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RESUMEN

Introduccion: El tejido adiposo beige (TABQ) se origina del tejido adiposo blanco a
través de un proceso inducible y reversible denominado marronizacion. El TABg
posee capacidad termogénica, lo que implica un incremento del gasto energético,
tomando relevancia en el contexto de obesidad. Ciertos compuestos presentes en
alimentos pueden inducir la marronizacion. Camellia sinensis es una planta de la
cual se produce el matcha, un tipo de té verde que posee cantidades relevantes de
polifenoles. Existen estudios que han evaluado a C. sinensis y su efecto anti-
obesidad, pero la informacion sobre matcha y marronizacion es limitada (Kiefer,
2016; Topuz et al., 2014).

Objetivo: Evaluar el efecto de la suplementacion con matcha (C. sinensis) sobre la
marronizacion del tejido adiposo blanco en ratas Wistar macho alimentadas con
dieta de cafeteria.

Metodologia: 15 ratas Wistar macho se distribuyeron aleatoria y equitativamente
en tres grupos: control (CTR), cafeteria (CAF) y cafeteria suplementada (CAF
SUP). A cada grupo se le administré durante 15 semanas una dieta especifica: CTR
pienso estandar, CAF dieta de cafeteria, CAF SUP dieta de cafeteria mas 100
mg/kg/dia de matcha organico. El peso de las ratas se registré 1 vez por semana y
la ingesta 3 veces por semana. También, se determiné la glucemia capilar al final
del bioensayo posterior a 12 horas de ayuno. Como marcadores genéticos de
marronizacion se analizaron los genes Bmp7, Pgc-1la y Prdm16 en los tejidos
adiposos epididimal (TAe) y mesentérico (TAm), mediante RT-gPCR. Como gen
constitutivo se empleo el gen Actb.

Resultados: El peso del grupo CAF fue significativamente mayor al del grupo CTR
a partir de la semana 7, mientras que el grupo CAF SUP lo fue hasta la semana 11.
Al final del bioensayo la ganancia de peso del grupo CAF SUP (411.02 + 46.86 Q)
fue ligeramente superior al grupo CAF (408.32 + 29.39 @), sin significancia. De igual
manera, en la ingesta de alimento no se encontro diferencia entre los grupos CAF
y CAF SUP. La glucemia fue mas elevada en los grupos CAF y CAF SUP, 105.2 £
8.35 y 108.8 + 7.69 mg/dl, respectivamente, sin diferencia estadistica. En TAe el
gen Pgc-1a mostré induccién por mayor expresion relativa en el grupo CAF SUP.
En TAm el gen Prdm16 mostré mayor expresion en el grupo CAF SUP vs. CAF, sin
diferencia estadistica.

Conclusiones: La suplementacion con 100 mg/kg/dia de matcha no revierte el
estado obesogénico ni hiperglucémico en ratas Wistar macho alimentadas con dieta
de cafeteria. Sin embargo, la menor ganancia de peso del grupo CAF SUP previo
ala semana 11y la induccion del gen Pgc-1a en Tae podrian sugerir que el matcha
tiene un afecto antiobesogénico y puede inducir la marronizacion del tejido adiposo
blanco. La dieta de cafeteria, al generar mayores alteraciones en la homeostasis
que las dietas comerciales, requiere de mayor suplementacion para revertir o
aminorar sus efectos.



ABSTRACT

Introduction: Beige adipose tissue (BgAT) originates from white adipose tissue
through an inducible and reversible process called browning. BgAT has thermogenic
capacity, which implies an increase in energy expenditure, taking relevance in
obesity context. Certain compounds present in food can induce browning. Camellia
sinensis is a plant from which matcha is produced, a type of green tea that has
significant amounts of polyphenols. There are some studies that have evaluated C.
sinensis and its anti-obesity effect, but information about matcha and browning is
limited (Kiefer, 2016; Topuz et al., 2014).

Aim: Evaluate the effect of matcha supplementation (C. sinensis) on white adipose
tissue browning in male Wistar rats fed with cafeteria diet.

Methods: 15 male Wistar rats macho were randomly and evenly distributed into
three groups: control (CTR), cafeteria (CAF) and supplemented cafeteria (CAF
SUP). Each group was given a specific diet for 15 weeks: CTR standard diet, CAF
cafeteria diet, CAF SUP cafeteria diet and 100 mg/kg/dia of organic matcha. The
weight of the rats was recorded once a week and the food intake 3 times per week.
Also, capillary glycemia was determined at the end of the bioassay after 12 hours
of fasting. As genetic markers of browning, the genes Bmp7, Pgc-1ay Prdm16 were
analyzed in the epididymal (eAT) and mesenteric (mAT) adipose tissues, by RT-
gPCR. The constitutive gene used was the Actb gene.

Results: The weight of the CAF group was significantly higher than that of the group
CTR from week 7while the CAF SUP group was until week 11. At the end of the
bioassay the weight gain of the CAF SUP group (411.02 + 46.86 g) was slightly
higher than the CAF group (408.32 £ 29.39 g), no significance. Similarly, in food
intake, no difference was found between the CAF and CAF SUP groups. Glycemia
was higher in the CAF and CAF SUP groups, 105.2 £ 8.35 and 108.8 £ 7.69 mg/dI,
respectively, with no statistical difference. In eAT the Pgc-1a gene showed induction
by higher relative expression in the CAF SUP group. In mAT the Prdm16 gene
showed higher expression in the CAF SUP group vs. CAF, no statistical difference.
Conclusions: Supplementation with 100 mg/kg/day of matcha does not reverse
obesogenic or hyperglycemic status in male Wistar rats fed with cafeteria diet.
However, the lower weight gain of the CAF SUP group prior to week 11 and
induction of the Pgc-7a gene in eAT, might suggest that matcha has an
antiobesogenic effect and can induce the browning of white adipose tissue.
Cafeteria diet, by generating greater alterations in homeostasis than commercial
diets, requires more supplementation to reverse or lessen its effects.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es la enfermedad de indole nutricional con mayor prevalencia
en la poblacion mundial. En los ultimos afos, las tasas de obesidad se han
incrementado, representando una verdadera pandemia con graves repercusiones
en la salud (Malik et al., 2013). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en 2016 se registraron 1.9 billones de adultos con peso por encima del
limite normal, de los cuales 650 millones presentaban obesidad (WHO — “Obesity
and overweight”, 2018).

Si bien la alimentacién es un elemento que influye en la patogenia de la
obesidad, existente otros factores involucrados, como factores genéticos y
culturales (Pérez et al., 2012); lo cual la convierte en una enfermedad compleja. La
obesidad aumenta el riesgo de desarrollar comorbilidades como sindrome
metabdlico, higado graso no alcohdlico, enfermedades cardiovasculares y cancer.

El estrés oxidativo y la inflamacidbn se encuentran estrechamente
relacionados con la obesidad, aunque no se ha establecido la secuencia temporal
de su vinculo (Warolin et al., 2014). No obstante, la evidencia cientifica sugiere que
el estrés oxidativo puede establecer la conexion entre la obesidad y sus
complicaciones (Savini et al., 2013).

En las dltimas décadas se han desarrollado estrategias dietéticas,
farmacoldgicas y quirlrgicas para la prevencion y tratamiento de la obesidad. Aun
cuando las intervenciones farmacoldgicas y quirtrgicas son a menudo efectivas en
la disminucion del peso corporal, estan ligadas con mayor frecuencia a distintos
efectos adversos, ademas de tener altos costos. En este sentido, la intervencion
nutricional es una opcion mas viable, y debe considerarse desde las primeras
instancias del tratamiento de la obesidad (Huang et al., 2014).

Varios estudios han evaluado alimentos de origen vegetal con potencial
terapéutico contra la obesidad (Gamboa et al., 2015). En el té verde, y otros
extractos de la planta Camellia sinensis, se han estudiado efectos sobre el tejido
adiposo blanco que contribuyen a la disminucién del peso corporal, como la

inhibicion de la adipogénesis, aumento de la lipdlisis, elevacion de la oxidacion de



acidos grasos, desarrollo de capacidad termogénica e incremento del gasto
energético (Chen et al., 2017).

Los compuestos de mayor interés bioldégico encontrados en Camellia
sinensis son los polifenoles, donde las catequinas son la clase mas predominante.
De éstas, la més abundante es la (-)-epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) (Oz,
2017). El té verde tiene una composicion mas alta de catequinas comparado con
otros tipos de té, como el té negro y el oolong. El matcha es un tipo de té verde
obtenido tras la pulverizacion de hojas que pasaron por un periodo de sombreado
parcial, previo a su recoleccion. En Japon y otras regiones orientales, el matcha
constituye la forma tradicional de consumo de esta planta, en forma de bebida
caliente (Willems et al., 2020).

La cantidad de compuestos bioactivos consumidos, incluyendo las
catequinas, es mayor en el matcha que en las infusiones de té verde (87.63 £+ 4.9
mg/gy 17.22 £ 0.08 mg/g de catequinas, respectivamente), ya que la bebida posee
tanto los compuestos solubles como los insolubles en agua (Weiss y Anderton,
2003). Sin embargo, existen muy pocos estudios que han examinado los efectos
positivos del matcha a nivel metabdlico, y no se cuenta con informacion relacionada
al proceso de marronizacion del tejido adiposo blanco y su impacto en la obesidad
(Xu et al., 2016).



2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

2.1.1 Definicion y clasificacion

En la actualidad, la obesidad esta reconocida como una enfermedad crénica
no transmisible, caracterizada por la acumulacion excesiva de grasa corporal, que
incrementa riesgos a la salud (Purnell et al., 2018; Manna y Jain, 2015). En las
Gltimas cuatro décadas, la obesidad ha pasado de ser un problema limitado a
paises y sociedades desarrolladas, a un importante problema de salud publica
mundial mas generalizado (Seidell y Halberstadt, 2015).

El indice de masa corporal (IMC), creado por Quetelet, es una razén
matematica entre el peso y estatura de un individuo empleada en antropometria.
En 1995, la OMS unificé las categorias del IMC (Tabla 1). De este modo, se habla
de obesidad cuando el individuo posee un valor 2 30 kg/m? de IMC (Nuttall, 2015).
Aunque el IMC es un referente ampliamente utilizado, tiene la limitante de no
diferenciar entre la masa magra y la masa grasa, por lo que una persona puede
tener un IMC de peso normal y aun asi tener una masa grasa alta (Flegal et al.,
2009).

Categorias IMC

Bajo peso < 18.5 kg/m?
Peso normal 18.5 - 24.9 kg/m?
Sobrepeso 25 - 29.9 kg/m?
Obesidad grado | 30 - 34.9 kg/m?
Obesidad grado II 35.0 - 39.9 kg/m?
Obesidad grado Il 2 40 kg/m?

Tabla 1. Clasificacion del IMC segun la OMS.



2.1.2 Epidemiologia

La Organizacion Mundial de la Salud estim6 que en el afio 2016, mas de 1.9
billones de adultos (mayores de 18 afios de edad) presentaban sobrepeso,
representando el 39% de la poblacion mundial. De ellos, mas de 650 millones
padecian de obesidad, alrededor del 13% de la poblacion. La prevalencia de
obesidad se ha triplicado desde 1975 a la fecha (WHO, 2016).

