
alternativas que reduzcan esta situacion; una de ellas puede ser la suplementacién con

aceite de linaza, rico en acidos grasos poliinsaturados (PUFAS).

Se conoce que los PUFAs, principalmente de la serie omega 3, presentes en aceites
vegetales, tienen multiples efectos beneficiosos para la salud humana, ya que pueden
modificar positivamente los niveles séricos de colesterol y triglicéridos; asi como también,
el metabolismo lipidico, al inducir la expresion de ciertas proteinas desacoplantes
denominadas UCP por sus siglas en inglés “Uncoupling proteins”. Las UCP son una
familia de proteinas transportadoras mitocondriales que participan en el control del gasto
energeético, termogeénesis y regulacion de &cidos grasos; dentro de este grupo tenemos la
UCP3 que se encuentra mayormente expresada en musculo y puede participar regulando la
oxidacion de &cidos grasos e influyendo en la reduccion de peso. Sin embargo, el

mecanismo de accion y la expresion génica sobre estos efectos es aun incierto.

Por eso, el objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto de la
suplementacion con aceite de linaza sobre la expresion del gen UCP3 en ratas Holtzman

inducidas a obesidad.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1  Nutrigenémica

La nutrigendmica es una ciencia que estudia codmo es que la nutricién o la dieta influyen en
las vias metabdlicas, control homeostatico y la expresion de la composicion genética de un
individuo. Basicamente, se enfoca en los efectos dietéticos sobre la estabilidad del genoma,
cambios en el epigenoma, expresion del ARN y proteinas. Es decir, permite desarrollar
nuevas estrategias nutricionales para mejorar la salud de las personas que presentan
enfermedades como la obesidad, diabetes o enfermedades cardiovasculares (Afman y
Muller 2012; Berna et al. 2014).

2.1.1 Relacion con la expresion génica

El efecto de la dieta en la salud requiere el estudio de los mecanismos de accién de
nutrientes y otros constituyentes bioactivos de alimentos a nivel molecular. Estos
nutrientes pueden afectar la expresién génica de diversas maneras y en distintos 6rganos;
directamente, como ligandos para los factores de transcripcion, a través de metabolitos que
interfieren en la concentracion de productos y a través de moléculas que actlen sobre las

vias de sefializacion (Muller y Kersten 2003; Berna et al. 2014).

Aunque la mayoria de los nutrientes presentes en los alimentos tienen actividad bioldgica
especifica, se sabe poco sobre sus funciones moleculares y los procesos biol6gicos
involucrados (Mizoguchi et al. 2008).

2.2 Obesidad

La obesidad es un problema de salud publica en muchas partes del mundo y un factor de
riesgo significativo para el aumento de morbilidad y mortalidad; principalmente porque se
asocia a multiples comorbilidades, como las enfermedades cardiovasculares (ECV),
canceres, diabetes mellitus tipo 2 e hipertension arterial, siendo las dos ultimas las de
mayor riesgo (Haidar y Cosman 2011 y Mandal 2014). Es caracterizada por una

acumulacién excesiva de grasa corporal que resulta de un desbalance entre el consumo



y el gasto energético (Moustafa y Froguel 2014). Los factores que desencadenan este
problema son factores genéticos y ambientales (Drummond y Gibney 2013), de manera
importante lo es el medio ambiente, particularmente por una sobreabundancia de alimentos
hiperenergéticos, altamente palatables y de facil adquisicion, asi como también, la
inactividad fisica, por la alta tecnificacion y reduccién de las actividades manuales (Keith
et al. 2006). Sin embargo, no todas las personas expuestas al mismo ambiente obesogénico
desarrollan obesidad y en tal aspecto la predisposicion genética desempefia un rol clave
(Choquet y Meyre 2011).

2.2.1 Metainflamacioén

Es una inflamacion croénica leve, que es la causa principal de las respuestas inadaptadas a
la obesidad. La inflamacion esta ligada a distintas patogénesis, por tanto crea un problema
comudn que hace que la obesidad se vincule con diversas enfermedades, principalmente
diabetes mellitus 2 y enfermedades cardiovasculares, que a su vez comparten un ambiente

metabdlico caracterizado por la resistencia a la insulina (Steven et al. 2006).

La acumulacion lipidica en adipocitos puede iniciar un estado de estrés celular y activacién
de vias de sefializacion inflamatoria como las citoquinas inflamatorias, dentro de las cuales
tenemos al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina-
1B (IL-1P) y la resistina. Los adipocitos blancos tambien pueden producir leptina, hormona
reguladora de la produccion de adipocinas, ésta aumenta su produccion durante la obesidad
y genera la estimulacién de sintesis de resistina y factores proinflamatorios ya
mencionados (Smitka et al. 2015), que a su vez pueden inhibir la sefializacion de la
insulina. Por otro lado, se ha demostrado que una reduccion en el peso corporal conduce a
una mayor expresion de adipocinas antiinflamatorias concomitantes con una disminucion
en la resistencia a la insulina y en los niveles de citoquinas proinflamatorias (Shah et al.
2008).

La acumulacién de macrofagos (célula del sistema inmunitario) en adipocitos se da por un
metabolismo anormal de grasas durante la obesidad, después del aumento de la adiposidad
pero antes de la resistencia a la insulina. La expresion del ARNm de los genes relacionados
con macrofagos se restringe exclusivamente al tejido adiposo, pero esta inflamacion se

puede volver sistémica (Xu et al. 2003). A diferencia del tejido adiposo y el higado, otro



sitio importante en el desarrollo de resistencia a la insulina en la obesidad y la diabetes
mellitus 2 es el musculo esquelético (Steven et al. 2006).

2.2.2 Prevalencia

A nivel mundial, la obesidad ha aumentado a mas del doble entre 1980 y 2014. En 2016,
més de 1900 millones de adultos de 18 0 més afios tenian sobrepeso, de los cuales mas de
650 millones eran obesos, el equivalente a aproximadamente el 13% y 39% de la poblacion
adulta respectivamente. La prevalencia es mayor en promedio entre las mujeres (15%) que
entre los hombres (11%), aunque varia mucho entre las distintas regiones del mundo (OMS
2017).

En América Latina y el Caribe, aproximadamente una cuarta parte de la poblacion adulta
actual es considerada obesa. Con respecto a la poblacion infantil, existen mas de 41
millones de nifios menores de 5 afios que presentan sobrepeso u obesidad (OMS 2017). A
nivel nacional, segin el informe “Pert: Enfermedades no transmisibles y transmisibles,
2017 ¢l 36.9 % de personas de 15 y mas afios presentan sobrepeso y el 21% de personas
de 15 afios a mas presenta obesidad (INEI 2017).

