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Resumen

Evaluacion de laingesta de proteina de amaranto en pez cebra (Danio rerio)
en modelos de obesidad sanay no sanainducidos por dieta

La obesidad es una pandemia de relevancia mundial que conlleva riesgos de
desarrollar diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, los
procesos fisioldgicos involucrados en la obesidad no se conocen en su totalidad por
lo que se siguen realizando numerosos estudios. El objetivo del presente trabajo fue
analizar los efectos de la administracién de proteina de amaranto en pez cebra, en
modelos de obesidad metabdlicamente sana (OS) y no sana (ONS) inducidos por
dieta. Se formaron grupos de peces cebra en condiciones control, OS y ONS, asi
como con suplemento de amaranto. El grupo control (C) se alimenté con 5 mg
cistos/pez; el grupo OS recibid una dieta de 60 mg cistos/pez y la dieta del grupo
ONS consistié en 5 mg cistos/pez + 30 mg yema de huevo. La proteina de amaranto
(A) fue administrada ad libitum en los grupos C+A, OS+A y ONS+A antes de dar la
dieta correspondiente a su grupo. Durante las 8 semanas de tratamiento, diferentes
parametros fueron analizados, incluyendo el indice de masa corporal (IMC), lipidos
en sangre, indice hepatosomatico (IHS) e histopatologia hepética y de grasa
visceral. Los resultados demostraron la induccién de OS y ONS en peces cebra
observada por el incremento del IMC y el IHS, asi como la acumulacién de tejido
graso visceral y esteatosis hepatica. La administracion de proteina de amaranto
inhibié el crecimiento en el grupo con dieta normal (C+A) y causé mayor crecimiento
en los grupos con dieta hipercalorica (OS+A y ONS+A). Adicionalmente, disminuyo
el desarrollo de esteatosis hepdatica tras la administracion de amaranto. Estas
evidencias demuestran la capacidad nutracéutica del amaranto y confirman que el
cambio de dieta es otro factor importante en la mejora de la salud. Sin embargo, es
necesario realizar estudios a nivel molecular para analizar los cambios ejercidos por
el consumo de amaranto tales como el estado inflamatorio y hormonas relacionadas
con obesidad.

Palabras clave: Amaranto, Nutracéutico, Obesidad sana, Obesidad no sana, Pez
cebra.
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Abstract

Evaluation of amaranth protein intake in zebrafish (Danio rerio) in
diet-induced healthy and unhealthy obesity models

Obesity is a globally significant pandemic, which carries risks of developing diabetes
mellitus and cardiovascular diseases. However, the physiological processes
involved in obesity are not fully understood, which is why numerous studies continue
to be carried out. In this sense, zebrafish has emerged as a model for obesity
studies. On the other hand, there is evidence that amaranth protein consumption
can regulate the inflammatory state in obese mice as well as the levels of obesogenic
hormones. The objective of the present work was to analyze the effects of the
administration of amaranth protein in zebrafish in diet-induced metabolically healthy
obesity (MHO) and metabolic unhealthy obesity (MUO) models. Groups of zebrafish
were formed under control (C), MHO and MUO conditions, as well as with amaranth
(A) supplement. The C group was fed with 5 mg cysts/fish, the MHO group received
a diet of 60 mg cyst/fish, and the diet of MUO group consisted of 5 mg cyst + 30mg
egg yolk/fish. Amaranth protein was administered ad libitum in groups C+A, MHO+A,
and MUO+A before giving the corresponding diet to their group. During the eight
weeks of treatment, a variety of parameters were analyzed, including body mass
index (BMI), blood lipids, hepatosomatic index (IHS), and liver and visceral
histopathology. Present results demonstrated the induction of MHO and MUO in
zebrafish observed by the increase of BMI, HSI, and the accumulation of visceral
and liver fatty tissue. The administration of amaranth protein inhibited growth in the
group with normal diet (C+A) and caused greater growth in the groups with
hypercaloric diet (MHO+A and MUO+A). Additionally, the development of
hepatosteatosis decreased after the administration of amaranth protein. This
evidence demonstrates the nutraceutical capacity of amaranth and indicates that the
change of diet is an important factor for health improvement. However, it is
necessary to carry out studies at a molecular level to observe the changes exerted
by amaranth consumption, such as the inflammation state and changes of
obesogenic hormones.

Keywords: Amaranth, MHO, MUO, Nutraceutic, Obesity, Zebrafish.



I. INTRODUCCION

1.1 Laobesidad una problematica mundial

La obesidad es uno de los problemas actuales de Salud Publica mas importantes,
presentando una alta prevalencia en numerosos paises alrededor del mundo. En
las dltimas décadas los casos se han triplicado, segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS 2020) méas de 1900 millones de adultos presentan sobrepeso y mas
de 650 millones obesidad, representando el 39% y 13% de la poblacion mundial
respectivamente.

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial que implica factores
ambientales y de comportamiento, asi como factores genéticos y complejas
interacciones entre ambos (OMS 2000). Se caracteriza por una acumulacién
excesiva de tejido adiposo y en consecuencia un aumento desmedido de peso
corporal (Davila-Torres et al. 2015). Esta condicion ocurre cuando en los individuos
existe un desequilibrio entre las calorias ingeridas y el gasto energético del
organismo (OMS 2006).

La obesidad tiene numerosas implicaciones, pues se le ha asociado con
diversos trastornos que llevan al deterioro de la salud, resultando en el incremento
del riesgo de padecer diabetes mellitus (Folsom et al. 1996), enfermedades
cardiovasculares (Klein et al. 2004), higado graso no alcohdlico, enfermedades
metabdlicas, trastornos del aparato locomotor, complicaciones respiratorias y
cancer, entre otras enfermedades (Kopelman 2000). En la Ultima década, se ha
propuesto que, dependiendo de la distribucion de grasa corporal y el fenotipo del
tejido adiposo, las personas obesas podrian diferir en su susceptibilidad a
enfermedades relacionadas con la obesidad. Por ejemplo, la obesidad
metabolicamente no sana (ONS), en comparacion con el fenotipo de la obesidad
metabolicamente sana (OS), presenta resistencia a la insulina, hipertension,
dislipidemia, funcién hepatica alterada y una distribucion perjudicial del tejido
adiposo con mas grasa visceral, mayor tamafio de adipocitos y mas procesos

inflamatorios (lacobini et al. 2018).



La OMS (1995, 2020) implementd el valor de indice de Masa Corporal (IMC)
para categorizar y evaluar el peso corporal. El IMC se calcula como el peso en
kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado (IMC= kg/m?). Las cuatro
categorias propuestas del IMC son: desnutricion (<18.5 kg/m?), normopeso (18.5-
24.9 kg/m?), sobrepeso (25-29.9 kg/m?) y obesidad (=230 kg/m?). A nivel global, el
39% de la poblacion mundial padece de sobrepeso u obesidad, lo que ha
repercutido directamente en el promedio del IMC mundial (OMS 2020). En las
ltimas décadas (1975-2016) se ha reportado un incremento del IMC en adultos. En
mujeres el IMC promedio cambié de 22 a 25 kg/m?y en hombres de 21.7 a 24.5
kg/m? (Abarca-Gémez et al. 2017). Lo mas preocupante es que el porcentaje de
obesidad en nifios y adolescentes de entre 5 y 19 afios a nivel mundial ha

incrementado del 4% en los afios 70°s al 18% en la actualidad (OMS 2020).