En México, la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) 2018-19 ha
reportado que la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue de 75.2% en
adultos de 20 y mas afios de edad (Figura 1). La prevalencia es mayor en las
mujeres (76.8%) que en los hombres (73.0%).

La obesidad estd presente en mas de una tercera parte de la poblacién
adulta en el pais (36.1%). Es también mas alta en el género femenino (40.2%) que
en el masculino (30.5%). En las zonas urbanas, la obesidad es mas prevalente que
en las rurales (37.2% vs 32.0%, respectivamente). La region norte del pais es donde
la poblacién adulta presenta la mayor prevalencia de obesidad, con el 41.6%
(ENSANUT, 2020).
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad a nivel nacional en poblacion de 20 afios o mas de
edad. Tomado de ENSANUT (2020).



2.1.3 Etiologia

El aumento de la deposicién de grasa, abordado de una manera simple, es
resultado de un desequilibrio entre la ingesta caldrica y el gasto energético. En este
sentido, la obesidad es consecuencia de la baja actividad fisica (sedentarismo) y el
consumo excesivo de alimentos por encima de las necesidades energéticas del
individuo. Sin embargo, la obesidad es mas compleja (Sellayah et al., 2014).

El nivel socioeconémico, agentes medioambientales, comportamientos
personales, la microbiota intestinal y las interacciones genotipo-fenotipo deben ser
tomados en cuenta para entender a la obesidad de una manera mas completa.
Todos estos factores afectan la ingesta de alimento, gasto energético, recambio de
nutrientes, oxidacion de acidos grasos y su depdésito en tejido adiposo y no adiposo
(Bhupathiraju y Hu, 2016).

La obesidad muestra marcada heterogeneidad entre individuos y los
depdsitos de grasa pueden diferir en localizacion. Con ello, se distinguen dos clases
de obesidad, la subcutanea y la visceral. En la obesidad subcutanea, el exceso de
grasa se encuentra alrededor de la cadera y muslos, dando apariencia de pera al
cuerpo y es mas comun en mujeres. La obesidad visceral afecta principalmente al
tejido adiposo mesentérico, donde la grasa se concentra en la region abdominal
(cuerpo en forma de manzana), y es mas comun en hombres (Gonzalez et al.,
2017).

2.1.4 Fisiopatologia

Cuando el suministro de energia excede la capacidad de almacenamiento
de los adipocitos, estos se hipertrofian, es decir, aumentan su tamafio. La hipertrofia
conlleva a una mayor liberacién de adipoquinas proinflamatorias, tales como la
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), que dan como resultado inflamacion cronica de bajo grado. Esta serie de
eventos inicialmente se limita al tejido adiposo, pero eventualmente llega a la
circulacion sistémica, involucrando mas tejidos y 6rganos (Francisqueti et al., 2017).

Una de las primeras consecuencias del estado inflamatorio inducido por la

obesidad es la resistencia a la insulina, ya que el TNF-a impide la fosforilacion del



receptor de insulina, interfiriendo con la posterior cascada de reacciones necesarias
para su funcion (Andrade et al., 2015).

El estrés oxidativo puede ser desencadenado por los adipocitos. Inicialmente
el incremento de masa grasa disminuye la irrigacion sanguinea, baja el aporte de
oxigeno y finalmente ocurre necrosis adipocitaria. La fagocitosis, necesaria para
eliminar las células muertas, resulta en liberacion de moléculas prooxidantes como
el 6xido nitrico y el peréxido de hidrégeno, ademas de infiltrado celular inflamatorio
(Battacharya et al., 2015).

El mecanismo involucrado en la patogenia de las complicaciones de la
obesidad, como la diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, no ha
sido aclarado por completo. No obstante, hay evidencia creciente que apunta a la
presencia del estado inflamatorio crénico de bajo grado como el responsable. Dada
la mayor presencia de moléculas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a, etc.) y estrés
oxidativo, se genera un efecto citotoxico que altera la estructura y funcién tisular en
tejido adiposo, endotelio vascular, higado, rifién, entre otros érganos (Dudla et al.,
2019).

2.1.5 Tratamiento

La etiologia multifactorial de la obesidad requiere de un abordaje terapéutico
integral. Actualmente existen varias alternativas que pueden englobarse en los
tratamientos dietéticos, farmacologicos y quirdrgicos.

Los cambios en el estilo de vida que incluyen mejora de la dieta y actividad
fisica regular, contindan siendo la piedra angular en el tratamiento de la obesidad.
Las intervenciones en el estilo de vida ayudan a los pacientes a monitorizar y
comprender su comportamiento alimenticio, ademas de reconocer los factores que
influyen en el tipo de alimentacion, las complicaciones y los beneficios de
modificarla (Seidell y Halberstadt, 2015).

2.1.5. A) Dietético
El balance energético negativo mediante la restriccion calérica es una

estrategia comunmente utilizada para la pérdida de masa grasa. De manera



general, se recomienda una restriccion de 500 kcal por dia, generando un déficit
semanal de 3500 kcal, lo que equivale a la energia almacenada en 450 g de tejido
adiposo. También, se utiliza la prescripcion general de 1200 kcal por dia para
mujeres y 1500 kcal por dia para hombres, pero esto puede individualizarse para
disminuir en un 30% la ingesta energética total. Por otro lado, mejorar la calidad
nutricional general sin una restriccion energética directa, también es util en la
reduccion de peso corporal (Mozaffarian, 2016).

Para mantener esta reduccion de peso a largo plazo es importante la
adherencia al programa dietético. Ademas, la proporcidn de los macronutrientes es
relevante. El consumo alto de proteinas, alimentos con bajo indice glucémico y
consumo bajo de grasas pueden ser benéficos para el mantenimiento de la pérdida
de peso (Bray y Siri, 2016).

Las recomendaciones dietéticas para el control de peso deben considerar la
calidad general de la dieta y los efectos a largo plazo en la salud, asi como el rol de
aminoacidos especificos, acidos grasos, compuestos bioactivos, o el nimero de
comidas, el horario de consumo vy la distribucion de los macronutrientes (de la
Iglesia et al., 2016).

2.1.5 B) Farmacologico

En las décadas pasadas los unicos dos farmacos aprobados por la FDA para
la pérdida de peso eran la sibutramina y la tetrahidrolipstatina (orlistat). La
sibutramina fue retirada del mercado por aumentar el riesgo cardiovascular, pero el
orlistat actualmente sigue empleandose, ademas existen otros tratamientos
aprobados.

El orlistat promueve la pérdida de peso por inhibicion de las lipasas
gastrointestinales, de este modo disminuye la absorcion de grasas hasta en un
30%. Los individuos que consumen orlistat tienen niveles séricos significativamente
mas bajos de vitaminas liposolubles y deben recibir suplementacion. Otros efectos
secundarios son la esteatorrea, flatulencias e incontinencia fecal, y son la principal

razon de los pacientes para descontinuar el tratamiento (Kumar y Kelly, 2017).



La fentermina asociada con topiramato fue aprobada por la FDA en 2012
como tratamiento a largo plazo de la obesidad en adultos con IMC 2 30 kg/m? 0 2
27 kg/m? con al menos una comorbilidad relacionada. La fentermina promueve la
pérdida de peso al disminuir el paso de noradrenalina a los nucleos hipotalamicos,
con efecto anorexigeno. El topiramato, usado en epilepsia y profilaxis de migrafia,
provoca aversion al sabor de los alimentos, disminuyendo la ingesta calérica. La
fentermina/topiramato aumenta el riesgo de acidosis metabdlica y el desarrollo de
litiasis renal en pacientes predispuestos (Fujioka, 2015).

En afos recientes se ha llevado a cabo el desarrollo de farmacos agonistas
del receptor Bs-adrenérgico (B3-AR), el cual es muy abundante en el tejido adiposo
marrén maduro y su estimulacién incrementa la accion termogénica de este tejido
con aumento del gasto energético. Uno de los farmacos que esta en prueba es el
CL 316243 que posee alta especificidad por el B3-AR (Richard et al., 2017).

Si bien la medicacion puede ser Gtil en el tratamiento de la obesidad, su
eficacia esta limitada a una pérdida de peso del 5 al 10% en la mayoria de los
pacientes. Por lo tanto, el tratamiento farmacolégico no debe ser visto como la Unica

medida para combatir la enfermedad (Kumar y Kelly, 2017).

2.1.5 C) Quirdrgico

La cirugia bariatrica es una modalidad efectiva para la pérdida y
mantenimiento de peso en pacientes con obesidad severa. Sin embargo, debido a
su costo, poca accesibilidad y preocupacion por los efectos adversos, su uso esta
limitado a solo una fraccion de los candidatos. La gastrectomia vertical en manga
es el procedimiento quirdrgico bariatrico mas comunmente realizado en la
actualidad. Una de sus complicaciones es el desarrollo de reflujo gastroesofagico
severo, que para ser resuelto necesita de una reintervencion donde se realiza una
derivacion (bypass) en Y de Roux.

Otra alternativa quirargica es la banda gastrica ajustable, un procedimiento
laparoscopico reversible. No obstante, se necesitan de revisiones periodicas por el

riesgo de complicaciones metabdlicas por deficiencias de minerales, secundario a
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disminucién de la ingesta alimentaria, vomito o malabsorcion (Heymsfield et al.,
2018).

2.2 Tejido adiposo

El tejido adiposo posee distintas caracteristicas histologicas y ejerce
diversas funciones. En los mamiferos existen tres tipos de tejido adiposo: tejido
adiposo blanco (TAB), tejido adiposo marron (TAM) y tejido adiposo beige (TABQ)
(Marcadenti y Abreu, 2015).

2.2.1 Tejido adiposo blanco

El TAB est& conformado por adipocitos blancos, unidos por tejido conectivo
laxo altamente vascularizado e inervado. La principal caracteristica morfolégica de
los adipocitos blancos maduros es la presencia de una gran gota lipidica “unilocular”
gue ocupa mas del 90% del volumen celular (Figura 2 A). El citoplasma se dispone
como una fina capa, y posee baja densidad mitocondrial. Tienen forma esférica y
su didmetro va de un minimo de 30-40 um a un maximo de 150-160 um (Torres et
al., 2016). El TAB es un tejido muy dinamico, representa menos del 5% del peso
corporal en algunas personas y mas del 60% en otras, de modo que tiene una
capacidad excepcional de cambio de masa incluso en el mismo individuo (Berry et
al., 2014).

En el cuerpo, el TAB se distribuye en distintos depositos. Para su estudio se
les ha divido en dos tipos, el tejido adiposo blanco visceral (TABV) y el tejido adiposo
blanco subcutaneo (TABsc). El TABV incluye a los depdsitos omental, mesentérico,
retroperitoneal, gonadal y pericardico; su exceso estd asociado desérdenes
metabolicos y enfermedades cardiovasculares. ElI TABsc se encuentra
ampliamente distribuido en varios lugares debajo de la piel. En humanos existen
depdsitos de TABsc en regiones del cuerpo superior (abdomen profundo y

superficial) e inferior (gluteofemoral) (Kwok et al., 2016; Tchkonia et al., 2013).