La obesidad en el nifio y adolescente es considerada un problema de salud puablica tanto en
los paises desarrollados como en paises en desarrollo, por el incremento de su prevalencia
y las consecuencias sobre la salud de la poblacion (Low et al. 2009). En los Gltimos afios,
segun los reportes del Observatorio de Nutricién y Estudio del Sobrepeso y Obesidad
(2017) en nifios de cinco a nueve afios se presentd un incremento de la prevalencia de
obesidad; pasando de 7,3% en el afio 2008 a 14,8% en el periodo 2013-2014. Del mismo
modo, en adolescentes se observa un incremento de la prevalencia de 4,9% en el afio 2007
a 7,5% en el periodo 2013-2014.

2.3 Desacoplamiento mitocondrial

En condiciones de reposo en animales y humanos, el trifosfato de adenosina (ATP) se
consume continuamente mediante la bomba Na® / K* ATPasa. En la fosforilaciéon
oxidativa, los protones regresan hacia la matriz mitocondrial mediante la ATP sintasa, y la
energia de la fuerza protén motriz se usa para la sintesis de ATP. Cuando algunos protones
regresan a la matriz mitocondrial por otras vias independientes de la ATP sintasa, existe
una disociacion entre la respiracion oxidativa y la sintesis de ATP, provocando una

4



disminucion de la fuerza proton motriz que no acopla a la sintesis de ATP (Aguirre 2010).
El gradiente electroquimico resultante a traveés de la membrana mitocondrial interna, que
generalmente se acopla a la sintesis de ATP a través del complejo V de la cadena de
transferencia de electrones, puede disiparse por una fuga de protones de vuelta a través de
la membrana interna. Por lo tanto, gran parte de la energia quimica generada por la
oxidacion del combustible en las células grasas podria ser liberada como calor (Cohen y

Spiegelman 2015).

2.4  Proteinas desacoplantes

Las proteinas desacoplantes denominadas UCP por sus siglas en inglés “Uncoupling
proteins” son un subconjunto de la familia de transportadores de solutos como metabolitos,
protones o nucle6tidos que se encuentran en la membrana interna mitocondrial (Cannon y
Nedergaard 2004). Dentro de esta familia de proteinas se encuentran principalmente la
UCP1, UCP2 y UCP3 que participan en el gasto energético, la termogénesis, la regulacion
de los &cidos grasos libres y la reduccion de las especies reactivas del oxigeno (Brondani et
al. 2014) y las UCP4 y UCP5, cuyas funciones y mecanismos de accion son aun mas
inciertas. Basicamente, las UCPs desacoplan la fosforilacion oxidativa a través de la fuga
de protones, lo que conduce a la disipacion de energia como calor y a la modulacién del
metabolismo energético (Riley et al. 2016).

2.4.1 Proteinas desacoplantes 1y 2

La UCP1 es capaz de separar el transporte de electrones de la produccion de ATP (Barlet y
Heeren 2014), permitiendo que los electrones se liberen en lugar de almacenarse, lo que
resulta en la liberacion de calor por medio de las mitocondrias del tejido adiposo marron
(TAM) (Harms y Seale 2013), cuyo papel crucial es el mantenimiento de la temperatura
corporal en recién nacidos (Cohen y Spiegelman 2015). La UCP2 estéa distribuida en varios
tejidos como el bazo, rifion, pancreas y cerebro; cuya funcion esta relacionada con

promover el metabolismo de acidos grasos y de la glucosa (Diano y Horvath 2012).

2.4.2 Proteina desacoplante 3

La proteina desacoplante 3 (UCP3) es homologa a la proteina desacoplante 1, se expresa
principalmente en el muasculo esquelético, aunque también es encontrada en el tejido
adiposo marron, musculo cardiaco y ciertas zonas del cerebro. EI musculo esquelético es

un tejido que representa el 40% de la masa metabolica activa y que contribuye a la
5



homeostasis energética (Busiello et al. 2015). Investigaciones sugieren que UCP3 juega un
papel importante en la modulacion del uso de lipidos y glucosa como sustrato de energia
(Toda y Diano 2014). Existe una alta correlacion entre los patrones de expresion de UCP3
y las condiciones en las que los &cidos grasos libres son la fuente de combustible
predominante, como el ayuno, la infusion de acidos grasos libres y la alimentacion rica en
grasas (Boss et al. 2000). La induccion de UCP3 por tanto se ha relacionado con un cambio

metabolico hacia una mayor oxidacion de acidos grasos (Giordano et al. 2015).

El mecanismo de accién de la UCP3 es aln incierto, pero su asociaciéon con el
metabolismo de los &cidos grasos y un aumento de la capacidad de respuesta de la insulina
en los musculos conduce a la posibilidad de que esté involucrada en la proteccion contra la
lipotoxicidad en los musculos (MacLellan et al. 2005; Schrauwen et al. 2006). Por otro
lado, la participacion de UCP3 en la proteccion contra el estrés oxidativo inducido por
especies reactivas por oxigeno (ROS) y en la mejora de la velocidad de oxidacion de los
acidos grasos sugiere un papel protector de esta proteina en la obesidad (Toda y Diano
2014).

Otra de las hipdtesis con respecto a la funcion de las UCP3 sobre el metabolismo de &cidos
grasos es que cuando la tasa de oxidacion de acidos grasos es alta, la UCP3 y la tioesterasa
mitocondrial 1 (MTEL) trabajan en conjunto; la UCP3 podria exportar fuera de la matriz
mitocondrial, aniones de acidos grasos liberados por la MTEL, que no pudieron ser
reesterificados a CoASH, debido a la ausencia de acil-CoA sintetasa; permitiendo asi
aumentar la oxidacion de acidos grasos para su uso posterior en otras vias (Himms y
Harper 2001).

En una investigacion se demostré que el ayuno aumentd significativamente la expresion de
los niveles de ARNm de UCP3 en musculos de ratones y no se correlacion6 con la fuga de
protones mitocondriales, demostrando que la funcién de las UCP3 podria no ser la misma
que la UCP1 (Bézaire et al. 2001; Tiraby et al. 2007).