1.2 Alimentos nutracéuticos y amaranto

Existen varios tratamientos para contrarrestar la obesidad, que van desde la
modificacion del estilo de vida, control de la dieta, ejercicio, terapia farmacologica o
psicolégica y cirugia (Wadden y Bray 2018). Sin embargo, una de las alternativas
para la pérdida y el mantenimiento de peso mas econdémica, y menos invasiva y
toxica, es el cambio de dieta que incluya la suplementacion de productos
nutracéuticos naturales (Swinburn et al. 2004). El término “nutracéutico” se define
como “un alimento que consumido en las cantidades requeridas de nutrientes
propician una mejora del estado de salud, incluyendo la prevencion y/o el
tratamiento de una enfermedad”.

Diversos estudios han demostrado el efecto nutracéutico de las plantas,
esencialmente de granos, pues son una fuente importante de proteinas alimenticias.
Estas proteinas no son solo una fuente de aminoacidos esenciales, sino también
son precursores de péptidos biolégicamente activos con diferentes funciones
fisiologicas (Kostyra 1996). Uno de los beneficios en la salud de las proteinas
presentes en semillas, es su mecanismo de accién contra la obesidad. Se ha

demostrado que tienen la capacidad de mantener y regular el peso corporal gracias



a su efecto de saciedad, limitando la ingesta diaria de alimentos repercutiendo en la
pérdida de peso (Lankisch et al. 1998; Duranti 2006).

El amaranto, Amaranthus spp., es denominado un pseudocereal debido a su
crecimiento y produccion de semillas como cereal; sin embargo, es una planta
dicotiledénea. El amaranto se ha cultivado desde la existencia de las civilizaciones
Mesoamericanas, y resurgido como alimento en los afios 70°s, pues la FAO y la
Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos, propusieron que, debido a su
alta calidad nutricional, el amaranto podria ser un grano con gran potencial para
explotacion comercial (FAO 1973; NAS 1984).

El cultivo del amaranto puede aprovecharse de manera eficiente puesto que
ofrece granos y hojas comestibles. Especificamente sus semillas poseen alto
contenido de proteinas (13-18%), mayor que los cereales, con una excelente
composiciébn de aminoacidos esenciales, siendo particularmente rica en lisina,
aminoacidos azufrados y otros aminoacidos esenciales segun los requerimientos
nutricionales en la dieta humana establecidos por la OMS y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO 1973; Bressani y
Garcia-Vela 1990; Valcércel-Yamani y Caetano 2012).

El amaranto se considera un alimento nutracéutico, pues se ha evidenciado
gue en sus proteinas se encuentran péptidos encriptados con diferentes funciones
biolégicas entre las que destaca el efecto cancer preventivo (Maldonado-Cervantes
et al. 2010). Las proteinas de las semillas de amaranto son una fuente rica de
péptidos antihipertensivos y antidiabéticos, los cuales funcionan inhibiendo la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) y la dipeptidil peptidasa IV (DPPIV),
enzimas que tienen un papel importante en la regulacién de la presién sanguinea y
la regulacién de glucosa en sangre, respectivamente (Barba de la Rosa et al. 2010;
Velarde-Salcedo et al. 2013). La administracién intragastrica de hidrolizados de las
fracciones albuminas y globulinas de las proteinas de reserva de la semilla de
amaranto, han sido efectivas en la disminucion de la presion sanguinea de roedores
hipertensos (Fritz et al. 2011). Adicionalmente, la adicion de proteina de amaranto
a la dieta hipercaldrica de ratas Wistar mejor0 la presion sanguinea y el perfil

lipidico, disminuyendo el nivel de colesterol en plasma e higado (Lado et al. 2015).



Por otro lado, la suplementacion de la dieta con semillas de amaranto en ratas
diabéticas Sprague-Dawley, disminuyé el nivel de glucosa en sangre e incrementé
el nivel de insulina sérica, lo que se relaciona con un efecto antidiabético (Kim et al.
2006; Velarde-Salcedo et al., 2017).

Entre las capacidades nutracéuticas del amaranto, se destaca su efecto
preventivo y tratamiento contra la obesidad, por lo cual multiples ensayos in vivo en
modelos animales de obesidad y en humanos se han empleado para evaluarlo
(Czerwinski et al. 2004; Escobedo-Moratilla et al. 2017). Ensayos previos de nuestro
grupo de investigacion han demostrado un efecto benéfico del consumo de proteina
de amaranto en el microbioma intestinal de ratones obesos (C57BL/6) (Olguin-
Calderon et al. 2019), asi como la recuperacion de la salud de ratones por el
decremento en los niveles de triglicéridos y modulacién hormonal (Lep y Res), y por
los niveles de inflamacion (Tnf-o)) (Escobedo-Moratilla et al. 2017). Adicionalmente,
se observé un efecto en pacientes diabéticos, registrando una reduccién en el peso
corporal e indice de masa corporal, asi como decremento en marcadores
relacionados con obesidad y riesgo cardiovascular (Gémez-Cardona et al. 2017).
Dichos reportes sugieren que el consumo de amaranto es un alimento prometedor

para el mejoramiento de la salud.

1.3 Modelos de estudio de obesidad

Existe una extensa variedad de reportes acerca de los mecanismos involucrados en
el desarrollo de la obesidad en humanos (Folsom et al. 1996; Caro et al. 1996;
Turnbaugh et al. 2009). Sin embargo, los modelos animales también han permitido
comprender los mecanismos involucrados en la obesidad y enfermedades
relacionadas con este padecimiento (Withers et al. 1998; Mynatt y Stephens 2003;
Liu et al. 2003; McQuade et al. 2004; Hibuse et al. 2005), pues son una herramienta
adecuada para estudiar no solo los factores genéticos asociados, sino también la
respuesta fisiolégica de una dieta hipercalorica (Speakman et al. 2007; Olguin-
Calderon et al. 2019).

Los modelos murinos se han empleado para identificar una diversidad de

genes implicados en la enfermedad. Por ejemplo, los receptores de peroxisoma-
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proliferador-activado (PPARs), factores de transcripcion pertenecientes a la
superfamilia de receptores nucleares que cumplen distintos papeles entre los que
destaca su papel en el metabolismo de lipidos. La activacion de PPAR®S en tejido
adiposo de ratones transgénicos (C57BL/6J), indujo la expresion de genes
requeridos para la oxidacion de &cidos grasos y el gasto energético, lo que resulto
en el mejoramiento del perfil lipidico y reduccion del tejido adiposo debido al
consumo de acidos grasos. Adicionalmente estos animales mostraron resistencia
tanto a dietas altas en grasa, como a la predisposicion genética de obesidad
(Leprdb/db). De manera paralela, los ratones knockout PPAR® con una dieta alta
en grasa, fueron propensos a la obesidad (Wang et al. 2003). Por otro lado, la
leptina, hormona de saciedad que tiene un papel en la homeostasis energética y
cuya secrecion se asocia a individuos obesos, fue sobre-expresada en higado de
ratones BDF transgénicos. Los ratones mostraron la desaparicion del tejido adiposo
e incremento del metabolismo de glucosa, acompafiado de la activacion de la
sefalizacion de insulina (Ogawa et al. 1999). Contrario a esto, ratones transgénicos
carentes de receptores de lectina (LRb) presentaron hiperfagia, obesidad y diabetes
(Bates et al. 2003).

Asi como se han inducido modelos de obesidad en murinos por mutacion
génica, también se han desarrollado modelos roedores de obesidad inducida por
dieta. La administracion de una dieta de alto contenido graso en ratones C57BL/6J,
resultd en el incremento del peso corporal y almacenamiento de grasa desde la
primera semana hasta las 18 semanas de alimentacion (Lin et al. 2000).