11



v ": Y
(A) - B) My S y
4 - 5
¢ . RS ol g & 2
~ ' \r | » - ~
|
. - <
\ y % [ )
’ - . -
- .
3 . LS - " A F.. ! é
) 2 Yy a @ i
- \\ .
J ot &
. PY 4 . < W ’ b \ 5 v d
> T4 -
4 “ ;' ‘. A\ B prrit ¥ 3
g A ’ ° ol > 4‘ s
» v l' = . s = .‘1
: & . o
(9) - P S LY <y
e « e L ]
] « " -
. &
» e * v v?
B w8 T
L "
A e d
o < s .
¥ ?
: > > g N
- - = 8. EC -
v/ . >
) . . & ’
- - .

Figura 2. Tincién de hematoxilina y eosina representativa del (A) tejido adiposo blanco, (B) beige,
y (C) marrén de rata (Kiefer, 2016).

Los depositos de TAB se pueden asociar estrechamente con otros drganos
0 regiones anatomicas de manera fisiolégica, donde asumen funciones diferentes
a las tradicionales. En la piel, glandulas mamarias y médula 6sea, el tejido adiposo
tiene la funcion de modular el crecimiento y regeneracion celular, mediante
sefalizacion paracrina (Zwick et al., 2018).

La distribucion del TAB varia considerablemente segun el género, entre
individuos del mismo género, la edad, estados patoldogicos y en respuesta a
farmacos y hormonas (Sanchez et al., 2016).

La principal funcion del TAB es el mantenimiento de la homeostasis
energética. Cuando el balance energético es positivo, puede almacenar el

excedente como triacilgliceroles (TAG), mediado por la lipoproteina lipasa (LPL).
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Esto previene el depdsito ectopico de lipidos, que traeria efectos adversos. La LPL
se encuentra unida al endotelio vascular, e hidroliza los TAG transportados por los
quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en el torrente
sanguineo. De esta forma, los acidos grasos libres (AGL) y monoacilgliceroles
(MAG) resultantes pueden entrar y ser almacenado en el adipocito (Kwok et al.,
2016; Lee et al., 2014).

En un balance energético negativo, el sistema nervioso simpético y las
catecolaminas y estimulan la lipdlisis (Figura 3) para la liberacién de AGL vy glicerol
a la circulacion. La leptina, liberada por el TAB, incrementa el gasto energético al
actuar en centro hipotalamicos que incrementan el tono simpético. La adrenalina y
noradrenalina, al unirse al receptor B-adrenérgico del adipocito, activan una
proteina quinasa A (PKA) a través del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
que fosforila a la perilipina permitiendo la accion de la lipasa sensible a hormona

(LSH), iniciando la lipdlisis en la gota lipidica (Luo y Liu, 2016).
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Figura 3. A.- Regulacion de la lipdlisis. B.- Lipdlisis en el adipocito blanco. AC, adenilato ciclasa;
AG, &cidos grasos; DAG, diacilgliceroles; G-3-P, glicerol-3-fosfato; GLUT4, transportador de
glucosa tipo 4; MAGL monoacilglicerol lipasa; TAGL, triacilglicerol lipasa. Adaptado de Altarejos &
Montminy, (2011).
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La insulina, en un estado energético alto, inhibe la accion de la lipasa
sensible a hormona al reducir los niveles de AMPc y la actividad de la proteina
quinasa A. Asimismo, la insulina mediante el GLUT4 permite la entrada de glucosa
al adipocito empleada para la sintesis de acidos grasos y TAG (lipogénesis). Por
otro lado, los niveles plasmatico elevados de glucagén durante el ayuno también
son responsables de la activacion de la proteina quinasa A dependiente de AMPc
(Zechner et al., 2012).

Ademas de su funcién energética, el TAB también es reconocido como un
organo enddcrino muy activo. Las adipoquinas, son las citocinas producidas y
secretadas por el tejido adiposo. Estas ejercen una amplia variedad de funciones
sobre la regulacion metabdlica, inmunoldgica e inflamatoria (Fasshauer et al.,
2015).

La leptina, descubierta en 1994, fue la primera adipoquina identificada. Es
un péptido constituido por 167 aminodcidos. Esta codificada por el gen ob,
expresado principalmente en el TAB y en menor grado por el TAM vy otros tejidos.
La leptina ejerce sus funciones al unirse al receptor especifico de leptina (LepRs)
localizado en el sistema nervioso central (Cortese et al., 2019). Su unién con el
receptor LepRs activa las vias de sefalizacion de la Janus quinasa 2 (JAK2) y del
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3), regulando la
homeostasis energética por inhibicion de neuronas orexigénicas (Park y Ahima,
2015).

La adiponectina es la adipoquina mas abundante. Es un péptido formado por
244 aminoacidos codificado por el gen Adipo Q. Existen tres receptores para la
adiponectica, AdipoR1, AdipoR2 y T-cadherina. El primero, tiene una distribucién
generalizada en el organismo, pero es mas abundante en el musculo esquelético.
El receptor AdipoR2 se expresa predominantemente en el higado, siendo el
principal 6érgano blanco de la leptina. Los efectos hepaticos de la adiponectina
incluyen el aumento de la sensibilidad a la insulina y reduccion de la expresion de
enzimas gluconeogénicas como la fosfoenolpiruvato quinasa y la glucosa-6-

fosfatasa, mediante la activacién de la AMPK (Achari y Jain, 2017).
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Otras adipoquinas expresadas en menor cantidad por el TAB son la resistina,
que disminuye la produccion de adiponectina y aumenta la de citocinas
inflamatorias; el TNF-a, la IL-1B e IL-6, que poseen actividad proinflamatoria; la
vaspina, con actividad reguladora de la glucemia y de la ingesta de alimentos; y la
apelina, con actividad regulatoria sobre la lipdlisis, secrecion de insulina y

vasodilatacion (Zhao et al., 2019; Fasshauer et al., 2015).

2.2.2 Tejido adiposo marrén

En 1551, el naturalista suizo Konrad Gessner fue el primero en describir el
tejido adiposo marrén en la region interescapular de marmotas. La identificacion en
humanos del TAM fue hasta principios del siglo XX. En un inicio se creia que el
TAM era activo solo durante la hibernacion, pero su presencia en animales que no
hibernan y humanos contrastaba con tal suposicién. Fue hasta la década de los 60
cuando se evaluo su capacidad termogénica, desempefiando un rol en la regulacion
de la temperatura corporal (Lidell et al., 2014).

En roedores y humanos, el TAM se concentra en depositos discretos
estratégicamente agrupados en regiones con alto flujo sanguineo (Figura 4). En
ratones los mayores depésitos se encuentran en las regiones interespacular,
subescapular y cervical. Depésitos menores estan presentes a nivel del hilio renal
y alrededor de la aorta (de Jong et al., 2015). En humanos, los neonatos poseen un
gran depdsito de TAM interescapular, que va desapareciendo conforme avanza la
edad. Sin embargo, existe evidencia que sugiere que hay un incremento de
actividad del TAM en la adolescencia, especialmente durante la maduracion sexual
y el desarrollo musculoesquelético. En adultos existen pequefios grupos de TAM a
nivel cervical, supraclavicular y paravertebral (Shinoda et al., 2015; Ponrartana et
al., 2013).

Los adipocitos marrones poseen varias caracteristicas distintivas que los
diferencian de los adipocitos blancos. También poseen lipidos en su interior, pero
estos se distribuyen en numerosas pequefias gotas (multilocular) en lugar de una
gran gota como en el TAB (Figura 2 C). Presentan abundantes mitocondrias y una

alta expresion de la proteina desacoplante 1 o UCP-1 (uncoupling protein-1).
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La UCP-1 es una proteina integral encontrada en la membrana mitocondrial
interna (MMI) perteneciente a la superfamilia SLC25 de transportadores de solutos
mitocondriales. Cuando est4 activa, desacopla la formacion de ATP en la cadena
respiratoria, por lo que los equivalentes reductores se disipan en forma de calor. A
este proceso se le denomina termogénesis (Sanchez et al., 2016).

El cuerpo parece tener solo unas cuantas reacciones termogeénicas
ajustables que existen de manera especifica para la produccion de calor vy
constituyen la termogénesis adaptativa. La fuga de H* a través de MMI en el TAM
es la principal responsable de la termogénesis adaptativa. Esta fuga disipa un
gradiente electroquimico de H* (A¥) a través de la MMI y lo convierte en calor a
expensas de la produccidon mitocondrial de ATP. La pérdida mitocondrial de H* en
el TAM esta mediada por la UCP-1 (Bertholet y Kirichok, 2017).

El TAM posee un consumo elevado de glucosa (por expresion elevada del
GLUT1) y de AGL, que sirven como sustrato adicional para la termogénesis.
Investigaciones han demostrado que el TAM también puede regular la homeostasis

de glucosay la sensibilidad a la insulina en ratones (Stanford et al., 2013).

2.2.3 Tejido adiposo beige

Los adipocitos beige (ABg) o “brite” (brown-like-in-white) tienen
caracteristicas morfolégicas tanto de los adipocitos blancos como marrones (Figura
2 B). Poseen nacleo central y mayor cantidad de mitocondrias que el TAM. La
distribucion de las gotas lipidicas es multilocular, pero con mayor variabilidad en el
tamafo de dichas gotas. Los ABg se localizan dentro de los depdésitos de TAB, en
roedores principalmente a nivel inguinal (los mas estudiados) (Kiefer, 2016;
Sanchez et al., 2016).

Estos adipocitos surgen por sefiales o factores externos, como la
estimulacién de la actividad simpética durante la exposicion cronica al frio, la
administracion de farmacos agonistas del B3-AR, el ejercicio 0 compuestos
bioactivos de ciertos alimentos. En humanos aun no se sabe con certeza si existe

algun precursor de los adipocitos relacionado con la diferenciacion hacia adipocito
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beige, ni si tal proceso es realmente un fendmeno fisiolégico (Mulya y Kirwan,
2016).

La funcién primaria de los ABg es la generacién de calor para la regulacion
de la temperatura corporal. El TABg puede expresar niveles de UCP-1 similares a
los del TAM, sin embargo, en roedores la cantidad de UCP-1 en todo el tejido
adiposo inguinal es mucho mas baja que la de todo el TAM, lo que indica que la
mayor parte de la termogénesis ocurre en el TAM (Kaisanlahti y Glumoff, 2019).
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Figura 4. Distribucién anatomica de los principales depdsitos de tejido adiposo en rata y humano.
Marrén: TAMc, cervical; TAMiI, interescapular; TAMs, subescapular, TAMsc, supraclavicular;
TAMax, axilar; TAMpv, paravertebral; subcutaneo/beige: TABsa, subcutaneo anterior; TABing,
inguinal; blanco visceral: TABm, mesentérico; TABTr, retroperitoneal; TABpg, perigonadal; TABv,
visceral. Adaptado de Sanchez et al. (2016).

2.3 Marronizacion

Al proceso de formacién de TABg a partir del TAB se le conoce como
marronizacion. En roedores, ocurre predominantemente en el TAB inguinal y
subcutaneo, aunque también se ha demostrado que el TABv puede experimentar

una marcada remodelacion termogénica. A este fenomeno se le ha asociado con
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proteccion contra la obesidad, debido al gasto de energia quimica
significativamente mayor por incremento de la oxidacion de acidos grasos y glucosa
para la generacién de calor (Kiefer, 2016).