El aumento del metabolismo y la pérdida de peso en ratones que expresan positivamente la
proteina UCP3 fueron causados por la exportacion de acidos grasos de la matriz
mitocondrial para prevenir la acumulacion de acidos grasos en las mitocondrias, tanto en
los tejidos adiposos como en los musculos, durante la alimentacion con alto contenido de

grasa (Costford et al. 2008; Rousset et al. 2004) esto ultimo se comprobo en ratones que
6



carecian de UCP3 los cuales fueron alimentados con dietas ricas en grasas observandose
que almacenaban niveles méas altos de grasa (Costford et al. 2006). Por ende, aumentar el
desacoplamiento en el musculo esquelético podria ser un tratamiento efectivo contra la
obesidad (Cadenas et al. 2002).

2.5  Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion son proteinas que tienen una arquitectura marcada por
dominios que se unen a secuencias especificas de ADN, en conjunto a numerosas cascadas
de sefializacion pueden activar o reprimir genes dianas (Impey et al. 2004). Uno de los
factores de transcripcion de la regulacion de la expresion de las proteinas desacoplantes
(UCP) son los receptores activados por proliferadores de peroxisomas, conocidos por sus
siglas PPARs.

Los PPARs son una familia de receptores nucleares que actan formando un heterodimero
con el receptor del acido 9-cis retinoico (RXR) y participan controlando la expresion de
genes diana implicados en la regulacion del metabolismo lipidico regulando el cambio
metabolico entre el almacenamiento y la movilizacion de lipidos luego de ser activados por
ligandos, ya sean de origen natural o artificial (Adeghate et al. 2011; Kersten 2014). La
formacion de este heterodimero es fundamental ya que éste se une a la region reguladora
de varios genes que sumado a sus ligandos respectivos inician la regulacién de la
transcripcion. Dentro de los ligandos naturales se incluyen diversos &cidos grasos,
preferentemente los &acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (Hosteller et al. 2006);
principalmente los acidos grasos que tienen 18 y 20 carbonos en su estructura (Dong et al.
2015).

Los PPARs también pueden inhibir la activacion del factor de transcripcién
proinflamatorio NF-kb, reducir la expresion de genes inflamatorios y por tanto producir
una disminucion de la produccion de citoquinas proinflamatorias (Buckley et al. 2014;
Liao et al. 2012). Su clasificacion depende de su localizacién y el papel que cumplen en
ésta; como por ejemplo, el PPARa se expresa en corazon, musculo esquelético, higado,
rifidn y grasa parda, se menciona que actla en la absorcion de acidos grasos y catabolismo

de grasa hepatica ayudando a reducir la adiposidad y peso corporal (Jeong y Yoon 2009).



El PPARP/d también desempefia un papel en el control de la oxidacion de acidos grasos en
tejido adiposo y musculo esquelético y el PPARYy participa en el almacenamiento de lipidos
y adipogeénesis en el tejido adiposo (Kersten 2014). EI PPARa juega un rol importante en
la expresion del gen UCP3 en respuesta a los acidos grasos circulantes, pero el PPARS ha
sido demostrado que influye mas en la induccion del gen UCP3 en respuesta a un
tratamiento de fibratos; esta regulacion dual por parte del PPAR o y 6 muestra que son los
mayores reguladores de la expresion del gen UCP3 en musculo esquelético y en corazon
ya que pueden mediar la respuesta transcripcional de este gen por acidos grasos o por

drogas sintéticas ( Villarroya et al. 2007).

2.6 Dieta obesogénica

Las dietas con alto contenido de energia han sido ampliamente utilizadas para generar las
condiciones que provocan sobrepeso u obesidad (Hariri y Thibault 2010). Se ha utilizado
una amplia variedad de dietas de alta energia, en las cuales el alto contenido de lipidos o
grasa en la dieta indica que es un factor critico para la acumulacion de grasa en modelos de
animales, como los roedores que son muy utiles para estudios de obesidad (Buettner et al.
2007).

El consumo de una dieta alta en grasa provoca la acumulacion de triglicéridos en los
musculos esqueléticos, a pesar de su mayor capacidad oxidativa mitocondrial (Gémez-
Pérez et al. 2008). Ademas, la acumulacién de grasas en los muasculos esqueléticos por esta
dieta se correlaciona méas fuertemente con la sensibilidad a la insulina en ratas, que la grasa
abdominal (Lim et al. 2009), esto ocurre debido al aumento de citoquinas inflamatorias que
interfieren con la ruta de sefializacion de la insulina. Asi como también, Rizk (2010)
menciona que al producirse niveles circulantes elevados de acidos grasos se muestra una

regulacién positiva de ARNm de la UCP3 en el muasculo esquelético de roedores.

2.7 Acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)

Son &cidos grasos que tienen dos 0 mas dobles enlaces en su cadena carbonada, presentan
2 tipos de series: serie ®-3, siendo el acido a linolénico (ALA) el mas representativo y la
serie -6 con el &cido linoleico (AL). Los PUFAs son &cidos grasos esenciales para el ser
humano y juegan un rol esencial en la salud de las personas ya que confieren efectos
protectores por ejemplo en pacientes con enfermedades cardiovasculares (Abel et al.
2014). Estos acidos no pueden ser sintetizados en el cuerpo humano y tienen que ser
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absorbidos desde fuentes dietarias como pescado, aceite de pescado o fuentes vegetales de
acido a- linolénico (Galano et al. 2015).

2.71 PUFAs -3

Hay 2 tipos de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) ®-3 conocidos como PUFA ®-3 de
cadena corta como ALA (4cido alfa linolénico C18: 3n-3) o PUFA ®-3 de cadena larga
como EPA (4cido eicosapentaenoico, C20:5n-3) y DHA (Acido docosahexaenoico,
C22:6n-3). Los acidos grasos de cadena corta se presentan en aceites vegetales como la
linaza y soya; mientras que los de cadena larga, en productos marinos, como el aceite de
pescado (Chen et al. 2017). Los efectos benéficos de los PUFAs ®-3 parecen ser
producidos por la activacion de PPARs, cabe mencionar que el ALA y EPA pueden ser
activadores eficientes de PPARa y participar como reguladores tanto en la absorcion de

acidos grasos como en el catabolismo de las grasas (Dong et al. 2015; Kersten 2014).

Los &cidos grasos poliinsaturados de la serie omega 3 tienen un efecto positivo sobre el
sistema antioxidante en roedores basados en modelos de estrés oxidativo asi como en
estado normal (Zararsiz et al. 2006). Por otro lado, reportes mencionan que los PUFAS -
3, EPA y DHA participan en la inhibicion de la activacion del factor nuclear kB (NFkB),
que es un factor de transcripcion proinflamatorio (Calder 2015). Ademas, el DHA puede
modular positivamente la expresion génica antiinflamatoria activando el receptor activado

por el proliferador de peroxisomas y (PPARy) (Heras-Sandoval et al. 2016).