La mayoria de los estudios de caracterizacion funcional de genes
relacionados a la obesidad, asi como de la respuesta a dietas hipercaléricas, han
sido desarrollados en modelos murinos. Sin embargo, el desarrollo de dichos
experimentos es complejo, pues el fenotipo de obesidad puede diferir enormemente
segun la herencia genética, las funciones de los genes knock-out y los protocolos
de dieta utilizados en dichos organismos (Mynatt y Stephens 2003; Liu et al. 2003;
McQuade et al. 2004; Hibuse et al. 2005). Ademas, el trabajo de experimentacion
requiere de actividades relativamente complejas para su mantenimiento, sacrificio y

obtencion de muestras, incluyendo el requerimiento de infraestructura especializada



y un elevado costo. Es por tales motivos que se ha buscado complementar las
deficiencias de los modelos roedores, desarrollando y evaluando novedosos
modelos genéticos y de dieta. Lo que permitira estudiar las enfermedades humanas

de una manera mas simple, efectiva y accesible.

1.4 El pez cebra como modelo de estudio de obesidad

El pez cebra (Danio rerio) es un pequefio pez tropical de agua dulce perteneciente
al grupo de los teledsteos, el cual ha surgido como un modelo de investigacion in
vivo de diversas enfermedades humanas incluyendo la obesidad (Oka et al. 2010;
Santoriello y Zon, 2012).

Como modelo experimental posee multiples ventajas entre las que destacan
su similitud anatémica, fisiologica y genética con el humano (Hill 2020). El pez cebra
tiene érganos y tejidos comparables, entre los que se incluye al corazén, higado,
riflones, pancreas, timo y tejido hematopoyético (Menke et al. 2011). La
secuenciacion de su genoma ha demostrado que el 69% de los genes en pez cebra
poseen al menos un gen ortdlogo con el humano. Adicionalmente, el 81% de genes
humanos relacionados a enfermedades presentan un ortélogo en pez cebra (Howe
et al. 2013). El pez cebra posee facilidad de manipulacién experimental, pues se
puede trabajar con un numero incrementado de réplicas biolodgicas debido a su
tamafo pequefio, que a su vez reduce los costos de mantenimiento. Sin embargo,
se requiere de condiciones adecuadas para su mantenimiento con luz y temperatura
controlada, asi como un sistema de tanques con condiciones 6ptimas de calidad de
agua y alimentacion.

Se ha demostrado que el modelo de pez cebra es util en el estudio de
procesos metabolicos involucrados en la obesidad (Schlegel y Stainier, 2006). La
maquinaria encargada de la sintesis y transporte de lipidos esta presente y activa
en el pez cebra en forma similar a la de los humanos (Marza et al. 2005; Jones et
al. 2008). En larvas de pez cebra se han detectado genes involucrados en la
homeostasis energética y dianas terapéuticas potenciales para el tratamiento de la
obesidad (Jones et al. 2008). También se han detectado en peces adultos los
receptores PPARs (Ibabe et al. 2005). Estos receptores se encuentran involucrados



en el control de la homeostasis lipidica, la regulacion del inicio de la adipogénesis y
el desarrollo embrionario, especialmente del sistema nervioso central y la
maduracion de la epidermis (Braissant et al. 1998; Kersten et al. 2000).

Las sefales neurales y endocrinas involucradas en la ingesta de alimento
también estan conservadas entre el pez cebra y el humano (Santoriello y Zon 2012).
Los neuropéptidos y hormonas involucradas, tales como la proteina r-agouti (Song
et al. 2003), leptina (Gorissen et al. 2009) y adiponectina (Nishio et al. 2008) tienen
como funcién la estimulacion y regulacién del apetito, la termogénesis y el
metabolismo de acidos grasos. Por tal motivo, se han desarrollado modelos
genéticos e inducidos por dieta en pez cebra para el estudio de la obesidad. Estos
modelos incluyen lineas transgénicas que sobre-expresan genes obesogénicos o
mutantes generadas por mutagénesis dirigida. Cabe mencionar que la manipulacion
genética de vias que controlan el peso corporal en sistemas mamiferos también
causa obesidad en el pez cebra. Un modelo transgénico fue desarrollado por la
sobre-expresion de AgRP, exhibiendo incremento del peso corporal, acumulacién
adiposo visceral y triglicéridos totales (Song y Cone 2007). Otro modelo se generd
por la deplecién de miR-27b presentando hiperlipidemia, esteatosis hepatica e
incremento del tejido adiposo (Hsu et al. 2017). Adicionalmente, se han identificado
multiples lineas mutantes que revelan genes y vias relacionados al metabolismo de
lipidos y regulacion del tejido adiposo (Hugo y Schlegel 2017; Peng et al. 2017).
Dichos mutantes comparten el fenotipo, sin embargo, se deben a la disrupcién de
diversos procesos. Uno de ellos resulté de la mutacion del gen gfptl, ocasionando
esteatosis hepéatica e incremento del tejido adiposo en cuerpo completo (Hugo y
Schlegel 2017).

Los modelos de obesidad inducidos por dieta (OID) son limitados, su enfoque
comun se basa en la ingesta excesiva de grasas. Los peces cebra obesos se han
obtenido por la sobrealimentacién a partir de los 5 dias post-fertilizacion. Para
incrementar el tejido adiposo en larvas y juveniles se han administrado alimentos
como crema y yema de huevo (Schlegel and Stainier 2006; Tingaud-Sequeira et al.
2011) y en peces adultos alimentos enriquecidos con aceites vegetales (Meguro et
al. 2015; Vargas y Vazquez 2017).



Oka et al. (2010) desarrollaron un modelo OID en pez cebra que se obtuvo
por la aplicacion de una dieta de alto contenido caldrico, pues se ha demostrado
que este tipo de nutrientes poseen un bajo efecto de saciedad y su consumo
excesivo se asocia con riesgo a padecer obesidad (Gonzéalez et al. 2000). La dieta
consistié en nauplios de Artemia salina recién eclosionados, que se compone de
22% de grasa, 16% de carbohidratos y 44% de proteinas. Debido a que la energia
requerida por el pez leopardo, una cepa variante del pez cebra, es menor a 30
calorias (Pannevis y Earle 1994), se determind que la administracién de 5 mg de
artemia para un individuo sano era suficiente para aportar al menos 20 calorias bajo
una tasa de consumo del 80%. Por lo tanto, un suministro mayor a la energia
requerida por el pez tendria la capacidad de generar un estado de obesidad. Tras
la alimentacion con 60 mg de artemia por individuo con una tasa de consumo del
50% y aportando 150 calorias por periodo de alimentacion, se obtuvo una linea de
peces cebra OID. Tras la primera semana de dieta, se registré un incremento en el
indice de masa corporal (g/cm?®) tanto en machos como en hembras adultos,
manteniendo la tendencia hasta la octava semana.

Adicionalmente, el modelo revelé en ambos sexos un incremento en el
contenido de triglicéridos en plasma y esteatosis hepatica, que consiste en la
acumulacion simple de triglicéridos en hepatocitos, condicion asociada a
condiciones de sobrepeso y obesidad (Garcia-Monzon et al. 2000; Dixon et al.
2001). En los ensayos de perfiles de expresion génica en tejido adiposo de este
modelo, se registraron vias fisiopatoldgicas en comun con modelos roedores OID y
humanos en condiciones de obesidad (Surwit et al. 1995; Gonzéalez et al. 2000).
Ademas, se observo una desregulacién en la expresién de genes involucrados en
el flujo de colesterol y en el metabolismo de &cidos grasos y triglicéridos (Oka et al.
2010).