Un sello distintivo en la marronizacién es la presencia de la proteina UCP-1
en los ABg dentro de los depdsitos de TAB. El proceso de marronizacion, y por
consiguiente la termogénesis, puede ser estimulada por factores externos como
exposicion al frio, medicacion y ejercicio fisico (Contreras et al., 2016).

Se han identificado compuestos bioactivos en alimentos de origen vegetal
que, a través de mecanismos epigenéticos, como la regulaciéon de microARNS,
pueden inducir la marronizacion del TAB. Polifenoles como la quercetina, las
isoflavonas y la EGCG se han relacionado con la expresion de diversos microARNs
involucrados en las vias de marronizacion del TAB (Lorente et al., 2019).

El ntcleo arqueado hipotaldmico juega un rol importante en la marronizaciéon
del TAB a través de las neuronas pro-opiomelanocortina (POMC), sensibles a la
sefalizacion sinérgica de la insulina y la leptina. Por otro lado, la estimulacion de
las neuronas AgRP (proteina r-agouti) suprime la marronizacion del TAB. La
inflamacion hipotalamica, que ocurre en la obesidad, deteriora la sefializacion de la
leptina e insulina en este tejido, consecuentemente, puede disminuir el proceso de

marronizacion (da Cruz et al., 2018).

2.3.1 Expresidon génica en la marronizacion

Los ABg tienen una firma genética muy similar a los adipocitos blancos en
condiciones basales. No obstante, en respuesta a estimulacion con agonistas
adrenérgicos, u otros factores, la expresion de marcadores genéticos del TAM se
ve inducida en los ABg. Por ende, las caracteristicas funcionales y moleculares de
los adipocitos marrones son reproducidas.

La expresion de varios genes termorrelaguladores como Ucp-1, Cidea (Cell
Death-Inducing DFFA-Like Effector A) o el Cox8b (Citocromo C Oxidase Subunit
VIlib, ha sido empleada para evaluar la induccion de la transformacion de TAB en
TABg (Garcia et al., 2016).
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Los adipocitos beige expresan marcadores genéticos Unicos tal como Thx1,
Tmem26 y Cd137, que no son expresados por los adipocitos blancos, ni por lo
adipocitos marrones (Stanford et al., 2015). Sin embargo, aun no esta claro si el
empleo de estos marcadores para medir el grado de marronizacioén en el TAB, es
mMas preciso que la evaluacion de la transcripcion de los genes termorreguladores.

La proteina quinasa p38 activada por mitdgenos (p38 MAPK) constituye una
importante via identificada en marronizacion. Esta puede ser inducida por distintas
moléculas como la irisina, el péptido natriurético auricular y la proteina morfogénica
O0sea 7 (BMP7) (Lonzetti et al., 2017). La BMP7, también llamada proteina
osteogénica-1 (OP-1) actia como un mediador autécrino inductor de la
marronizacion (Klusoczki et al., 2019).

Tras la activacion de la p38 MAPK, se induce al coactivador 1a del receptor
activado por proliferador de peroxisomas (PPARGC1A o PGC-1a), codificado por
el gen Pgc-1q, identificada como la principal proteina reguladora de la biogénesis
mitocondrial. EI dominio PR 16 (PRDM16) es una proteina que también se ha
identificado en el proceso de marronizacion con la induccion de las proteinas
termorreguladoras UCP-1 y CIDEA.

Diversos estudios han evaluado los efectos de compuestos de alimentos
sobre el tejido adiposo. En modelos in vitro con células 3T3-L1 se ha demostrado
que el acido trans-cinamico, contenido en la corteza de Cinnamomum cassia
(canela), incrementa la expresion de los genes Pgc-la, Prdml16 y Ucp-1, en
concentraciones de 200 uM (Kang et al, 2019). También el extracto de Theobroma
cacao suprime la diferenciacién de los adipocitos blancos a través de la regulacion
negativa de los genes Pparyy CebpA (Yamashita et al., 2018).

El té verde, oolong, negro y pu-ehr, derivados de Camellia sinensis, también
han mostrado en modelos animales con ratas SD (Sprague Dawley) y ratones ICR
(Institute of Cancer Research), el incremento de la expresiéon del gen Ucp-1 en el
TABsc (Yamashita et al., 2014; Chen et al., 2017).
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2.4 Modelo animal

Durante los siglos XVIII y XIX se desarrollaron ampliamente los modelos
animales. Desde entonces, se han utilizado para investigar los principios basicos
de la vida, asi como para mejorar la comprensién y el tratamiento de las
enfermedades humanas. Esto es posible por la implementacion de entornos de
experimentacion controlados que imitan las condiciones fisiologicas y patoldgicas
en organismos modelo (Andersen y Winter, 2019).

La mayoria de los modelos animales de obesidad utilizan roedores (ratas o
ratones). EI modelo de obesidad inducida por la dieta (OID) imita mejor el estado
de obesidad comun en humanos, que la mayoria de los modelos genéticamente
modificados, y puede ser la mejor opcién para evaluar futuros tratamientos (Lutz et
al., 2012).

2.4.1 Dieta de cafeteria

Mientras que las dietas tipicas altas en grasas inducen facilmente el aumento
de peso en ratas, existe un modelo mas sélido de obesidad inducida por la dieta
basado en alimentar a las ratas con una dieta muy apetecible y de alta densidad
energética (tocino, galletas, helado, papas fritas), la dieta de “cafeteria”. En esta
dieta, el 45% de las kilocalorias derivan de grasa y carbohidratos refinados
afiadidos (Johnson et al., 2016).

El consumo regular de la dieta de cafeteria permite el desarrollo de
resistencia a la insulina e hiperglucemia. Ademas, genera hiperfagia que contribuye
al desarrollo de obesidad y consecuencias relacionadas a un estado inflamatorio
cronico de bajo grado. Se ha visto que este tipo de dieta tiene un efecto a nivel
central, en los receptores dopaminérgicos D2, involucrados en la sensacion de
recompensa, lo que genera adiccion y explica el alto consumo de alimentos

(Robertson y Rasmussen, 2017).
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2.5 Camellia sinensis y matcha

El té es una bebida aromatica que se prepara al infusionar las hojas de la
planta Camellia sinensis. Después del agua, el té es la bebida mas consumida
alrededor del mundo. (Kaur y Kaur, 2019). Las dos principales variedades de C.
sinensis son Camellia sinensis sinensis y Camellia sinensis assamica. El botanico
inglés Robert Sealy determiné que el lugar de origen de la variedad sinensis es el
distrito de Yunnan en China. La variedad assamica es nativa de las zonas calidas
de Tailandia, Laos, Vietnam y sur de China. Hoy en dia, Camellia sinensis es
cultivada en regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo (Shrivastava
et al., 2018).

Existen diferentes tipos de té que pueden clasificarse en cuatro clases, de
acuerdo con su grado de fermentacion: sin fermentar, como el té blanco y el té
verde; semifermentado, té oolong; fermentado, té negro, y post-fermentado el té
pu-erh. De C. sinensis sinensis se producen el té verde, blanco, oolong y negro,
mientras que de C. sinensis assamica se producen té oolong, negro y pu-erh. Todas
estas variedades de té poseen diferentes caracteristicas organolépticas y
nutricionales (Senanayake et al., 2015).

El té verde se produce a partir de las hojas frescas de la planta, que tras su
recoleccion pasan por un proceso de aplicacion de vapor y calor. Esto inactiva a la
enzima termolabil polifenol oxidasa impidiendo la oxidacion de compuestos con
actividad bioldgica, incrementando su cantidad en comparacién con otros tipos de
té (Saric et al., 2017).

El matcha es un tipo de té verde pulverizado obtenido de la variedad llamada
Tencha. Hace siglos era preparado y consumido en los rituales de los budistas Zen
en China, después fue llevado a Japon. En la actualidad, el matcha es poco
consumido en China, pero en Japon es muy comun. La produccién de matcha
difiere con la del té verde clasico, ya que se elabora a partir de los brotes y hojas
joévenes de C. sinensis que han sido parcialmente sombreados por unas cuantas
semanas previo a su recoleccion. Posterior a la aplicacion de vapor y secado, las

hojas se pulverizan con un molino de piedra. Para su consumo tradicional, el
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matcha se prepara agitandolo en agua caliente con un batidor especial hecho de
bambu (chasen) en un tazén de porcelana (chawan) (Topuz et al., 2014).

La planta C. sinensis poseen distintos compuestos bioactivos como
polifenoles, metilxantinas, clorofila y teanina. Las hojas de Tencha, utilizadas en la
produccion de matcha, por su particular forma de cultivo presentan mayores
cantidades de clorofila y la teanina, que aportan una coloracion verde mas vibrante
y un sabor menos amargo, respectivamente, en comparacion con otros tipos de té.

Los compuestos bioactivos mas abundantes en el matcha son los
polifenoles, cuantificados en un rango de 169-273 mg equivalentes de acido
galico/g (Kockman et al., 2021). Dentro de los tipos de polifenoles, pueden
encontrarse flavanoles, flavandioles y acidos fendlicos, pero las catequinas son por
mucho los compuestos fendlicos predominantes en el matcha y otras variedades
de té verde.

Las catequinas llegan a constituir del 5 al 10% del peso seco del matcha, y
son mas abundantes en las variedades de té verde (5.46-7.44 mg/g) en
comparacién con el té negro (0-3.47 mg/g) (Adnan et al., 2013). Los principales
tipos de catequinas (Figura 5) que muestran actividad biolégica son (+)-catequina,
(-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-galocatequina galato, (-)-epicatequina
galato y (-)-epigalocatequina galato (EGCG) (Komes et al., 2010; Oz, 2017).

Tales compuestos presentan alta actividad antioxidante debido a su
capacidad para neutralizar radicales libres y por incrementar la actividad de
enzimas como la glutation peroxidasa y la catalasa (Kockman et al., 2021). Por tal
motivo, las catequinas han mostrado efectos positivos relevantes en la salud como
actividad antibacterial, antimutagénica, hipocolesterolémica, antialérgica, entre
otros. Asimismo, en algunos estudios clinicos se ha reportado que el matcha puede
incrementar la utilizacion de acidos grasos como sustrato energético durante el
ejercicio (Willems et al., 2020), sugiriéndose que las catequinas son las principales
responsables de este efecto.

La EGCG, o epigalocatequina-3-O-galato, es la mas numerosa de las

catequinas presentes en el matcha, representando hasta el 50% del total. Ademas,
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la EGCG posee la mayor actividad antioxidante entre las catequinas (Fujioka et al.,
2016; Phongnarisorn et al., 2018).

R1 R4
Catequina OH H
Ho Epicatequina OH H
Epigalocatequina OH OH
Epicatequina galato Galato H

Epigalocatequina galato (EGCG) Galato  OH

Figura 5. Estructura de las principales catequinas encontradas en el matcha (Phongnarosorn et
al., 2018).

La clorofila es otro compuesto bioactivo que posee actividad antioxidante y
antiinflamatoria importante. Las hojas de Tencha poseen mayores cantidades de
clorofila que el té verde convencional (5.65 mg/g y 4.33 mg/g, respectivamente)
(Kockman et al., 2021).