Larter et al. (2008) han demostrado que los PUFAs de la serie omega 3 modulan la
expresion de varios genes que estan relacionados con el metabolismo lipidico; como por
ejemplo, pueden suprimir las vias de sintesis de lipidos en el higado por medio de los
niveles de ARNm del factor de transcripcion pro lipogénico, la proteina-1 de union al
elemento de respuesta de esterol (SREBP-1) (Davidson 2006; Xu et al. 2002); también, se
ha demostrado, en ratas que recibieron una dieta alta en grasas, que los PUFASs suprimen la
expresion de algunos genes de moléculas inflamatorias como la IL-6, IL-1 y TNF- o a
través de la activacion de PPARs (Todoric et al. 2006; Xu et al. 2014).

Estudios previos han demostrado que la administracion de PUFAs ®-3 reduce la incidencia
de eventos adversos cardiovasculares a través de efectos benéficos antihiperlipidémicos,

antiinflamatorios, antioxidativos, antiarritmicos y efectos anticoagulantes (Mori et al.
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2014; Wu et al. 2012). De Andrade et al. (2017) determinaron en roedores que la
suplementacion de PUFAs »-3 a pesar de una dieta alta en grasa mejoro la sensibilidad de

la insulina, disminuyo la adiposidad visceral y el perfil neuroinflamatorio.

2.7.2 Aceite de linaza

La linaza (Linum usitatissimum) es considerada como alimento funcional debido a la
presencia de tres principales componentes bioactivos: &cido alfa-linolénico (ALA),
lignanos y fibra dietética (Dubois et al. 2007). El 4cido alfa linolénico (ALA) se encuentra
en un mayor porcentaje (39 a 60.42%), comparado con los demas acidos (palmitico,
estearico, oleico y linoleico) (Pu et al. 2010). Asi mismo, tiene mayor biodisponibilidad en
el aceite que en la semilla de linaza molida (Austria et al. 2008).

El aceite de linaza es bajo en acidos grasos saturados (9%), moderado en &cidos
monoinsaturados (18%) y rico en &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS) (73%) (Dubois et
al. 2007). Se ha informado que la conversion de ALA a EPA y DHA no es muy eficiente
en humanos y animales, y existe competencia entre el ALA y AL por las mismas enzimas

elongasas y desaturasas (Domenichiello et al. 2015).

Vijaimohan et al. (2006) mencionan que el aceite de linaza rico en ALA tiene efectos
beneficiosos en el metabolismo del colesterol en ratas alimentadas con una dieta alta en
grasas y efectos hipolipidémicos, asi como efectos antioxidantes sobre el aumento de peso
corporal y peso del higado (Prozorovskaia et al. 2003). Esta claro que los lignanos, las
fibras y las proteinas vegetales presentes en la linaza tendrian también un papel importante
en la reduccion del colesterol sérico en modelos animales y humanos (Wiesenfeld et al.
2003).

El aceite de linaza produce una mayor secrecién de colesterol en la bilis, lo que lleva a una
reduccion del colesterol intrahepético y, por lo tanto, a un aumento en la sintesis y el
recambio del colesterol (Morise et al. 2004). A su vez, reduce la acumulacion de lipidos
hepéticos estimulando la B-oxidacion y suprimiendo la sintesis de &cidos grasos (Murase et
al. 2005). Investigaciones reportan que el tratamiento con aceite de linaza ocasiona una
concentracion disminuida de acidos grasos libres y fosfolipidos, 1o que podria deberse a un

efecto inhibitorio de éste sobre las enzimas lipogénicas (Hansen et al. 2002).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1  Lugary duracion del experimento

La evaluacion se realizd en el bioterio del laboratorio de Evaluacion Nutricional de
alimentos (LENA) del Departamento Académico de Nutricion de la Universidad Nacional
Agraria La Molina. La parte experimental tuvo una duracion de 94 dias distribuidos de la

siguiente manera:

e 5 dias de acondicionamiento

e Periodo I: Este periodo tuvo una duracién de 30 dias. Se le asign6 una dieta
obesogénica.

e Periodo II: Este periodo tuvo una duracién de 59 dias. Se le asigno la misma

dieta obesogénica modificada y se le suplementd aceite de linaza a su dieta.

3.2  Material biologico

Se trabajé con 24 ratas adultos machos de la linea Holtzman, de aproximadamente 51-54
dias de edad, con un peso promedio de 230 gramos procedentes del bioterio de la
UNALM.

3.3 Instalacionesy equipo

Durante la parte experimental se utilizaron jaulas individuales, implementadas cada una
con su comedero y bebedero y una bandeja individual para recoger sus excretas. Con 12
horas luz y 12 horas oscuridad; el agua suministrada fue agua de mesa tratada y se le

brindé ad libitum, la temperatura del ambiente fue de 23-25°C.

34 Alimentacién

En el primer periodo, se les suministré diariamente 20 gramos de un mismo alimento

obesogénico a cada una de las 24 ratas. En el segundo periodo, a las 12 ratas del grupo



control se le brindd 20 gramos por dia de la misma dieta obesogénica y a las 12 ratas del
grupo tratamiento con aceite de linaza también 20 gramos por dia, pero de un alimento
modificado; es decir, al alimento obesogénico se le disminuy6 la cantidad en gramos de
manteca con el fin de poder obtener una dieta isocalérica, ya que se le estd suplementando

a las ratas una dosis de aceite de linaza (1 ml/kg de peso vivo) via oral.

35 Periodos

Periodo I: Se les suministrd una dieta obesogénica hipercaldrica que fue formulada con un
85% w/w del alimento base (Cuadro 1) brindado por el Programa de Investigacion y
Proyeccion Social en Alimentos de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM)
y un 15% w/w de manteca vegetal de la marca Tropical, dando un porcentaje total de
20.00% de extracto etéreo que es similar a la dieta hipercaldrica que utilizaron Miotto et al.
(2017) para inducir obesidad. Este alimento se mezcl6 homogéneamente con una
mezcladora HOBART®, y el alimento obtenido se conservé en un ambiente fresco. Se
proporciond este alimento a todos los animales para lograr inducirlos a obesidad durante
30 dias.