Un modelo alternativo para el estudio de enfermedades metabdlicas como la
obesidad, diabetes y hepatoesteatosis es el pez cebra OID obtenido tras la
alimentacion con dieta normal con grasas (artemia; 50.6% proteinas, 25.7%
carbohidratos, 14.2% lipidos) para la obtencion de peces metabdlicamente sanos

(OS) y una dieta alta en grasas (yema de huevo en polvo; 33.0 proteinas, 1.2%



carbohidratos, 62.5% lipidos) para obtener el modelo metabdlicamente no sano
(ONS). Los peces se caracterizan por presentar un incremento del peso corporal y
tejido adiposo, asi como alteraciones metabdlicas entre ellas hiperglicemia,
acumulacion ectopica de lipidos en higado y un fenotipo de tejido adiposo
metabdlicamente no sano con hipertrofia de adipocitos, el cual se acompafa de
cambios en la expresion de genes para el metabolismo de lipidos, inflamacién y
fibrosis (Landgraf et al. 2017).

1.5 Efecto de compuestos nutracéuticos en el modelo del pez cebra

Existe evidencia sobre el uso del modelo de pez cebra para evaluar el efecto de los
nutracéuticos. Por ejemplo, la exposicion a extracto de hojas de oliva
(Chimonanthus nitens) en larvas de pez cebra mostré un efecto antiinflamatorio por
la inhibicion del reclutamiento de neutrofilos, ademas redujo la expresion de mRNA
de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a y IL-1B (Sun et al. 2017). Por otro lado, la
exposicion a fucoxantina aislada de un alga parda (Ishige okamurae) indujo la
proteccion contra estrés oxidativo inducido por exposicion a glucosa, pues se redujo
la generacion de ROS, la peroxidacion de lipidos y la apoptosis celular (Kang et al.
2014). Ademas, tras la exposicibn a resveratrol, una fitoalexina encontrada
ampliamente en plantas, se indujo la metabolizacion de lipidos debido al consumo
de reserva de lipidos encontrados en el saco vitelino de larvas (Pardal et al. 2014)
y un efecto nefroprotector en embriones (Ding et al. 2015). Adicionalmente se ha
evaluado en el pez cebra OID el efecto preventivo de compuestos naturales contra
la obesidad. En dichos reportes se ha observado un decremento de los parametros
relacionados a la obesidad, pues tras la alimentacion en pez cebra OID con un
extracto de tomate Campari, se suprimid el incremento del peso corporal y
disminuyeron los niveles de triglicéridos en plasma y la condicion de esteatosis
hepatica (Tainaka et al. 2011). Registros similares se obtuvieron tras la alimentacién
con cascara de Yuzu (Citrus junos) con contenido de aceites esenciales y pulpa de
Yuzu (Hasumura et al. 2012). Tras la administracion de extracto de hojas de té verde

(Camellia sinensis) se registrd una disminucion en el volumen visceral, asi como la



expresion incrementada de genes involucrados en el catabolismo de lipidos en
higado (Zang et al. 2014).

En la literatura existe un reporte en el cual se evalué6 el efecto in vivo de la
proteina de amaranto en larvas pez cebra bajo condiciones normales de
alimentacion. Tras la exposicion temprana a la proteina hidrolizada de amaranto,
demostraron su capacidad reductiva de especies reactivas del oxigeno, por la
disminucién de la peroxidacion de lipidos (Vilcacundo et al. 2018). Sin embargo,
dichos autores no evaluaron el efecto de la administracion del amaranto en
individuos de edad mas avanzada o bajo condiciones de exposicion crénica. Para
corroborar el efecto nutracéutico del amaranto en el modelo, es necesaria una
diversidad mas amplia de estudios in vivo, por lo que dicho reporte carece de las
evidencias suficientes. Esto abre las puertas para el desarrollo de estudios
adicionales empleando el pez cebra, incluyendo modelos de obesidad para
identificar la variedad de efectos nutracéuticos que se le ha atribuido a la dieta de

amaranto, entre l0s que se encuentra la prevencion y tratamiento de la obesidad.
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2.1

II. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar los efectos de la administracion de una dieta a base de proteina de

amaranto en modelo de obesidad metabdlicamente sana y obesidad

metabolicamente no sana inducido por dieta en pez cebra.

2.2

Objetivos especificos

Obtener modelos de obesidad metabdlicamente sana y metabdlicamente no
sana en pez cebra mediante la administracion de dietas hipercaléricas
Analizar los cambios en el indice de masa corporal y el indice
hepatosoméatico en los modelos de obesidad de pez cebra tras la
suplementacién con proteina de amaranto.

Analizar el perfil de lipidos en sangre en los modelos de obesidad de pez
cebra tras la suplementacion con proteina de amaranto.

Identificar el desarrollo de esteatosis hepatica y acumulacién de grasa
visceral en modelo de obesidad de pez cebra tras la suplementacion con

proteina de amaranto.

11



IILMATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacion de alimento

La proteina de amaranto liofilizada, previamente obtenida por nuestro grupo de
trabajo, fue preparada como alimento para peces segun el protocolo de Tainaka et
al. (2011). ElI mismo volumen (peso) de agua y hojuelas comerciales (hojuelas
basicas para peces tropicales, Lomas, USA) se afiadieron a la proteina de amaranto
y se mezclaron, resultando en una mezcla con 50% de proteina de amaranto.
Después de eso, la mezcla se almacen6 a -80 °C y se liofilizd (BK-Fd10p, Biobase,
China). Después de la deshidratacion, la mezcla se trituré y se tamiz6 para obtener
granulos de tamarfio de entre 700 a 1000 um. La mezcla se almacend en ausencia

de luz a 4 °C hasta su uso.
3.2 Animalesy crianza

Todos los procedimientos involucrando el uso de pez cebra fueron aprobados por
el comité de ética del Instituto de Neurobiologia (INB, UNAM, Juriquilla), bajo el
protocolo para el uso de animales No. 95A.

Las larvas de pez cebra (linea hibrida Tu/AB y Wik) de 35 dias post-
fertilizacion (n=84) fueron proporcionados por el laboratorio de Neurobiologia
Molecular y Celular, INB-UNAM, Juriquilla. Las larvas se mantuvieron en peceras
con agua a pH 7.5, conductividad entre 500-900 uS, a 28 °C y con un ciclo de 12 h
luz/oscuridad. Se empled una dieta basada en nauplios de Artemia salina recién
eclosionados (12 mg de cistos/pez/dia) de cultivos que fueron preparados
diariamente. Los cultivos de artemia se mantuvieron en recipientes cénicos de 1 L
con 30 gramos de NaCl y 1 g de cistos de artemia, bajo condicién de luz continua.
Una vez pasadas 24 h, fueron filtrados y lavados para obtener el concentrado de
alimentacion. Las condiciones de crianza se mantuvieron bajo las mismas

condiciones hasta los 3.5 meses post-fertilizacion (mpf).
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3.3 Experimento de alimentacion

El tratamiento sub-cronico de obesidad y suplementacion con proteina de amaranto
comenzé al inicio de la fase adulta de los peces (3.5 mpf). Para ello, los peces
previamente mantenidos bajo crianza fueron redistribuidos aleatoriamente en 6
tanques (n=14, +2 peces/L) formando los grupos; control (C); control + amaranto
(CA); obesidad sana (OS); obesidad sana + amaranto (OS+A); obesidad no sana
(ONS); y obesidad no sana + amaranto (ONS+A). El disefio experimental se

muestra en la Figura 1.