La teanina es el aminoacido mas abundante en las hojas de té verde y en el
matcha. Es un analogo del L-glutamato y un aminoacido no proteico. En el matcha
el contenido de teanina se ve incrementado debido al sombreado de la planta
durante su cultivo, condicionando menor degradacion de este aminoacido. En
modelos animales y estudios clinicos se ha demostrado que disminuye la ansiedad
derivada del estrés psicoldgico (Unno et al., 2018).

El matcha también contiene metilxantinas como la cafeina y dos
dimetilxantinas isoméricas menores, teobromina y teofilina, que son responsables
de los efectos levemente estimulantes del té. Ademas, el matcha es una fuente
dietética de polisacaridos no digeribles, vitaminas del complejo B, vitamina C,
vitamina E y minerales como potasio, manganeso y zinc (Komes et al., 2010).

El té verde consumido como matcha, asegura la ingesta de todos los
compuestos de la hoja, ya que contiene tanto las partes solubles como las
insolubles en agua, a diferencia de la infusiébn convencional de té verde (Xu et al.,
2016).
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3. JUSTIFICACION

El consumo de matcha se ha popularizado en afios recientes. En
comparacion con otros productos derivados de C. sinensis, como el té verde o té
negro, el consumo de compuestos bioactivos en la bebida de matcha es mayor.
Esto se debe a que no se consume una infusion convencional, ya que la hoja
completa de la planta va incluida en la bebida. Con ello, ademas de contener
compuestos hidrosolubles, se ingieren también los liposolubles, que suelen estar
poco presentes en otro tipo de preparaciones.

Existen investigaciones que sugieren que los polifenoles encontrados en las
variedades de té pueden incrementar la utilizacion de los acidos grasos como
sustrato energético, asi como inducir la expresion de genes involucrados en la
marronizacion. Tal proceso incrementa el gasto energético colaborando con la
disminucién de la masa grasa. Sin embargo, con el matcha, un producto de mayor
calidad nutrimental, no se han realizado estudios especificos que demuestren que
induzca la marronizacion del tejido adiposo blanco.

Llevar a cabo esta investigacion podra determinar el potencial del consumo
de matcha (C. sinensis) como una alternativa natural en el tratamiento de la
obesidad, que podria ser integrado a la dieta regular de los pacientes junto con

otros cambios en el estilo de vida.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El consumo de matcha (Camellia sinensis) inducird el proceso de marronizacion
sobre el tejido adiposo blanco en ratas Wistar macho alimentadas con dieta de

cafeteria?

5. HIPOTESIS

El consumo de matcha (Camellia sinensis) induce el proceso de marronizacion del

tejido adiposo blanco en ratas Wistar macho alimentadas con dieta de cafeteria.
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6. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacién con matcha (Camellia sinensis) sobre la
marronizacion del tejido adiposo blanco en ratas Wistar macho alimentadas con
dieta de cafeteria

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la suplementacion con matcha (Camellia sinensis)

sobre el peso, la ingesta y la glucemia en ratas Wistar macho.
2. Analizar el efecto de la suplementacién con matcha (Camellia sinensis)

sobre la expresion de genes relacionados con la marronizacién del tejido

adiposo blanco en ratas Wistar macho, utilizando PCR en tiempo real.
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7. METODOLOGIA

7.1 Diseio experimental

El presente proyecto corresponde a un estudio experimental aleatorizado.
Para el cumplimiento de los objetivos general y especificos se realiz6 un modelo
animal con 15 ratas Wistar macho de 6 semanas de edad, procedentes de Circulo
ADN S.A. de C.V. Los animales se aclimataron durante 2 semanas con libre acceso
a agua y pienso estandar, temperatura controlada de 21 °C y periodos de
luz/oscuridad de 12 horas en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias
de la Salud (CIDICS) en la Unidad de Apoyo e Investigacion en Modelos Bioldgicos.

Posterior a la aclimatacion, se dividieron de manera aleatoria en tres grupos
de 5 ratas cada uno (grupos control, cafeteria y cafeteria con suplementacion). A
cada grupo se le administré distinto tipo de dieta ad libitum durante 15 semanas
(Figura 6). Se registro el peso de las ratas una vez por semana mediante una
balanza granataria. La ingesta de alimento se estimo 3 veces por semana, restando

la cantidad no consumida por la rata al peso de la dieta proporcionada (50 g/dia).

Edad 6 8 23

(semanas)
Aclimatacién 15 semanas

Control (CTR)

Dieta estandar
N=15 y agua Cafeteria (CAF)

ad libitum

Cafeteria con matcha (CAF SUP)

Dietas ad libitum

12 h de ayuno

Recoleccion y
almacenamiento de
tejidos a -80 °C '
Sacrificio

Figura 6. Estructura general del disefio experimental.
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Previo al sacrificio, las ratas pasaron por un periodo de ayuno de 12 horas y

se cuantifico la glucosa por glucometria. Mediante un equipo de diseccion se

recolectaron las muestras de tejido adiposo epididimal, mesentérico, subcutaneo,

retroperitoneal y marron, asi como el higado. Todas las

almacenadas en ultracongelacion a -80 °C hasta su andlisis.

muestras fueron

Variable

Tipo

Definicion operacional

Unidad y método de
medicion

Dieta control

Dieta de
cafeteria

Dieta de
cafeteria
suplementada
con matcha

Peso corporal

Ingesta

Glucemia
periférica
Expresion del
gen Actb

Expresion
relativa del gen
Bmp7
Expresion
relativa del gen
Pgc-la

Independiente
cuantitativa

Independiente
cuantitativa

Independiente
cuantitativa

Dependiente
cuantitativa

Dependiente
cuantitativa

Dependiente
cuantitativa

Independiente
cuantitativa

Dependiente
cuantitativa

Dependiente
cuantitativa

Dieta regular de las ratas del grupo
control, constituida por subproductos
de cereales, proteinas de pescado,
aceite vegetal, enriquecida con
minerales

Dieta obesogénica administrada a
las ratas del grupo cafeteria, con alta
proporcion de grasas y azUcares
refinados que representa el patrén de
dieta occidental

Dieta de cafeteria que ha sido
adicionada con matcha organico a
una dosis de 100 mg/kg de peso de
la rata por dia

Cantidad total de masa corporal de
cada rata

Proporcion de la dieta consumida por
la rata

Concentraciéon de glucosa libre en
sangre periférica

Expresion del gen que codifica para
la B-actina, que sera usado como
referencia para evaluar la expresion
de los demas genes

Expresion del gen que participa en la
diferenciacion de preadipocitos a
adipocitos beige y marron

Expresion del gen involucrado en la
biogénesis mitocondrial en tejido
adiposo

Gramos
Balanza granataria

Gramos
Balanza granataria

Gramos
Balanza granataria y
analitica

Gramos
Balanza granataria

Gramos
Balanza granataria

mg/dl
Glucémetria

Unidades de expresion
relativa
RT-gPCR

Porcentaje
RT-gPCR

Porcentaje
RT-qPCR
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Expresion Dependiente Expresion del gen que regula la Porcentaje
relativa del gen cuantitativa generacién de adipocitos beige y RT-gPCR
Prdm16 marrones

Tabla 2. Operacionalizacion de variables.

7.2 Criterios de seleccion de la muestra

7.2.1 Criterios de inclusion
En este proyecto de investigacion se incluyeron animales con las siguientes
caracteristicas:
e Ratas macho del género y especie Ratus norvegicus.
e Cepa Wistar

e 6 semanas de edad

7.2.2 Criterios de exclusion
e Ratas de distinta cepa o0 sexo

e Mal estado de salud

7.2.3 Criterios de eliminacién
e Enfermedad que comprometa la ingesta y estado general del animal
e Muerte del animal

e Muestras insuficientes

7.3 Dietas experimentales

Las caracteristicas energéticas de las dietas que fueron administradas a

cada grupo experimental se detallan en la tabla 3.

Dieta control. Se utilizo pienso estandar Rodent Lab Chow Diet 5001 de la firma
LabDiet.
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Dieta de cafeteria. Se elabord con galletas maria, papas fritas, pienso, tocino,
jarabe de chocolate y paté, en proporcién 1:1:1:1:1:2, respectivamente. Los
ingredientes fueron molidos con un procesador de alimentos para ser mezclados

de forma homogénea.

Dieta suplementada. La base para su elaboracion fue la dieta de cafeteria, con los
mismos ingredientes y proporciones. Se afiadié matcha organico adquirido en HEB
S.A. de C.V,, calculado a una dosis de 100 mg/kg/dia. La dosis se determino por
consenso tras la revision de distintos articulos que utilizaron extractos de té verde
y matcha en modelos murinos, con propésitos diferentes o similares a los de este
proyecto. Con esta dosis no se reportd toxicidad en los animales y se obtuvieron
resultados estadisticamente significativos (Yamabe et al., 2009; Chen et al., 2017;
Unno et al.,, 2018). Se tomd el peso promedio del grupo semanalmente para

actualizar la dosis de matcha

Kcal por cada Control Cafeteria Cafeteria

100 g suplementada
Totales 335 kcal 372 kcal 372.2 kcal
Carbohidratos 190.95 145.08 145.14

Lipidos 43.55 182.28 182.35
Proteinas 100.5 44.64 44.74

Matcha - - 100 mg/kg/dia

Tabla 3. Contenido energético total y distribucién por macronutrientes de las dietas
experimentales.

7.4 Glucemia periférica

La determinacion de la glucosa se realizO mediante el glucometro Accu-
Check Aviva system (Roche Diagnostics). De la porcion distal de la cola de la rata
se tomd6 una pequefia muestra de sangre, que se colocé sobre la zona de lectura

delimitada en la tira reactiva.
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El glucédmetro posee un biosensor cuyo principio se basa en la medicion de
la cantidad de electrones generados por la reaccion de sustancias electroactivas
con la glucosa de la sangre. Ante la presencia de la coenzima PQQ (pirroloquinolina
quinona), la enzima glucosa deshidrogenasa en la tira reactiva, convierte la glucosa
de la muestra sanguinea en gluconolactona. La reaccion enzimatica produce una

corriente eléctrica que el glucémetro interpreta a un valor de glicemia.

Materiales y reactivos:
- Accu-Check Aviva system (Roche Diagnostics)

- Tiras reactivas Accu-Check Aviva system (Roche Diagnostics)

7.5 Expresion génica

La PCR en tiempo real se utilizé para medir los niveles de expresion de
genes seleccionados a nivel del tejido adiposo. La expresion relativa de cada ARNm
de interés se calcul6 en funcion de un gen de referencia de expresion estable
(housekeeping), que se determind para el tipo de tejido y condicion experimental.

Se analiz6 la expresion de los genes Bmp7, Prdm16 y Pgc-1a en el tejido
adiposo epididimal y mesentérico (Tabla 4). Tales genes estan involucrados en el
proceso de marronizacion del tejido adiposo blanco. Como gen de referencia se
emple6 el gen Actb, que codifica para la proteina B-actina, constituyente del

citoesqueleto celular.