Periodo 11: Cuando los animales estuvieron obesos luego del primer mes, se dividieron en
2 grupos; a un grupo se les dio alimento obesogénico y al otro grupo, el mismo alimento
modificado mas 1ml/kg p.v de aceite de linaza comercial extra virgen de la marca Gatti via

oral.

e T1: Dieta obesogénica
e T2: Dieta obesogénica modificada + 1 ml/kg de aceite de linaza (Vijaimohan et
al. 2006)
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Cuadro 1: Composicién nutricional del alimento base para ratas

Componente Contenido
Energia Metabolizable, Kcal/Kg 2900
Proteina Digestible min., % 17.00
Grasa max., % 6.00
Fibra méx., % 4.00
Humedad max., % 14.00
Lisina Digestible min., % 0.92
Met+Cis Digestible min., % 0.98
Fosforo Disponible min., % 0.37
Calcio min., % 0.63

FUENTE: Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos-UNALM; compuesto por harina de
maiz, torta de soya 48, harina integral extruida de soya, subproductos de trigo, aceite de palma, carbonato
de calcio, fosfato dicalcico, cloruro de colina 60%, cloruro de sodio, aminoacidos sintéticos, pre mezcla Vit-
Min., antioxidantes y antifingicos.

3.6 Parametros de evaluacion
3.6.1 Peso de animales

Para ambos periodos, todos los animales fueron pesados el primer dia de recepcion y luego
semanalmente a las 9 a.m., con una balanza digital SOEHNLE® de capacidad méaxima de

5000 gramos.

3.6.2 Medidas morfoldgicas

Para determinar si una rata estuvo obesa se midieron las variables mediante el indice de

Lee (Suarez-Roman et al. 2013), el cual se halla por la 3,/peso corporal (g) / longitud

desde el hocico hasta el ano (cm), donde:

e Valor menor a 0.3= normal

e Valor mayor a 0.3= obesidad

Al término de los 30 dias (Periodo 1) se evaluaron las medidas del indice de Lee de las 24

ratas y el resultado fue superior a 0.3; por lo tanto, todas las ratas estaban obesas.
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3.6.3 Perfil lipidico sanguineo

Para la determinacion del perfil lipidico se utilizé el kit Mission Cholesterol Meter®, al
inicio y al final de cada periodo. Se realizé rdpidamente un piquete en la cola de la rata y
con un capilar de transferencia se recolectd una gota de sangre, la cual se coloco en el
dispositivo de control y luego fueron leidos inmediatamente al pasar unos 20 segundos

aproximadamente, al final se anotaron los resultados. El kit determiné 3 pruebas en 1:

e Determinacion de colesterol total
e Determinacién de c-HDL

e Determinacion de triglicéridos

3.7  Protocolo de anestesia y eutanasia

Las ratas estuvieron en ayuno nocturno por 12 horas, éstas fueron alojadas individualmente
en sus jaulas pero en un ambiente distinto al de la eutanasia. Para la anestesia se utilizaron
agujas hipodérmicas 25G de 0.5 de didametro x 16 mm y los farmacos ketamina, xilacina y
pentobarbital. Las dosis de ketamina y xilacina fueron 40-90 mg/kg y 10-15 mg/kg p.v
respectivamente y fueron administrados por via intraperitoneal (IP), luego se procedié a
realizar la eutanasia propiamente dicha con una sobredosis de pentobarbital via
intracardiaca (IC) con una dosis de 180 mg/kg p.v (dosis triplicada) considerando una dosis
de anestesia de 40-60 mg/kg para un plano anestésico (Flecknell 2015). Posteriormente, se
procedio a retirar los masculos gastrocnemios. Las muestras se guardaron en un tanque de
nitrogeno liquido a -80°C hasta el momento en que se realizo el procedimiento molecular
(Sbraccia et al. 2002). Cabe mencionar que se cumplieron y siguieron los pasos del
protocolo de anestesia-eutanasia y todo el experimento fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM).

3.8 Procedimiento molecular
3.8.1 Aislamiento de ARN

El aislamiento de ARN del musculo se realizd mediante el método de extraccion por Trizol
Invitrogen, siguiendo las instrucciones de THERMO FISHER SCIENTIFIC®. Las
muestras de muasculos fueron homogenizadas en presencia de TRIZOL (1 ml/50-100 mg de

tejido), centrifugadas e incubadas en cloroformo. Se separaron 3 fases; la fase acuosa
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incolora (parte superior), interfase y fase organica rojo fenol-cloroformo (parte inferior), se
transfirio la fase acuosa que contiene el ARN a un nuevo tubo. Luego se afiadio 0.5 ml de
isopropanol se incubo y centrifugd por 10 minutos para precipitar el ARN, se re-suspendio
el sedimento en 1 ml de etanol al 75%, se centrifugd nuevamente y elimino el
sobrenadante. Por ultimo, se re-suspendio el nuevo sedimento en 20-50 ul de agua libre de
RNasa y se incubo en bafio maria durante 15 minutos. EI ARN se guard6 en congelacion a

-20°C para posteriormente evaluar su cantidad y calidad 6ptima.

3.8.2 Cuantificacién de ARN

La cuantificacion se realiz6 en un espectrofotometro Nanodrop one de la marca THERMO
FISHER SCIENTIFIC® utilizando solo 2 pl de muestra. Se realiz6 la lectura de densidad
Optica a 260 y 280 nm de absorbancia para determinar la pureza de ARN, donde la relacion
A260/280 debe ser mayor al rango 1.8-2.0 y los ratios A260/230 deben estar en rangos de
1.8 a 2 para detectar suciedad de la muestra. Los datos de ARN estuvieron dentro de los
rangos permitidos para el uso del método de amplificacion (Diaz-Alonso et al. 2013).

3.8.3 Electroforesis

Se preparO gel de agarosa a una concentracion del 2% tefiido con bromuro de etidio y
buffer TBE 10 X para la cdmara de electroforesis. Se mezclé 3 pl de la muestra y 3 pl azul
de bromofenol, las muestras de ARN 6ptimas mostraron bandas nitidas (Rizk 2010).

3.8.4 Limpieza de trazas de ADN

Se utiliz6 el kit TURBO DNA libre de la marca THERMO FISHER SCIENTIFIC® el cual
contiene reactivos para la digestion completa de ADN como la DNasa, que cataliza todas
las trazas de ADN para asegurarnos de tener solamente ARN. También contiene el buffer
TURBO DNasa, el reactivo de inactivacion DNasa y agua libre de nucleasas. Se mezcl6 el
buffer TURBO DNasa y 1 ul TURBO DNasa con el ARN para obtener hasta 10 pg de
ARN en una reaccion de 50 ul, que equivale a 200 ng/ul 6 200 pg/ 1 ml (que es la minima
concentracion para el tratamiento de rutina con DNasa), esta condicion elimind hasta 2 pg
de ADN genomico de ARN total. Para verificar que no haya quedado trazas de ADN se

realizd nuevamente una cuantificacion en el espectrofotometro y un PCR control.