Control

Especificaciones de crianza
14h/10h luz-oscuridad
28°C
pH 7.5

— peae

Pez cebra TUAB/WIK

[ »Sacrificio
3.5 mpf | 8 semanas I
Crecimiento Tratamiento

Figura 1. Disefio experimental de crianza y administracién de tratamientos en peces cebra.

Los grupos se mantuvieron bajo las mismas condiciones durante 8 semanas

(5.5 mpf) bajo un régimen de alimentacion segun se indica en la Tabla 1.
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Tabla 1 Régimen experimental de alimentacion.

Grupo Dieta Cantidad Frecuencia
C Nauplio de artemia?® 5 mg cistos/pez 1 x dia
C+A Nauplio de artemia 5 mg cistos/pez 1 x dia
Proteina de amaranto Ad libitumP 3 x dia
(O Nauplio de artemia 60 mg cistos/pez 3 x dia
OS+A Nauplio de artemia 60 mg cistos/pez 3 x dia
Proteina de amaranto Ad libitumP 3 x dia
ONS Nauplio de artemia 5 mg cistos/pez 1 x dia
Alimento c/ yema de huevo 30 mg/pez 1 x dia
ONS+A Nauplio de artemia 5 mg cistos/pez 1 x dia
Alimento c/ yema de huevo 30 mg/pez 1 x dia
Proteina de amaranto Ad libitumP 1 x dia

a Artemia White Mountain (Great Salt Lake, Utah, USA).
b Administrada 20 min previos a nauplios de artemia y/o alimento con yema de
huevo.

Los parametros fisicoquimicos de agua, tales como nitritos, nitratos, amonio,
pH y conductividad, fueron registrados semanalmente para mantener las
condiciones ideales del medio. Al finalizar el tratamiento, los peces fueron

sacrificados por medio de hipotermia (Matthews y Varga, 2012).

3.4 Registro del indice de masa corporal (IMC) e indice Hepatosomatico
(IHS)

Durante la aplicacion del tratamiento (semanas 0, 2, 4, 6 y 8) los peces fueron
anestesiados momentaneamente con eugenol de aceite de clavo (30ppm, Sigma-
Aldrich) y se llevo un registro tanto de la longitud de los peces por medio de registro
fotografico, como del peso corporal individual (n=5-6). Estos datos fueron
empleados para calcular el indice de masa corporal, como el peso en mg sobre

longitud total al cuadrado (IMS= mg/cm?).

14



El higado fue diseccionado de animales recién sacrificados y pesados
individualmente. Estos datos fueron empleados para calcular el IHS, como el peso

del higado sobre el peso corporal por 100 (masa higado/masa corporal) x 100).

3.5 Perfil de lipidos en sangre

La sangre de los peces recién sacrificados fue recolectada amputando la cola en el
limite de la aleta anal y cada pez fue colocado en un tubo de microcentrifuga (1.5
ml) previamente perforado en la base. A su vez, el tubo con el pez orientado hacia
arriba fue colocado sobre otro tubo para recoleccién y centrifugado a 100g por 5 min
a 11 °C. Seguido de esto, se realizo otro corte por encima de la herida existente
para remover el codgulo formado y se repitio la centrifugacion. Finalmente, la sangre
colectada en el tubo inferior fue centrifugada a 500g por 15 min a 4 °C con la
finalidad de separar el suero. Las muestras fueron almacenadas a -80 °C hasta su
posterior uso.

La determinacion de colesterol y triglicéridos en suero se realizé en pools de
todos los individuos de cada tratamiento (n=9), pues la cantidad recolectada de
suero de cada individuo es limitada. Se utilizé el equipo portatil automatizado
Accutrend Plus (Roche Diagnostics GMBH, Alemania), utilizando tiras Accutrend
Triglycerides/Cholesterol segun las indicaciones especificadas por el fabricante.

3.6 Histologia

3.6.1 Preparacion, inclusion y seccionamiento de tejido
Al finalizar el tratamiento, los peces recién sacrificados (n=5) fueron fijados en
solucion fijadora Dietrich (30% etanol 96°, 10% formalina, 2% acido acético glacial,
58% H20d; 15 ml para 1-2 peces en un vial pequefio), previamente se realiz6 una
abertura a lo largo de la seccion ventral y el corte de la cola a la altura del extremo
de la aleta anal. Para asegurar la fijacion uniforme y completa se colocaron en rotor
durante 3 dias consecutivos a temperatura ambiente.

Un dia antes de procesar las muestras, los peces fueron transferidos a 5%

de acido tricloroacético (TCA) en solucion Dietrich con agitacion constante durante
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toda la noche. EI TCA tiene la capacidad de suavizar la piel, escamas y huesos, con
la finalidad de realizar cortes histologicos facilmente. El TCA de las muestras fue
reemplazado con etanol 70% en agitacion (10 min, 3 veces) y, por ultimo,
reemplazado con etanol 70% nuevo. Los peces fueron completamente bisecados a
lo largo de la seccién ventral con ayuda de una navaja nueva y colocados en casetes
de inclusion. Las muestras fueron procesadas transfiriéendose a una serie de
diluciones de etanol para su deshidratacion; etanol 70% (30 min, 2 veces), etanol
80% (45 min), etanol 96% (45 min, 2 veces), etanol 100% (60 min, 2 veces), y xileno
100% (45 min, 2 veces) con la finalidad de infiltrar adecuadamente la parafina al
tejido. Posteriormente fueron procesados en parafina (60 °C); solucion
xileno/parafina (90 min), parafina 1 (90 min), parafina 2 (45 min). Los peces fueron
retirados de los casetes, colocados con la cara interior hacia la seccion inferior de
moldes histolégicos, embebidos con parafina liquida (Tissue-Tek Paraffin, Sakura
Finetek, USA) y colocados en una plancha de enfriamiento (-10 °C) hasta solidificar
(MPS/P2, SLEE Medical, Alemania).

Los bloques de parafina fueron seccionados (5 pm) con ayuda de micrétomo
(CUT 6062, SLEE Medical, Alemania), obteniendo secciones anatomicamente
comparables de la region visceral de los peces. Los cortes fueron transferidos a
bafio maria (32 °C), colocados en portaobjetos y transferidos a la incubadora para

eliminar los residuos de parafina (3 h, 60 °C).

3.6.2 Tincion Hematoxilina & Eosina (H&E)

Las muestras fueron desparafinadas con xileno al 100% (30 s, 2 veces) y
rehidratadas en una serie de diluciones de etanol; etanol 100% (30 s, 2 veces),
etanol 96% (30 s, 2 veces), etanol 80% (30 s), etanol 70% (30 s). Las muestras
fueron tefiidas en hematoxilina de Harris filtrado (5 min), destefiidas en alcohol acido
(0.1%) y sumergidas en agua amoniacal para virar el pH. Finalmente, fueron
contratefiidas con eosina (2 min) y transferidas a la serie de dilucion de etanol;
etanol 70% (30 s), etanol 80% (30 s), etanol 95% (30 s, 2 veces), etanol 100% (30
s, 2 veces). Las muestras son colocadas en xileno para posteriormente montar en
medio de montaje (Entellan, Merck). Se obtuvieron imagenes de las muestras

tefiidas con ayuda de microscopio optico de luz (40X).
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3.6.2 Tincion Rojo Oleoso O (ORO)

Higados individuales previamente almacenados a -80°C, fueron embebidos
en compuesto Tissue-Tek OCT (Sakura, Finetek, USA) e inmediatamente
congelados (-20 °C). Con ayuda de criotomo (MNT, SLEE Medical, Alemania), se
obtuvieron microsecciones (10 pum) de cada tratamiento. Las muestras fueron
secadas a temperatura ambiente por 60 min y fijadas en formalina 10% (1X PBS)
durante toda la noche (4 °C). Al dia siguiente fueron sumergidas en isopropanol
60%, teflidas con rojo oleoso O (21 mg ORO, 60 ml isopropanol, 45 ml H20 milli-Q)
y sumergidas rapidamente en isopropanol 60% (2 veces) para quitar el exceso de
colorante. Las muestras fueron tefiidas con hematoxilina y montadas con glicerol
40%, para ser visualizadas mediante microscopia. La tincion con ORO tiene la
capacidad de tefiir lipidos, por lo que cualquier sefial observada en rojo indica la
presencia de grasas en el tejido observado.