7.5.1 Aislamiento de ARN

Para el aislamiento de ARN total del tejido adiposo se empleé el RNeasy Mini
Kit (Qiagen), el cual esta basado en un método de absorcidén. Esta tecnologia
combina las propiedades de union selectiva de una membrana de silice con la
velocidad de microspin. El tampon especializado de alto contenido en sal permite

que 100 pug de ARN de mas de 200 bases se unan a la membrana de silice del Kit.
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Gen Nombre genérico Cebadores Forward (F) y Reverse (R)

Actb B-actina F: ACAGGATGCAGAAGGAGATTAC
R: ACAGTGAGGCCAGGATAGA
Bmp7 Proteina morfogénica 6sea F: CGCTCCAAGACTCCAAAGAA
R: GGTCTCGGAAGCTAACATACAG
Pgc-1a Coactivador 1o del receptor F: GCCGGAGCAATCTGAGTTAT
activado por proliferador de R: GATCACCAAACAGCCGTAGA
peroxisomas
Prdm16 Dominio PR 16 F: GCAGACCCTGTGGGAGTCCTGAAA

R: GCTCCCCTGTGTGTGTCCTCAGAT

Tabla 4. Secuencia de cebadores que se utilizardn en la PCR en tiempo real (Chen et al., 2017).

El procedimiento para la extraccion se llevé a cabo siguiente el protocolo del
fabricante, con modificacion en la cantidad de muestra, utilizando 150 mg de tejido

adiposo en lugar de los 30 mg que indica el kit:

Protocolo de extraccién de ARN (RNAeasy Mini Kit)

1. Anadir 150 mg de tejido adiposo a tubo de microcentrifugacion y agregar 600
uL de Buffer RLT y una perla metalica.
Homogeneizar mediante el equipo TissueLyser durante 4 minutos.

3. Sacar la perla con apoyo de una gradilla magnetizada y centrifugar a 20,000
rpm por 3 minutos.

4. Agregar el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifugado.

5. Afnadir 600 pL etanol al 70% vy transferir 700 uL a una columna de
centrifugacion.

6. Centrifugar por 20 segundos a 8,000 rpm y desechar el liquido del tubo de
coleccion de la columna.

7. Afadir 700 uL de Buffer RW1 a la columna de centrifugacion y centrifugar
por 20 segundos a 8,000 rpm y desechar nuevamente el liquido del tubo de

coleccion.
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8. Agregar 500 uL de Buffer RPE a la columna y centrifugar por 20 segundos a
8,000 rpm y desechar el liquido del tubo de coleccién.

9. Afadir nuevamente 500 puL de Buffer RPE a la columna y centrifugar por 2
minutos a 8,000 rpm.

10.Pasar la columna de centrifugacibn a un nuevo tubo de coleccién y
centrifugar por 1 minuto a 20,000 rpm.

11.Colocar la columna de centrifugacion en un nuevo tuvo de coleccion (1.5 mL)
y afiadir 35 uL de agua libre de ARNasas directamente en la membrana de
silice de la columna y centrifugar por 1 minuto a 8,000 rpm.

12.Almacenar el tubo de coleccion con la muestra de ARN total a -80 °C hasta

su andlisis.

7.5.2 Andlisis cuantitativo del ARN

La cuantificacion del ARN se realiz6 mediante espectroscopia UV (Sharkey
et al., 2004). El método se basa en escalar la absorbancia de la muestra de ARN
purificada a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La relacion A260/A280 > 1.80
indica una pureza satisfactoria del ARN aislado. Un valor mas bajo indica la
presencia de contaminantes, tales como proteinas y ADN (Vomelova et al., 2009).

La cantidad y pureza de ARNm aislado se cuantificé utilizando el
espectrofotometro NanoDrop 8000 (Thermo Scientific) a longitudes de onda de 260
y 280 nm. La absorbancia a 260 nm corresponde al pico de absorbancia de los

acidos nucleicos y a 280 nm con el pico de absorbancia de proteinas.

7.5.3 Retrotranscripcion

Para la produccion de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN
obtenido se llevé a cabo una reaccion de retrotranscripcion, la cual se realiz6
mediante el protocolo del kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). Este método permite la amplificacion de ADNc utilizando como
cebadores una mezcla de random primers (cebadores de secuencia aleatoria), que
amplifican toda la poblacion de ARNs de la muestra. Para la retrotranscripcion se

utilizé el termociclador GeneAmp PCR System 2400 de Roche y se emplearon los
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siguientes reactivos para la preparacion de la 2X RT master mix, con los volumenes

necesarios por reaccion:

e 10X RT Buffer — 2.0 uL

e 25X dNTP Mix (100 mM) — 0.8 pL

e 10X RT Random Primers — 2.0 pL

e MultiScribe™ Reverse Transcriptase — 1.0 pL

e Agua libre de nucleasas — 4.2 uL

Para cada reaccioén se utilizaron 500 ng de ARN total, calculando el volumen
de muestra con los resultados de la cuantificacion del NanoDrop 8000. La

preparacion de la reaccion se realizo siguiendo el protocolo del Kit:

1. Anadir 10 puL de 2X RT master mix a un tubo de PCR.
2. Agregar al tubo de PCR el volumen de muestra calculada con 500 ng de
ARN total (méximo de 10 uL) y homogeneizar 2 veces con la micropipeta.

3. Cerrar el tubo y colocar en minicentrifuga de 5 a 7 segundos.

Inmediatamente, los tubos se colocaron en el termociclador, el cual se

programé con las siguientes temperaturas y tiempos:

e 25 °C por 10 minutos (extension de hexameros)
e 37 °C por 120 minutos (sintesis de ADNc)

e 85 °C por 5 minutos (inactivacion de la transcriptasa reversa)

Posterior a la reaccion de retrotranscripcion, las muestras generadas de

ADNCc se almacenaron a -20 °C hasta la realizacién de la RT-gPCR.

7.5.5 RT-qPCR
Para la PCR en tiempo real se utilizo el equipo termociclador Light Cycler

480 (Roche), que permite la rapida amplificacion del producto y su monitorizacion
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en tiempo real. Para cada reaccion de PCR se afiadieron los siguientes reactivos

y volimenes en microtubos:

e TagMan Gene Expression Master Mix — 5 pL
e TagMan Gene Expression Assay — 0.5 uL
e ADNCc de cada muestra— 1 uL

e Agua libre de nucleasas — 3.5 uL

Tras homogeneizar el contenido de los microtubos se procedio a colocar la
mezcla de reaccion en una placa de PCR de 96 pocillos (10 uL de mezcla por

pocillo). La placa se incub6 en el termociclador con el siguiente protocolo:

e 50 °C por 2 minutos (incubacion de la uracilo ADN glicosilasa -UDG-)
e 95 °C por 10 minutos (inactivaciéon de la UDG y activacion de la ADN
polimerasa)
e 50 ciclos de:
= 95 °C por 15 segundos (desnaturalizacion)
= 60 °C por 1 minuto (hibridacion)

Las reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado para cada una
de las muestras y con todos los genes. También se emplearon pocillos sin muestra
de ADNc, siendo los controles negativos que aseguraron la ausencia de
contaminacion.

La expresion relativa de los genes seleccionados se calculd con base en el

valor del ciclo umbral (Ct) registrado en el Light Cycler 480 Software (Roche).
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados estan presentados como la media * el error estandar de la
media (EEM). En el andlisis estadistico se empleo el programa SPSS version 25.0
y para estudiar las diferencias entre grupos de experimentacién se utilizaron los
métodos ANOVA de 1 factor con prueba post hoc de Tukey y Kruskal-Wallis. Se
realizé la prueba t de Student para comparaciones simples entre los grupos CTR y

CAF. Se consider6 un valor p < 0.05 como estadisticamente significativo.
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9. RECURSOS

El proyecto se desarroll6 en la Unidad de Modelos Bioldgicos y en la Unidad
de Gendmica del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud
(CIDICS). En dichas areas se contd con los equipos, materiales y reactivos

necesarios para el cumplimiento de los objetivos especificos.

9.1 Financieros

Este proyecto fue financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) y por el Programa para el Desarrollo Profesional Docente
(PRODEP).

9.2 Humanos

Durante el desarrollo del proyecto se contdé con la participacion de
investigadores, técnicos de laboratorio y asistentes de la Unidad de Investigacion
en Nutricién, asi como de la Unidad de Gendmica del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS).
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10. CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

Este proyecto de investigacion cumplio con las disposiciones y lineamientos
de trabajo en laboratorio sentados por el Comité Institucional de Bioseguridad del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) y por el
Comité de Bioética en Investigacion en Ciencias de la Salud (COBICIS) de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

Los comités se apegan a lo establecido en tres normas mexicanas:

¢ NOM-062-Z0O0-1999 Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado

y uso de los animales de laboratorio. Comprende las disposiciones generales

sobre identificacién, tipo de jaulas, manejo del animal, alimento, y demas.

e Ley Federal de Sanidad Animal (Reforma 07-06-2012). Especifica las
medidas zoosanitarias para proteger la salud y bienestar de los animales.
e Ley de proteccion y bienestar animal para la sustentabilidad del estado de

Nuevo Ledn. Referente a la atencion de los animales por un Médico

Veterinario Zootecnista para asegurar su bienestar y sobre métodos de

sacrifico o eutanasia, principalmente.

El principio de las Tres Erres en la experimentacion animal “Reemplazar,
Reducir y Refinar’ se aplicé para la disminucion del sufrimiento y estrés de los
animales.

Para ingresar y trabajar en el bioterio se utlizaron bata, guantes,
cubrezapatos y cubrebocas. De igual manera, en el laboratorio se empled bata,
guantes y lentes protectores durante el desarrollo. Todo objeto punzocortante tras
su uso se almacend en un contenedor rojo para punzocortantes. Los residuos no
anatomicos, como sangre se dispusieron en bolsas rojas.

Los residuos biologicos fueron desechados en bolsas RPBI (Residuos
Peligrosos Biologico-Infecciosos) que posteriormente se congelaron y incineraron,
de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos biologico-infecciosos - Clasificacion vy

especificaciones de manejo.
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11. RESULTADOS

11.1 Objetivo especifico 1
Efecto de la suplementacion con matcha (Camellia sinesis) sobre el peso, la

ingesta y la glucemia en ratas Wistar macho.

11.1.1 Peso corporal e ingesta de alimento
Para evaluar el efecto de la suplementacion con matcha sobre el peso de las
ratas, se registré dicho parametro una vez por semana. En la figura 7 se muestran
los pesos corporales promedio de cada grupo durante 15 semanas. El bioensayo
inicié con pesos promedio sin diferencia estadistica en los tres grupos (semana 0).
A partir de la semana 7, mediante la prueba Kruskal-Wallis, se encontro

diferencia estadistica entre los pesos de los grupos CTR y CAF (446.90 £ 8.56 g y
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Figura 7. Evolucion del peso corporal durante 15 semanas. CTR, grupo control; CAF, grupo
cafeteria; CAF SUP, grupo cafeteria suplementada. Los datos son la media + el error
estandar de la media (EEM). Se realiz6 la prueba Kruskal-Wallis para analizar las diferencias
de la media entre grupos (n = 5 ratas/grupo). + p < 0.05 (CTR vs. CAF); *p < 0.05 (CTR vs.
CAF SUP). T prueba t de Student p < 0.05 (CTR vs. CAF).
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526.98 £ 29.22 g, respectivamente). Entre los grupos CTR y CAF SUP los pesos
mostraron diferencia significativa a partir de la semana 11 (495.60 + 10.89 g y 609
+ 35.09 g, respectivamente). Los pesos de los grupos CAF Y CAF SUP no
presentaron diferencia estadistica durante todo el bioensayo. En la semana 15 el
peso corporal del grupo CAF SUP (668.74 + 43.80 g) fue ligeramente superior al
grupo CAF (666.80 + 35.68 g), pero no fue estadisticamente significativo.