15



3.8.5 Retrotranscripcion reversa

Consiste en la generacion de una cadena ADN complementario (ADNCc) a partir de una
muestra de ARN de cadena simple, mediante la accion de la enzima transcriptasa reversa,
para ello se utilizé un kit denominado High Capacity cDNA Reverse Transcription con
inhibidor de RNasa THERMO FISHER SCIENTIFIC®. Primero se prepard el master mix
compuesto por buffer RT 10 X con 2 ul, los primers Random RT 10 X con 2 pl, los mix de
dNTP 25 X con 0.8 Ul, la enzima transcriptasa reversa MultiScribe con 1 Ul, inhibidor
RNasa con 1 pl y agua libre de nucleasas con 3.2 ul. El equipo empleado fue el
termociclador modelo Quant Studio 5 Applied Biosystems THERMO FISHER
SCIENTIFIC®. Para sintetizar la cadena simple de ADNCc se sac6 10 pl del master mix y se
mezcld con 10 pl de la muestra de ARN (50 ng/ul) y luego fueron llevados al

termociclador. Las condiciones de retrotranscripcion se describen en el Cuadro 2.

Cuadro 2: Condiciones del termociclador para la retrotranscripcion

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso4
Temperatura 25 37 85 4
Tiempo 10 min 120 min 5 min infinito

3.8.6 PCR cuantitativa de transcripcion reversa (RT-qPCR)

La RT-gPCR es un método muy popular para la comparacién de los niveles de expresion
génica entre muestras bioldgicas. Esta técnica estd basada en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), pero que a medida que ocurre, combina amplificacién y al mismo
tiempo cuantifica moléculas especificas de ADN. En primer lugar, los transcritos de ARN
se cuantifican por transcripcion reversa en una cadena de ADN complementaria (ADNCc).

Este método se realiza mediante técnicas de fluorescencia, la sefial es generada por
fluordforos especificos de ADN bicatenario (Biassoni y Raso 2014) en esta investigacion
se utilizd un compuesto organico denominado SYBR-Green muy utilizado en biologia
molecular, la sefial fluorescente que se visualiza es proporcional a la cantidad de producto
de PCR obtenido. Es decir, permite detectar a tiempo real en que momento cada reaccion
de PCR alcanza su fase exponencial de amplificacion, la cual se correlaciona con la
cantidad de copias de ADN que inicialmente habia en la muestra. La reaccion de PCR tuvo

lugar en el termociclador Quant Studio y se utiliz el PowerUp SYBR Green Master Mix
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Applied Biosystems que contiene: el PowerUp SYBR Green master mix, los cebadores o

primers forward y reverse y agua libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacion para

el PCR se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3: Condiciones de amplificacion en PCR en tiempo real

Paso Ciclos Modo de Temperatura Tiempo
Anélisis
Pre incubacion  Desnaturalizacion i 95°C 2 min
inicial
Amplificacion  Desnaturalizacion 40 Cuantificacion 95°C 15s
PCR Hibridacién 58°C 15s
Extension 72°C 1 min
Curvas de Desnaturalizacion 1 Curvas de 95°C 15s
Melting apareamiento Melting 60°C 1 min
Extension 95°C 15s

3.8.7 Cebadores utilizados

Se utilizaron 2 genes de referencia 18S y Beta actina para determinar cual es el mejor para

compararlo con el gen UCP3. Las secuencias de los cebadores, el tamafio del producto y la

temperatura (T°) de Melting se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4: Secuencias, tamafio del producto y T° de melting de los genes

Gen Secuencias Tamarnio del Temperatura
producto Melting
18S 5’GGAGAGGGAGCCTGAGAAAC3’ 128 pb 57-60°C
3’CAATTACAGGGCCTCGAAAGS’
B actina 5’ATGGATGACGATATCGCTGC3’ 150 pb 58°C
3’CTTCTGACCCATACCCACCA
UCP3 5’ATGCATGCCTACAGAACCAT?’ 312 pb 58°C

3’CTGGGCCACCATCCTCAGCAS’
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3.8.8 Cuantificacion relativa

Los cambios en la expresion génica de una muestra se miden en base a un estandar o una
muestra referencia, también conocido como calibrador y los resultados se expresan como
una relacion objetivo/ referencia (Wong y Medrano 2005). Para la cuantificacion relativa
de la expresion del gen de interés, en la presente investigacion, el gen UCP3, se requirio
otro gen cuya expresioén no variara con el tratamiento brindado y se utiliz6 un gen de

referencia 18S. Para ello se realizo la cuantificacion a través de la formula 2-4 A,

El término Ct (cycle threshold) es el punto en el cual la fluorescencia de la reaccion
sobrepasa la fluorescencia basal; es decir, Ct es el niUmero de ciclos necesarios para que la
cantidad necesaria de ADN amplificada alcance un valor umbral y se puede determinar de

forma matematica (Biassoni y Raso 2014).

El ACt se calculé por la diferencia del Ct del gen de interés y el Ct del gen enddgeno
normalizador en este caso [ACt=Ct (gen UCP3) — Ct (gen 18S)], corrigiéndose asi
cualquier error en la preparacion de las muestras. EI AACt corresponde al ACt de cada
muestra tratamiento menos el ACt de la muestra control y finalmente se obtuvo el valor RQ
que es 244Ct (Livak y Schmittgen 2001). Por tanto los valores de RQ representan la

expresion génica de uno comparado al otro.

3.8.9 Curvas de estandarizaciéon

Se midio la pendiente, el R y la eficiencia de los 3 genes, de los cuales el gen Beta actina
tuvo una eficiencia de 128% que sobrepasa el rango 6ptimo (90-110) (Figura 1). El gen
18S, una eficiencia de 100.4%, y por tanto se utiliz6 éste ultimo como gen de referencia y
el gen UCP3 como gen objetivo con una eficiencia de 107.36% como se puede observar en
el Cuadro 5.