3.7 Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos fueron realizados en Graph Pad Prism ver. 8 (GraphPad
Software). Los resultados son expresados como el promedio + error estandar (EE),
bajo un andlisis de variancia de una via (ANOVA) y basado en una prueba de
comparacion multiple de Dunnett. Las diferencias significativas se expresan con una
p < 0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Crecimiento y registro del indice de Masa Corporal

Se evalué la induccion de obesidad sana (OS) y obesidad no sana (ONS) por medio
de la dieta en pez cebra mediante la sobrealimentacion de adultos hembras y
machos. Debido al efecto de percepcion del apetito de alimentos ricos en grasa en
comparacion con alimentos ricos en proteinas fue posible inducir los modelos. Tras
las 8 semanas, peces machos y hembras bajo tratamiento presentaron mas
crecimiento en comparacién con los peces control (Figura 2). Adicionalmente, se
observé una tendencia en hembras del grupo OS+A disminuir su tamafio en relacion
con el grupo OS y en el grupo ONS+A a incrementarlo en relacién con el grupo ONS.
Mientras que en machos del grupo ONS+A tienden a disminuir su tamafio en relacion

con el grupo ONS.

Hembras Machos

Semana 0 Semana 8 Semana 0 Semana 8

Control

C+A

(O]

OS+A

ONS

ONS+A

1cm

Figura 2. Crecimiento de peces cebra hembras y machos desde las 0 hasta las 8
semanas de tratamiento. Imagenes de peces incluidos en cada uno de los grupos
analizados.
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Los resultados del IMC obtenidos por las mediciones de peso y longitud se
muestran en la Figura 3. EI IMC de los grupos C y C+A se mantuvo constante durante
las 8 semanas de alimentacion tanto en hembras como en machos. Sin embargo, las
hembras asociadas a obesidad (Figura 3A), como lo esperado, el IMC incrementd
significativamente (p < 0.05) desde las 4 hasta las 8 semanas, obteniendo el IMC
mas alto en los grupos ONS+A, OS y OS+A. Por otro lado, el IMC en machos
asociados a obesidad (Figura 3B) también mostré un incremento significativo (p <
0.01) desde las 4 hasta las 8 semanas, llegando al mismo IMC en todos los grupos
de obesidad con y sin amaranto (OS, OS+A, ONS y ONS+A).
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Semana

Figura 3. Evaluacion del IMC en modelo de obesidad metabdlicamente sana y
metabolicamente no sana, tras la administracion de proteina de amaranto. Cambios
en el IMC (g/cm?) en (A) hembras y (B) machos tras la induccién de obesidad y la
administracién de proteina de amaranto. Analisis estadistico ANOVA. Datos mostrados
como el promedio £ SEM (n=5-6 machos, n=5-6 hembras). ** p < 0.01.
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4.2indice hepatosomatico y perfil de lipidos en sangre

En la Figura 4, se presentan el IHS de hembras y machos tras las 8 semanas de
administracion de la dieta. En las hembras se observé una tendencia de incremento
global en el IHS en los grupos asociados a OS y ONS, incluso tras la administracion
de amaranto. Sin embargo, solo el grupo OS evidencio un incremento significativo
en el IHS en relacién con el control (p < 0.05). Por otro lado, se observd una
tendencia a disminucién de este valor en el grupo de obesidad sana suplementada
con proteina de amaranto (OS+A) en comparacion al grupo OS. En los machos no
se evidencié un incremento significativo en la relacion del peso del higado en
comparacion al grupo control. Sin embargo, interesantemente el grupo de ONS+A,

mostré una tendencia a la disminucion de este valor.

Hembras Machos

*
2.0+

1.5+

1.0
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Figura 4. Evaluacién del indice hepatosomatico en modelo de obesidad
metabdlicamente sano y metabdlicamente no sano, tras laadministracion de proteina
de amaranto. Cambios en el IHS en hembras y machos tras la induccion de obesidad y la
administracion de proteina de amaranto. Andlisis estadistico ANOVA. Datos mostrados
como el promedio + SEM (machos n=3-4, hembras n=3-5). * p < 0.05.

IHS
IHS

En la Figura 5, se muestran los niveles de colesterol total y triglicéridos en
sangre de los grupos analizados. Se observé una tendencia en la disminucion de
colesterol en el grupo control que consumié proteina de amaranto y un aumento del
nivel de colesterol en los grupos asociados a obesidad no sana, siendo mas evidente
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en el grupo ONS+A. Con relacion a los triglicéridos, también se observé una
tendencia en su disminucion en el grupo C+A, por efecto del consumo de amaranto,
asi como una tendencia al aumento en los grupos asociados a obesidad, incluyendo
aquellos grupos a los que se les suplemento con proteina de amaranto; OS, OS+A,
ONS y ONS+A.
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Figura 5. Evaluacion de colesterol y triglicéridos en plasma en modelo de obesidad
metabdlicamente sanay metabdlicamente no sana, tras la administracion de proteina
de amaranto. Cambios en los niveles de colesterol y triglicéridos tras la induccién de
obesidad y la administracién de proteina de amaranto (pool n = 9).

4.3Analisis histoldgico e histopatologia del higado

El andlisis histoldgico de secciones de peces completos revel6 el incremento en el
tamafo corporal de los peces asociados a obesidad (OS, OS+A, ONS y ONS+A;
Figura 6C-F) en comparacion a los peces control (C y C+A; Figura 6A y B),
concordando con los datos obtenidos del IMC, donde los peces asociados a
obesidad presentaron un incremento significativo del crecimiento en comparacion a
los controles. También es evidente un decremento del tamafio de las visceras,
especificamente de las gonadas (indicado por una flecha), en el individuo del grupo
C+A, en relacién con el grupo control (Figura 6A y B). Asi como el incremento en el
tamafio de las génadas en el grupo OS+A, en relacion con el resto de los grupos
(Figura 6D).
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Figura 6. Evaluacién histolégica por tincién H&E en pez cebra completo. Tincién H&E
en individuos completos de cada tratamiento. (A) Control; (B) Control + amaranto; (C)

Obesidad metabdlicamente sana; (D) Obesidad metabdlicamente sana + amaranto; (E)
Obesidad metabolicamente no sana; (F) Obesidad metabdélicamente no sana + amaranto.
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Por otro lado, la evaluacion de la reserva adiposa indicé que los grupos
asociados a obesidad (OS, OS+A, ONS y ONS+A; Figura 7C-F) exhibieron
hiperplasia del tejido adiposo visceral, en comparacion a los peces control (C y C+A,;