Para analizar el efecto de la dieta de cafeteria en el peso, se realizaron
comparaciones simples entre los grupos CTR y CAF mediante la prueba t de
Student, obteniendo significancia estadistica desde la semana 5 hasta el final del
bioensayo.

En la figura 8 se muestra la ingesta de alimento promedio por rata durante
15 semanas. A excepcion de las semanas 2 y 3 del bioensayo, la ingesta de los
grupos CAF y CAF SUP fue superior al control. Entre los grupos con dieta de

cafeteria la ingesta no tuvo diferencia estadistica.
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Figura 8. Ingesta de alimento durante 15 semanas. CTR, grupo control; CAF, grupo
cafeteria; CAF SUP, grupo cafeteria suplementada. Los datos son la media + EEM. Se
realiz6 la prueba ANOVA de un factor con prueba post hoc de Tukey (n = 5 ratas/grupo). +
p < 0.05, ++ p < 0.01, +++ p < 0.001 (CTR vs. CAF); * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001
(CTR vs. CAF SUP).
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La dosis de matcha adicionada a la dieta de cafeteria fue de 100 mg/kg/dia.
Sin embargo, las ratas del grupo CAF SUP no consumian en su totalidad la dieta
proporcionada (al igual que los otros grupos), por ello se realiz6 un célculo y la dosis
consumida fue de 65.79 + 3.44 mg/kg/dia.

En la tabla 5 se muestran distintas variables relacionadas con el peso y la
ingesta de alimento, donde la ganancia de peso, la ingesta total de alimento, la
ingesta diaria de alimento y la ingesta total de calorias fueron superiores en los
grupos CAF y CAF SUP que en el grupo CTR.

Variable CTR CAF CAF SUP

Peso inicial (g) 259.47 + 8.262 260.42 £ 7.922 257.15 £ 3.342
Ganancia de peso (g) 269.98 + 6.70° 408.32 + 29.392 411.02 + 46.862
Ingesta total de alimento (g) 2854.87 + 44.242 3394.63 + 128.15 3443.63 +119.11°
Ingesta diaria de alimento (g) 27.19 £ 0.42° 32.33+1.222 32.79+1.13?
Ingesta total de calorias (kcal) 9563.81 + 148.212 12628.04 + 476.71° 12810.31 + 443.11°
Eficiencia energética (/100 kcal)  2.82 + 0.03° 3.21+0.12° 3.17 £0.27°

Tabla 5. Efectos de las dietas experimentales sobre variable de peso, ingesta y eficiencia
energética. CTR, grupo control; CAF, grupo cafeteria; CAF SUP, grupo cafeteria suplementada.
Los datos son la media £ EEM. Letras distintas por fila (a, b) indican diferencia significativa
(p < 0.05) mediante ANOVA de un factor con prueba post hoc de Tukey (n = 5 ratas/grupo).

11.1.2 Pesos de tejidos

Los pesos de los distintos tejidos adiposos recolectados se muestran en la
figura 9. Con excepcion del tejido adiposo mesentérico, en el resto de los tejidos se
observa mayor peso en los grupos con dieta de cafeteria. No obstante, no se
encontro diferencia significativa entre los tres grupos.

Respecto al peso del higado (Figura 10), los grupos CAF y CAF SUP poseen
mayor peso que el grupo control (16.62 £ 1.87 y 16.60 £ 1.54 g, respectivamente),

sin diferencia estadistica entre grupos.
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Figura 9. Pesos de los tejidos adiposos. CTR, grupo control; CAF, grupo cafeteria; CAF
SUP, grupo cafeteria suplementada; TAM, tejido adiposo marrén. Los datos son la media +
el error estandar de la media (n = 5 ratas/grupo). Andlisis estadistico realizado con ANOVA
de un factor con pruebas post hoc de Tukey.
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Figura 10. Peso del higado. CTR, grupo control; CAF, grupo cafeteria; CAF SUP, grupo
cafeteria suplementada. Los datos son la media £ SEM. Se realiz6 ANOVA de un factor para
analizar las diferencias de la media entre grupos (n = 5 ratas/grupo).
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11.1.3 Glucosa

La glucemia periférica se midio tras 12 horas de ayuno mediante glucometria
capilar. En la figura 11 se muestran los resultados donde los grupos CAF y CAF
SUP tuvieron valores mas altos (105.2 + 8.35 y 108.8 £+ 7.69 mg/dl,

respectivamente) que el grupo control (86.8 £ 6.25 mg/dl), pero no se obtuvo

diferencia estadistica.

120 |

100 -

80

Glucosa (mg/dl)

60 -

40 - T 1
CTR CAF CAF suUp

Figura 11. Glucemia periférica en ayuno. CTR, grupo control; CAF, grupo cafeteria; CAF
SUP, grupo cafeteria suplementada. Los datos son la media + SEM. Se realiz6 ANOVA de
un factor para analizar las diferencias de la media entre grupos (n = 5 ratas/grupo).

11.2 Objetivo especifico 2

Efecto de la suplementacién con matcha (Camellia sinesis) sobre la expresion
de genes relacionados con la marronizacion del tejido adiposo blanco en
ratas Wistar macho

Los genes involucrados en distintas vias del proceso de marronizacion se
analizaron mediante RT-qPCR. Se tomaron muestras de los tejidos adiposos
epididimal y mesentérico. Estos tejidos se eligieron con base en la mayor presencia
de marronizacion de acuerdo a la bibliografia.
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El método delta-delta Ct (2724 fue utilizado para calcular la expresion
génica relativa. La cuantificacion relativa en la expresion de cada gen de estudio se
normalizo con respecto a un gen de referencia (Actb), llevando los grupos control a

un valor de 1.

11.2.1 Tejido adiposo epididimal

La expresion relativa del gen Bmp7 (Figura 12 A), uno de los inductores de
la marronizacion, fue menor en los grupos con dieta de cafeteria (p < 0.05). El gen
Pgc-1a (Figura 12 B), que participa en la biogénesis mitocondrial, tuvo mayor
expresion en el grupo CAF SUP. Por otra parte, el gen Prdm16 (Figura 12 C),
regulador de las vias de marronizacion, presentd expresiéon mas baja en los grupos
CAF y CAF SUP, siendo significativamente menor en el grupo con suplementacién
de matcha.

11.2.2 Tejido adiposo mesentérico

Con los genes Bmp7 y Pgc-1a (Figura 13 A, B) la expresion fue menor en
los grupos CAF y CAF SUP, pero no se obtuvo significancia estadistica (p > 0.05).
El gen Prdm16 (Figura 13 C) tuvo expresién significativamente menor en el grupo
CAF con respecto al grupo CTR.

En la tabla 6 se muestran los valores del umbral de ciclos (Ct -cycle
threshold-), de los genes en cada grupo obtenidos en la RT-gPCR. Dichos valores
fueron utilizados para el célculo de la expresidon relativa en relaciéon al gen
constitutivo Actb. Para cada gen y en ambos tejidos adiposos, no se encontraron

diferencias estadisticas entre grupos.
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Figura 12. Expresion de los genes Bmp7 (A), Pgc-1a (B) y Prdm16 (C) en tejido adiposo
epididimal. CTR, grupo control; CAF, grupo cafeteria; CAF SUP, grupo -cafeteria
suplementada. Datos reportados como la media + EEM. Se realiz6 la prueba Kruskal-Wallis
para analizar las diferencias entre grupos (n = 5 ratas/grupo). * p < 0.05.

45



1.2

1.0 -

0.6

0.4 -

Expresion relativa de
ARNm (Bmp7lActb)

0.0 -
CAF SUP

14 -

1.2 -

0.8 -

0.6 -

0.4 -

Expresion relativa de
ARNm (Pgc-1d Actb)

0.2 -

CAF SUP

1.2 4

1.0

0.4 -

Expresion relativa de
ARNm (Prdm 16/ Actb)

CTR CAF CAF SUP

Figura 13. Expresion de los genes Bmp7 (A), Pgc-1a (B) y Prdm16 (C) en tejido adiposo
mesentérico. CTR, grupo control; CAF, grupo cafeteria; CAF SUP, grupo cafeteria
suplementada. Datos reportados como la media + EEM. Se realiz6 la prueba Kruskal-Wallis
para analizar las diferencias entre grupos (CTR y CAF SUP: n = 4 ratas/grupo, CAF: n =3
ratas/grupo). * p < 0.05.
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Gen CTR CAF CAF SUP
Tejido adiposo epididimal
Actb 18.51+0.42 17.72 £0.33 17.78 £0.25
Bmp7 27.12 £0.63 27.53+0.44 27.73x0.76
Pgc-1a 32.22+0.48 32.20+0.28 31.56+0.21
Prdm16 27.50£0.20 27.07 £0.21 27.72 £0.40
Tejido adiposo mesentérico
Actb 20.07 £ 0.27 19.52 +0.21 19.57 £ 0.06
Bmp7 27.43 £0.38 27.13+0.32 28.04 £0.70
Pgc-1a 32.45+0.22 32.38+0.75 32.25+0.21
Prdm16 27.49 +0.27 27.90 £ 0.44 27.38 £ 0.57

Tabla 6. Valores del umbral de ciclos (Ct) los genes Actb, Bmp7, Pgc-1ay Prdm16 en tejido

adiposo epididimal y mesentérico. CTR, grupo control; CAF, grupo cafeteria; CAF SUP,

grupo cafeteria suplementada. Datos reportados como la media + EEM. Se realizd la prueba

Kruskal-Wallis sin diferencias entre grupos.
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12. DISCUSION

La obesidad incrementa la incidencia y prevalencia de enfermedades crénico
degenerativas, tales como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedades
cardiovasculares. Dado el continuo aumento de la obesidad en la poblacién a nivel
mundial, se ha buscado el desarrollo de mejores estrategias y nuevas alternativas
para prevenir o aminorar sus repercusiones (Gadde et al., 2018).

Para comprender mejor la patogenia y fisiopatologia de la obesidad se han
desarrollado distintos modelos de obesidad inducida por la dieta en estudios
animales (Lutz et al., 2012). Las dietas comerciales altas en grasa y en energia han
sido ampliamente utilizadas en modelos animales los ultimos afios. Sin embargo,
no suelen ser lo suficientemente representativas de los patrones alimenticios
occidentales en humanos (Johnson et al., 2016).

La dieta de cafeteria asemeja en mayor medida al patrén de dieta occidental,
caracterizado por un mayor consumo de alimentos ultraprocesados que poseen alta
densidad energética, hidratos de carbono refinados, grasa saturadas y varios
aditivos (Robertson y Rasmussen, 2017). Por ello, este tipo de dieta fue

seleccionado para nuestro estudio.

12.1 Objetivo especifico 1

Efecto de la suplementacion con matcha (Camellia sinensis) sobre el peso, la

ingesta y la glucemia en ratas Wistar macho.