Cuadro 5. Datos de estandarizacion de genes UCP3, B actina y 18S

GEN Pendiente R? Eficiencia%
UCP3 -3.157 0.98 107.36
BETA ACTINA -2.794 0.86 128
18S -3.311 0.99 100.4
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Figura 1. Curva Estandar de genes. (a) Gen Beta actina, (b) Gen UCP3, (c) Gen 18S

3.9  Expresion génica

Es el proceso mediante el cual las células convierten la secuencia de ADN de un gen a una
secuencia de ARNm de un transcrito y luego decodifican la secuencia de ARNm en una
secuencia de aminoacidos de un polipéptido (Hartwell et al. 2011). La expresion del

ARNM de la proteina desacoplante 3 (UCP3) fue analizada mediante RT-gPCR.

3.10 AnAlisis estadistico

Los datos son expresados como la media +/- error estandar de la media (SEM). Las
diferencias entre grupos fueron analizados con el Test de Student, para muestras
dependientes e independientes que siguen la distribucion normal, U de Mann Whitney para
muestras independientes que no siguen la distribucion normal y Wilcoxon para muestras
dependientes que no siguen la distribucion normal. Para determinar la diferencia de medias
de los niveles séricos de c-HDL vy triglicéridos se utilizd el paquete estadistico SPSS 25.0.
Para la expresion génica, se analiz6 con el Test de Student, pero con el paquete estadistico
GraphPad Prism 7.03.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Consumo de alimento y peso corporal

El consumo de alimento promedio fue de 17.79+0.38 gramos para las ratas control y
18.48+0.29 gramos para las ratas que recibieron el tratamiento (aceite de linaza), en el cual
no hubo diferencia significativa (p > 0.05) (Cuadro 6). Estos resultados fueron similares a
la investigacion de Khan y Makki (2017) en la cual no hubo diferencia significativa en el
consumo de alimento entre el grupo de ratas suplementadas con aceite de linaza sobre el
grupo control de ratas hiperlipidémicas. Este pequefio incremento en el consumo en el
grupo tratamiento podria deberse a la suplementacion con aceite de linaza, el cual hace

mas palatable su alimento.

El peso promedio del grupo control fue de 407.42+8.92 gramos y el peso promedio del
grupo tratamiento con aceite de linaza fue de 453.08+3.91 gramos, éste Gltimo mostr6 un
incremento significativamente mayor (p < 0.05) (Cuadro 6). ElI aumento significativo de
peso en las ratas que recibieron el aceite de linaza podria deberse al mayor consumo de
alimento por su alta palatabilidad y al tiempo de suplementaciéon, un tiempo mas
prolongado podria revertir el peso ganado; asi mismo, investigaciones anteriores
concuerdan con estos resultados, Buckley y Howe (2010) mencionan que el aceite de
linaza, no tuvo un efecto positivo sobre la reduccion del peso en el grupo de ratas tratadas.
A su vez, LeMieux et al. (2015) y De Andrade et al. (2017), también demostraron que una
dieta alta en grasa suplementada con omega 3 no redujo el peso corporal en ratones

alimentados con la misma dieta.

Por otro lado, estudios en humanos mencionan que los PUFAs omega 3 no se relacionan
con cambios en el peso corporal (Martinez-Victoria y Yago 2012); asi mismo, Nexticapa et
al. (2017) tampoco encontraron diferencias significativas en el peso corporal de nifios
obesos que fueron suplementados con omega 3. Sin embargo, algunos estudios si
mencionan que la administracion de PUFAs omega 3 en roedores alimentados con una

dieta alta en grasas disminuyeron significativamente el tamafio de los adipocitos y la



ganancia de peso corporal (Ruzickova et al. 2004; Vijaimohan et al. 2006; Khan y Makki
2017).

Cuadro 6. Consumo de alimento y peso corporal después de 59 dias

Parametros Control Dieta con Linaza
Consumo de alimento promedio(g/d) 17.79+0.38% 18.48+0.29%
Peso corporal (g) después de (59d) 407.42+8.92° 453.08+3.91°

Los valores representan el promedio + SEM de 12 ratas por tratamiento. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) y letras iguales indican diferencia no significativa.

4.2 Perfil lipidico sanguineo

El promedio de los niveles séricos de triglicéridos al iniciar la etapa de induccion a la
obesidad fue de 50.04+0.97 mg/dl y al finalizar fue de 132.63+6.83 mg/dl con un marcada
diferencia significativa (p < 0.05), al igual que en el peso corporal (p < 0.05), este aumento
considerado sumado a las medidas morfoldgicas determinadas por el indice de Lee

concluyeron que las ratas se encontraban obesas por la dieta obesogénica (Cuadro 7).

Cuadro 7: Peso y perfil lipidico después 30 dias de induccidn a la obesidad en ratas

Parametros Antes DO Después DO
Peso (g) 233.92+1.19° 359.13+5.16°
TRIG* (mg/dl) 50.04+0.97° 132.63+6.83?
c-HDL (mg/dl) 42.71+1.63? 41.54+1.50

Los valores representan el promedio + SEM de 24 ratas antes y después de la dieta obesogénica (DO). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) y letras iguales, diferencia no
significativa. c-HDL, colesterol-lipoproteina de alta densidad y TRIG, triglicéridos. * Se aplicé la prueba no
paramétrica de Wilcoxon. Significancia estadistica p < 0.05.

Es bien sabido que las dietas ricas en grasas aumentan la secrecion de citoguinas
inflamatorias (Bays et al. 2004), estimulan la infiltracion de macréfagos provocando un
incremento de la concentracion de acidos grasos libres circulantes, lo cual es considerado
uno de los factores mas importantes para esta investigacion, ya que la condicion de inducir
a obesidad a las ratas determina un aumento en la concentracion de estos acidos grasos y

por tanto un incremento de la expresion de la UCP3 (Chou et al. 2001).

21



Los niveles sanguineos de c-HDL (mg/dl) al finalizar los 59 dias en el grupo control fueron
de 39.25+1.44 mg/dl y en el grupo tratamiento fueron de 40.58+2.11 mg/dl mostrando una
diferencia minima en promedio, sin embargo no mostraron diferencia significativa (p >
0.05) (Cuadro 8). Se demostro una tendencia al aumento en el promedio de c-HDL sérico,
por lo cual se presume que el aceite de linaza podria mejorar los niveles séricos de c-HDL
y que la tendencia aumente con un nimero mas alto de muestras 0 un tiempo mas
prolongado de experimentacion. Similar resultado se obtuvo en el trabajo de Khan y Makki
(2017) donde hubo un aumento de c-HDL, pero no significativo después de 12 semanas de
tratamiento en ratas con aceite de pescado, que es rico en ALA. Por otro lado, en nifios
obesos los niveles séricos de c-HDL no mostraron diferencias significativas cuando

suplementaron con PUFAs de la serie omega 3 (Nexticapa et al. 2017).