Figura 7A, 7B) donde no hubo presencia de tejido graso visceral.
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Figura 7. Evaluacion histologica por tincion H&E en zona visceral de pez cebra. Zona
visceral de los individuos de cada tratamiento (8X). (A) Control; (B) Control + amaranto; (C)
Obesidad metabodlicamente sana; (D) Obesidad metabdlicamente sana + amaranto; (E)
Obesidad metabdlicamente no sana; (F) Obesidad metabdlicamente no sana + amaranto.
La linea punteada indica el borde del tejido adiposo visceral.
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Adicionalmente, el analisis histopatolégico del higado revel6 anormalidades
relacionadas a esteatosis, por la identificacibon de areas vacuolares grandes
consideradas como depdésitos macro-vesiculares de grasas en el citoplasma. El
tejido hepatico de los grupos evaluados presento distinta severidad de esteatosis,
siendo un caso agravado en los grupos asociados a obesidad, OS, OS+A, ONS y
ONS+A (Figura 8 C-F), y con menor severidad en el grupo control (Figura 8A). Sin
embargo, el grupo C+A presenta una morfologia hepatica sin acumulacién de

grasas, identificado por la ausencia de vacuolas.

Para confirmar la severidad de esteatosis hepética, causada por la
acumulacion de gotas lipidicas citoplasmaticas, se utilizé la tincion ORO en
secciones de tejido hepético congelado. Los peces pertenecientes a los grupos C y
C+A (Figura 9A y 9B) presentaron menor acumulacion de lipidos en higado en
comparacion a los grupos asociados a obesidad. Sin embargo, el grupo control al
cual se le administré proteina de amaranto (C+A) presentdé menor acumulacion de
grasas en higado en comparacion con el grupo control (C). Con relacién a los grupos
asociados a obesidad, se observo el desarrollo de esteatosis leve en los grupos OS
y OS+A (Figura 9C y 9D), mientras que en los grupos ONS y ONS+A se observo el
desarrollo de esteatosis severa en los grupos ONS y ONS+A (Figura 9E y 9F). Sin
embargo, se observa un ligero efecto protector del desarrollo de hepatoesteatosis
en los grupos asociados a obesidad a los cuales se les administré proteina de
amaranto (OS+A y ONS+A) en relacion a los grupos de obesidad (OS y ONS).
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Figura 8. Evaluacion histolégica por tincion H&E en higado de pez cebra. Tejido
hepatico (40X) de los individuos de cada tratamiento. (A) Control; (B) Control + amaranto;
(C) Obesidad metabdlicamente sana; (D) Obesidad metabolicamente sana + amaranto; (E)
Obesidad metabdlicamente no sana; (F) Obesidad metabdlicamente no sana + amaranto.
La flecha indica ndcleo de hepatocito; la punta de flecha indica depdsito lipidico en
hepatocito; el asterisco indica glébulos sanguineos.
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Figura 9. Evaluacion histologica por tincion ORO en modelo de obesidad
metabdlicamente sano y metabdlicamente no sano, tras laadministracion de proteina
de amaranto. Cambios en del tejido hepatico (40X) tras la induccién de obesidad y la
administracion de proteina de amaranto. (A) Control; (B) Control + Amaranto; (C) Obesidad
sana; (D) Obesidad sana + amaranto; (E) Obesidad no sana; (F) Obesidad no sana +
amaranto. La tincion roja indica acumulacion de gotas lipidicas.
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V. DISCUSION

En el presente estudio se indujeron dos modelos de obesidad en pez cebra,
obesidad metabdlicamente sana (OS) y metabdlicamente no sana (ONS) mediante
la administracion subcrénica (8 semanas) de dietas hipercaldricas. Landgraf et al.
(2017), reportaron el método de induccidbn de fenotipos de obesidad
metabdlicamente diferentes en pez cebra dependiendo de la calidad de la dieta,
cuyos efectos contemplan el incremento del peso corporal, el desarrollo de
esteatosis hepatica, hipertrofia adipocitaria en el depdsito visceral y diferencias en
los niveles de transcritos asociados al metabolismo de lipidos y marcadores
inflamatorios. Oka et al. (2010), indicaron que los bajos efectos de saciedad de las
dietas con alto contenido graso son los causales de la alta ingesta en el modelo, lo
gue se asocia con el incremento en el riesgo de desarrollar obesidad. Debido a que
el contenido graso de los nauplios de artemia (14.2%) es elevado en comparacion
a las hojuelas (5%), y que en la yema de huevo (62.5%) es aln mas elevado que
ambos, la induccion de obesidad es consistente en ambos modelos.

Nuestros resultados mostraron un incremento de IMC en los grupos
asociados a obesidad sana y obesidad no sana. Estos datos son soportados por
estudios previos, pues la induccién de obesidad se caracteriza por el incremento del
IMC tanto en modelos roedores como en pez cebra (Mohammad et al. 2012; Oka et
al. 2010). Por otro lado, el mayor incremento en el IMC se observo en los grupos de
obesidad sana y obesidad sana + amaranto, en comparacion a los peces de los
grupos de obesidad no sana. Estos datos concuerdan con lo descrito por Landgraf
et al. (2017), pues el IMC de los organismos pertenecientes a la dieta normal con
grasa (OS) fueron considerablemente mas altos en comparacion con los peces de
la dieta alta en grasas (ONS). Se ha determinado que el IMC no es un parametro
de medicion para determinar la severidad de la obesidad, principalmente por su
inutilidad para diferenciar los depositos de grasa (lacobini et al. 2018). Esto podria
explicar que el incremento en el valor del IMC no esta necesariamente
correlacionado con el incremento de la severidad de la obesidad, es decir, que un

IMC alto esté asociado a OS y que un valor muy alto lo esté a la ONS. Por tal motivo,
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el IMC de los peces ONS no necesariamente deben presentar un IMC mas alto que
aguellos peces asociados con OS.

El IHS se vio afectado por un incremento significativo en el grupo de OS de
manera sexo dependiente en hembras. Asi como también la composicion del
contenido graso visceral en todos los grupos a los que se les indujo la obesidad.
Estudios previos han reportado que las dietas ricas en grasas causan la deposicion
de lipidos tanto en el higado como en el tejido adiposo y muscular (Nanton et al.
2002). Se haidentificado que el incremento del IHS podria resultar de la hiperplasia
e hipertrofia del tejido hepatico (Islam et al. 2020), lo que concuerda con la
identificacion de areas vacuoladas en el citoplasma de los hepatocitos (Figura 8),
es decir, esteatosis en los grupos asociados a obesidad (OS y ONS). Ademas, se
ha reportado la acumulacion del tejido adiposo por el excedente de nutrientes, lo
cual es caracteristico de los humanos obesos y de modelos a los que se les indujo
obesidad por medio de la dieta (Goodman 2014). En pez cebra, se ha identificado
el incremento del IHS en individuos obesos tras la exposicion al obesogénico,
tributiltina (Lyssimachou et al. 2015). Estos conjuntos de evidencias soportan los
resultados obtenidos del incremento de la relacion del peso del higado en nuestros
grupos de estudio de obesidad.