Con respecto al nivel de triglicéridos sanguineos se obtuvo una media de 71+4.88 mg/dl en
el grupo control y 62.17+4.18 mg/dl en el grupo tratamiento, observandose una ligera
disminucion no significativa para el grupo tratamiento (Cuadro 8). Similares resultados se
obtuvieron por Khan y Makki (2017), ya que encontraron una considerable reduccion,
aungue no significativa, de los niveles séricos de triglicéridos en ratas hiperlipidémicas
tratadas con aceite de linaza durante 12 semanas. Sin embargo, en otras investigaciones Xu
et al. (2014) demostraron que este aceite disminuyé significativamente los niveles de
triglicéridos en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas. A su vez, Akrami et al.
(2018) determinaron que la suplementacion con aceite de linaza disminuy6 los niveles
séricos de triglicéridos en pacientes con sindrome metabolico pero no fue significativo.
Posiblemente, se necesitaria un nimero mayor de tiempo de experimentacion para que la

suplementacidon con aceite de linaza pueda disminuir los niveles séricos de triglicéridos.

Los niveles de colesterol total fueron leidos, empero las unidades mostradas no fueron
consideradas en el estudio por estar debajo del rango de deteccién del equipo usado.

Cuadro 8. Perfil lipidico después de 59 dias de la suplementacion con aceite de linaza

(Iml/kg p.v) en ratas

Parametros Control Dieta con Linaza
c-HDL (mg/dl) 39.25+1.448 40.58+2.112
TRIG* (mg/dl) 71+4.88°2 62.17+4.182

Los valores representan el promedio = D.E de 12 ratas por tratamiento. Letras iguales indican diferencia no
significativa. c-HDL, colesterol-lipoproteina de alta densidad y TRIG, triglicéridos. * Se aplicé la prueba no
paramétrica U de Mann Whitney. Significancia estadistica p < 0.05.
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4.3  Cuantificacion relativa mediante el método comparativo de Ct

Se determin6 que el gen UCP3 con respecto al gen de referencia 18S se expresé 4 veces
mas en el grupo tratamiento (aceite de linaza) que en el grupo control como se muestra en
el Cuadro 9.

Cuadro 9. Expresion relativa del grupo tratamiento (aceite de linaza) y grupo control

Expresion relativa al gen de referencia 18s
Grupo tratamiento 8.33 veces
Grupo control 2.13 veces

4.4  Expresion relativa del ARNm UCP3

La expresion del gen UCP3 en el musculo esquelético de las ratas suplementadas con
aceite de linaza comparada con el grupo control tuvo un nivel de significancia de p < 0.05.
(Figura 2).
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Figura 2. Nivel de expresion relativa del gen UCP3 en los grupos control y tratamiento

En el aceite de linaza se observa una muy buena fuente de &cidos grasos poliinsaturados
(PUFAs) como el Acido o linolénico (ALA), el cual se encuentra en una mayor
proporcion. Se demostré que la suplementacion del aceite de linaza influy6 positivamente
en la expresion del gen UCP3 en musculo esquelético, considerando éste el sitio donde se
encuentra mayormente distribuida esta proteina mitocondrial, de ratas inducidas a

obesidad.

Este aumento significativo del ARNm UCP3 podria deberse a la activacion de PPAR por
los PUFAs de la serie omega 3 presentes en mayor concentracion en el aceite de linaza,

propiciando un aumento de la concentracion de acidos grasos circulantes y por ende una
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mayor activacion de PPARs, como por ejemplo Liu et al. (2014) mencionan que el PPARS
fue el PPAR maés abundante encontrado en musculo esquelético de ratas que recibieron una
dieta de PUFA ®»-3. En base a lo mencionado, podriamos inferir que la activacion de
PPARs tiene un efecto positivo sobre la region promotora del ADN del gen UCP3 que
regula su transcripcion y por ende su expresion. EI aumento de la expresion del gen UCP3
puede aumentar la tasa de oxidacion de &cidos grasos, haciendo que se pueda prevenir esa
acumulacién y ayudando a mantener la capacidad oxidativa de la grasa muscular. Un
estudio similar en cuanto a los PUFAs encontré que el EPA y DHA, que son los derivados
del ALA, regularon positivamente la expresion del ARNm UCP3 en células musculares
cultivadas (Mak-Soon et al. 2013). Otro estudio también encontrd una expresion
aumentada de ARNm UCP3 en masculos de ratas alimentadas con una dieta alta en grasas
durante 12 semanas (Pheiffer et al. 2016).

Si bien es cierto, el aceite de linaza no tuvo un efecto positivo en la reduccién del peso
corporal en las ratas tratadas, siendo una coincidencia en similares investigaciones, lo que
si se encontrd es una modificacion en la expresion del gen UCP3; la funcién principal de
estas proteinas ubicadas en mayor proporcion en el musculo no es la misma que las demés
proteinas desacoplantes, como por ejemplo la UCP1 o UCP2 que basicamente se encargan
de regular el metabolismo energético, por tanto, se podria inferir que la funcion principal
de la UCP3 estuvo mas enfocada en regular la oxidacion de acidos grasos para evitar la
acumulacion de éstos en el musculo. Ademas, los efectos antiinflamatorios y
antioxidativos de este aceite podrian disminuir los niveles de algunos factores
proinflamatorios y el estrés oxidativo que aumenta durante la obesidad; por otro lado, se
estaria demostrando que a nivel molecular ya ocurren cambios genéticos que podrian
contribuir a que un tiempo mas prolongado y con un nimero mayor de muestras se logre la

reduccion del peso corporal que es el objetivo de muchos de trabajos de experimentacion.
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V. CONCLUSIONES

La suplementacion con aceite de linaza a ratas alimentadas con una dieta

obesogénica modifico significativamente la expresion del ARNm de la UCPS3.

. Se observo una tendencia a la disminucion de triglicéridos séricos y un ligero

aumento en promedio del c-HDL, aunque no significativo.



VI. RECOMENDACIONES

. Analizar el efecto de diferentes dosis del aceite linaza sobre la expresion del
gen UCP3.

. Analizar el efecto de aceite de linaza sobre el PPARa y PPAR &.

. Comparar los efectos de otros aceites similares al aceite de linaza sobre la
expresion del gen UCP3.
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