En cuanto a los niveles detectados de colesterol y triglicéridos en sangre, se
ha detectado una tendencia ascendente en los grupos asociados a obesidad. La
obesidad metabdlicamente no sana (ONS) se caracteriza por una dislipidemia
evidente en humanos (Samocha-Bonet et al. 2013). En adicion a ello, en modelos
de obesidad inducidos por la dieta se conserva el mismo efecto, pues los niveles de
colesterol y triglicéridos se elevan bajo esta condicidbn (Marques et al. 2016;
Landgraf et al. 2017). Particularmente, nuestros resultados no mostraron un
incremento significativo de tales parametros, pero se evidencid el incremento de
triglicéridos tras la induccion de obesidad sana, un mayor incremento de colesterol
y triglicéridos tras la induccion de obesidad no sana, y el incremento mas alto en
aguellos organismos obesos a los que se les administro proteina de amaranto.

Los peces con obesidad sana y no sana mostraron hiperplasia del tejido

graso visceral, en mayor medida en los individuos asociados a obesidad no sana.

29



Se ha reportado que la induccion de obesidad en ratones por medio de una
alimentacion alta en grasa causa hipertrofia e hiperplasia del tejido graso epididimal
y subcutaneo (Herberg et al. 1974). Asi mismo, peces cebra como modelo genético
de obesidad han evidenciado el desarrollo de hipertrofia adipocitaria (Song y Cone,
2007). Tales caracteristicas proponen la alteracién del tejido graso de manera
similar a lo observado en nuestro estudio.

Los grupos asociados a obesidad mostraron esteatosis hepatica consistente
tras la administracién de dietas con alto contenido graso, incluyendo OS y ONS. Las
evidencias previas, muestran que los individuos con obesidad, incluyendo la
obesidad metabdlicamente no sana poseen un riesgo elevado de desarrollar
esteatosis hepéatica (Huh et al. 2017). Sin embargo, los individuos OS presentaron
menor acumulacion de lipidos en higado comparado con sujetos ONS (lacobini et
al. 2018). En modelos experimentales, se ha reportado la progresion de esteatosis
macrovesicular en ratones bajo una dieta alta en grasa en comparacion a ratones
alimentados con una dieta baja en grasa (Li et al. 2018). Adicionalmente, se ha
demostrado la induccién de un fenotipo similar a esteatosis humana en peces cebra
tras la administracién de una dieta alta en grasas, por la presencia excesiva de
lipidos y expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos (Dai et al.
2015). Nuestros resultados indican mayor severidad de esteatosis en los grupos
asociados a obesidad no sana, lo cual coincide con las evidencias mencionadas.

Al amaranto se le han atribuido una variedad de propiedades nutrimentales,
entre las que destacan su rol antihipertensivo, antitumoral, antidiabético,
antihiperlipidémico, entre otras (Huerta-Ocampo y Barba de la Rosa, 2011). Sin
embargo, el desarrollo de estas investigaciones ha sido principalmente en modelos
in vitro o in vivo principalmente roedores (Barba de la Rosa et al. 2010; Escobedo-
Moratilla et al. 2017), en cambio este tipo de investigaciones ha sido limitado o nulo
en pez cebra. El pez cebra ha sido ampliamente utilizado para explorar el impacto
de los compuestos bioactivos a través de la dieta, reportando un menor impacto de
las dietas obesogénicas sobre sintomas asociados a desérdenes metabdlicos
como; dislipidemia, altos niveles de glucosa y esteatosis hepatica, asi como

expresion de genes relacionadas con el metabolismo de lipidos (Williams y Watts,
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2019). Sin embargo, en el presente estudio evidenciamos por primera vez los
efectos nutracéuticos asociados a la administracion de la proteina de amaranto en
el modelo del pez cebra. El grupo control con ingesta de amaranto, disminuy6 sus
niveles de colesterol y triglicéridos y se contrarresto cualquier indicio de esteatosis
hepética. Sin embargo, en los grupos de obesidad, se observé mayor crecimiento y
ligera inhibicibn del desarrollo de esteatosis hepatica como efecto de la
administracion de amaranto, sugiriendo que en un organismo obeso el mecanismo
de accion de la proteina es diferente.

Se propone que los resultados obtenidos podrian asociarse a la calidad
nutritiva del amaranto en el modelo de pez cebra, pues existe evidencia de la
influencia en el tamafio corporal y la composicion de peces en crecimiento tras la
administracion de dietas ricas en proteinas, entre las que destaca la proteina aislada
de soya. La dieta promueve la acumulacién de grasa corporal e incremento del peso
tanto en machos como en hembras (Smith et al. 2013). De hecho, Escobedo-
Moratilla et al. (2017) demostraron la inhabilidad de la proteina de amaranto, pero
no de la soya para prevenir el incremento de peso y acumulacion de tejido adiposo
bajo una dieta alta en grasa en roedores. También asociaron la dieta de amaranto
con el mantenimiento de triglicéridos y colesterol bajo una dieta hipercalérica y la
dieta de soya con el incremento en los niveles de triglicéridos y colesterol. A pesar
de que el amaranto no mostr6 una baja en el peso de los ratones obesos, se
identificé un incremento significativo de los niveles de expresion de genes asociados
a obesidad en ratones obesos y una evidente disminucion de expresion de estos
tras la administracion de la proteina de amaranto. Algunos de los genes incluyen
leptina (Lep), resistina (Res), factor de necrosis tumoral-alfa (Tnf- a), proteina de
union a acidos grasos 4 (Fabp4) y acido graso sintasa (Fasn), cuya sobreexpresion
se asocia al desarrollo de resistencia a insulina, inflamacién cronica asociada a
obesidad y diabetes, asi como la solubilidad de acidos grasos en citosol (Escobedo-
Moratilla et al 2017). Este trabajo demostré por primera vez cambios en el nivel de
expresion de genes en tejido adiposo debido al consumo de amaranto. Todas las
evidencias sugieren que en nuestro estudio el efecto podria ser dependiente del

modelo experimental y el modo de accion de los compuestos activos provenientes
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del amaranto en pez cebra. Sin embargo, también demuestra que los efectos en
pez cebra podrian evidenciarse mas alla del fenotipo de obesidad, sobre algunos
marcadores moleculares de la regulacion de expresion de genes asociados a
obesidad.

En general, los datos obtenidos indican que el disefio experimental utilizado
fue apropiado para inducir ambos tipos de obesidad (OS y ONS) en el modelo, pues
es consistente con el estado de obesidad de diversos modelos de estudio,
incluyendo roedores e incluso humanos (Oka et al. 2010; Casper et al. 2008). Sin
embargo, una bateria de estudios moleculares podria complementar los datos
previamente presentados y corroborar si la ingesta de proteina de amaranto tiene

mayor efecto benéfico sobre la condicion de obesidad en nuestro modelo de estudio.
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VI. CONCLUSIONES

La alimentacién con dietas hipercaldrica en pez cebra induce fenotipos de obesidad

metabodlicamente diferentes.

La induccion de obesidad sana y no sana por medio de la dieta promueve el
incremento del IMC y el IHS (en hembras), la acumulacién de grasa visceral, el
desarrollo de esteatosis hepatica y tiende a incrementar los niveles de lipidos en

sangre.

La administracion de proteina de amaranto en peces cebra control, contrarresta el
desarrollo de esteatosis hepatica y tiende a disminuir los niveles de lipidos en

sangre.

La administracién de proteina de amaranto en peces cebra con obesidad provoco
un mayor crecimiento y proteccion frente al desarrollo de esteatosis hepatica, pero

no tiene efecto sobre la reduccion del IHS, grasa visceral o lipidos sanguineos.
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VIl. PERSPECTIVAS

Analizar el perfil protebmico, empleando proteémica shotgun semicuantitativa,

mediante la extraccion de proteina total del higado de peces cebra en los grupos
analizados.

Identificar las proteinas diferencialmente acumuladas y su funcién por bisqueda en
base de datos.
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