En este objetivo especifico se plante6 determinar si la administracion de
matcha junto con la dieta de cafeteria (grupo CAF SUP) produciria algan cambio
benéfico en el peso corporal, la ingesta de alimento y la glucemia periférica en
ayuno; en comparacion con ratas control y un grupo que solo recibio dieta de

cafeteria (grupo CAF).
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12.1.1 Peso corporal e ingesta de alimento

Respecto al peso corporal, los grupos que recibieron dieta de cafeteria (CAF
y CAF SUP) tuvieron un mayor incremento de peso en comparacion con el grupo
CTR que consumio dieta estandar. Este resultado era el esperado debido a la
mayor densidad caldrica de la dieta cafeteria, los efectos metabdlicos por su
composicién y la hiperfagia inducida (Robertson y Rasmussen, 2017).

Un aspecto notable en las ratas del grupo CAF, fue que su peso comenzé a
ser significativamente mayor al del grupo CTR en la semana 7 del bioensayo. En
cambio, las ratas del grupo CAF SUP tuvieron peso significativamente mayor hasta
la semana 11. Este resultado podria atribuirse a la suplementacién con matcha, ya
que es el unico factor que fue distinto entre ambos grupos, generando una mayor
resistencia frente a la ganancia de peso, al menos desde la semana 1 a la 10 del
estudio.

En el estudio de Akmal et al. (2020), encontraron que la menor ganancia de
peso en modelos animales con dietas obesogénicas puede adjudicarse a la
presencia de compuestos bioactivos, como los polifenoles, que participan en la
activacion de rutas metabdlicas de lipdlisis.

En nuestro bioensayo se constato que la dieta de cafeteria induce hiperfagia,
con mayores ingestas en los grupos CAF y CAF SUP. Contrario a los resultados en
el peso, las ratas del grupo CAF SUP tuvieron una mayor tendencia de consumo
de dieta durante el bioensayo, infiriendo que la suplementacién con matcha no tuvo
impacto positivo en esta variable.

En algunos estudios se ha evaluado el efecto del té verde y del matcha sobre
las variables de peso corporal e ingesta de alimento. Las metodologias de los
estudios presentan variaciones en los tipos de dieta utilizada, duracién, tipo de
suplementacion y dosis.

En el estudio de Zhou et al. (2020), realizaron un modelo animal de obesidad
inducida por la dieta con ratones C57BL/6 y suplementacion con matcha. Los
animales fueron divididos en 5 grupos, alimentados con distintas dietas durante 6

semanas: dieta estandar (10% grasa), dieta alta de grasa (DAG -60% grasa-) y tres
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grupos con DAG mezclados con matcha a distintas concentraciones (0.1, 0.5y 1%).
Se registraron los pesos de los ratones e ingesta de alimento una vez por semana.

Los ratones con DAG suplementada con matcha mostraron menor ganancia
de peso, pero solo el grupo con 1% de matcha tuvo significancia estadistica
respecto al grupo de DAG, indicando un posible efecto benéfico en esta variable a
medida que la dosis se incrementa. En la ingesta, la administracion de matcha no
produjo cambios significativos, pero los grupos con matcha mostraron una ligera
tendencia de mayor consumo de alimento (ingesta de alimento en grupos con
matcha g/dia: matcha 0.1%: 6.99 + 1.25, matcha 0.5%: 7.02 + 1.02, matcha 1%:
6.80 + 1.22, DAG 6.61 + 0.71.).

Al comparar este estudio con nuestra investigacion, la principal diferencia es
el tipo de dieta empleada. Aunque en nuestro estudio se utilizé una concentracion
similar de matcha similar a la mas baja (0.097%), la variacion de los resultados
puede deberse a que la dieta de cafeteria induce una mayor ganancia de peso e
hiperfagia que las dietas comerciales altas en grasa y energia (Sampey et al., 2011
y Leigh et al., 2019), es decir, la dieta de cafeteria induce un fenotipo con mayores
alteraciones patoldgicas que el generado por la DAG, siendo mas dificil de revertir.

Xu et al. (2016), emplearon ratones ICR macho, DAG y suplementacioén con
matcha en concentraciones de 0.025%, 0.05% y 0.075%. La duracion del estudio
fue de 4 semanas y el peso se registré cada dos dias. Los grupos con DAG que
recibieron 0.025% y 0.05% de matcha tuvieron pesos significativamente menores.
Incluso, con la concentracion de 0.05% el peso fue similar al grupo control con dieta
estandar.

De igual manera, aunque la dosis de este estudio fue similar a la empleada
en nuestra investigacion, existe la discrepancia en el tipo de dieta empleada.
Ademas, el tiempo de duracion del estudio también puede generar diferencias en
los resultados. Nuestro estudio tuvo una duracion de 15 semanas, mas del doble
gue los de Zhou y Xu. Un mayor tiempo de exposicion a dietas obesogénicas puede
estar ligado con mayores repercusiones o cambios en las variables de estudio.

Incluso, cabe recalcar que en las primeras 11 semanas de nuestro bioensayo, el
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grupo CAF SUP, aunque no fue estadisticamente significativo, mostr6 menores
pesos que el grupo CAF (10.20 + 2.26 g menos de peso en el grupo CAF SUP).

Los autores Yamabe et al. (2009), emplearon ratas macho cepas OLEFT
(Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) y LETO (Long-Evans Tokushima Otsuka).
Las ratas OLEFT estan genéticamente modificadas para que desarrollen obesidad
leve y DM2 en su edad adulta. Todas las ratas recibieron una dieta estandar. Las
ratas OLEFT se dividieron en 4 grupos, a tres de ellos se les administrd6 matcha por
sonda oral 50, 100 y 200 mg/kg de peso corporal/dia, durante 16 semanas. El cuarto
grupo fue el control y recibié agua por sonda en lugar de matcha. Las ratas LETO
son tipo silvestre y formaron otro grupo control.

En las ratas OLEFT suplementadas con matcha, el peso mostr6 una
tendencia a la baja dosis-dependiente desde la semana 8, pero no fue
estadisticamente significativo. La ingesta de las ratas que recibieron matcha fue
significativamente mayor a partir de la semana 12, con respecto a los controles.

En este caso se emplearon cepas modificadas en lugar de un modelo de
obesidad inducida por la dieta (OID). Se ha reportado que los modelos de OID son
mas fiables para la evaluacion de la obesidad y sus complicaciones que los modelos
genéticamente modificados, por la semejanza en los factores etiol6gicos
ambientales (Lutz et al., 2012).

Particularmente en el estudio de Yamabe et al. (2009), llama la atencion que
al igual que en nuestro bioensayo, los grupos suplementados con matcha tuvieron
mayor ingesta de alimento, sin embargo, sus pesos fueron menores que los grupos
sin suplementacion. Aunque no exista significancia estadistica en los pesos, tanto
en nuestro estudio como el de Yamabe, podria existir un incremento del gasto
energético condicionado por el matcha.

Hay dos investigaciones que reportan la utilizacion de dieta de cafeteria con
suplementacién de té verde. En el estudio de Bucco et al. (2017), a distintos grupos
de ratones suizos hembra se les administro dieta estandar, dieta de cafeteria y dieta
de cafeteria mas infusién de té verde (1 g de hojas/100 mL de agua) durante 8

semanas. La ganancia de peso fue ligeramente mayor en el grupo con té verde
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(12.6 £ 5.21 g), pero sin significancia estadistica respecto al grupo con dieta de
cafeteria (11.78 £ 4.17 q).

Los resultados del modelo de Bucco concuerdan con nuestro estudio, donde,
al final del ensayo, la suplementacion no tiene un impacto favorable en el peso
corporal. Sin embargo, el tipo de suplementacion es distinto, ya que el autor Bucco
empled infusion de té verde, limitando la ingesta de compuestos bioactivos que son
insolubles en agua.

En el estudio de Bolin et al. (2020), ratones C57BL/6 macho fueron divididos
en tres grupos y alimentados con dieta estandar, dieta de cafeteria y dieta de
cafeteria mas 500 mg/kg de té verde durante 12 semanas. Al término, el grupo que
recibio dieta de cafeteria méas té verde tuvo significativamente menor peso que el
grupo con solo dieta de cafeteria.

De las investigaciones revisadas, el estudio de Bolin es el que emplea la
mayor dosis de té verde, obteniendo resultados favorables frente a la dieta de
cafeteria. Si bien el tipo de suplementacion difiere con nuestro bioensayo, la dosis
empleada es mucho mayor. Aunque nuestra dosis de matcha es comparable con
la de estudios previamente citados, al enfrentarse a una dieta que genera mayores
impactos metabdlicos negativos que las dietas comerciales (DAG y DAE), la dosis

puede ser insuficiente para disminuir la ganancia de peso.

12.1.2 Pesos de tejidos

En el estudio de Chen et al. (2017), realizado con ratas Sprague Dawley, a
un grupo se le administr6 dieta alta en energia (DAE), y a otros dos grupos se les
aliment6 con DAE mas extracto de té verde en dosis de 77.5 y 155 mg/kg/dia. El
estudio tuvo una duracion de 8 semanas y al finalizar se reportd6 menor peso en los
tejidos adiposos epididimal y mesentérico de los grupos con extracto de té verde,
con una reduccién de hasta el 2% en la grasa corporal. Este resultado es favorable
porque implica la movilizacién de lipidos para su uso como sustrato energético en
lugar de su deposicion.

En nuestra investigacion los tejidos adiposos del grupo CAF SUP no

presentaron disminucién en su peso. Las diferencias en nuestros resultados con el
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estudio de Chen pueden explicarse por el tipo de dieta empleada, ya que la dieta
de cafeteria induce también un mayor depoésito de tejido adiposo que la DAG
(Sampey et al., 2011).

Por otro lado, Attademo et al. (2017), emplearon un modelo animal con ratas
Wistar hembra, que fueron divididas en grupo control y grupo de té verde, donde
sustituyeron el agua por infusién de té verde (10 g de hojas/l de agua). Ambos
grupos recibieron dieta estdndar. Tras 18 semanas, el peso no mostrd diferencia
significativa entre grupos. Sin embargo, al determinar la grasa visceral mediante
tomografia computarizada, se reportd menor area en el grupo de té verde (3.67 £
1.2 cm?) que en el grupo control (6.25 + 2.2 cm?).

Ademas, se demostré que el té verde puede disminuir el depdésito de grasa
a nivel visceral aun cuando los animales reciben una dieta saludable. En nuestro
bioensayo no se cont6 con un grupo control suplementado con matcha, pero esta
investigacion puede darnos un panorama de los efectos del té verde bajo un factor
dietético més favorable.

Con Yamabe et al. (2009), el peso del higado fue 7.5% y 8.6% menor en las
ratas OLEFT que recibieron 100 y 200 mg/kg/dia de matcha, respectivamente. En
la dosis de 50 mg/kg/dia también fue menor pero sin significancia estadistica.
Contrario a nuestros resultados, en este modelo con cepas modificadas, el matcha

esta condicionando una menor deposicion lipidica a nivel hepatico.

12.1.3 Glucosa

En nuestro estudio, aunque no se obtuvo significancia estadistica, la
glucemia capilar fue mayor en los grupos con dieta de cafeteria. El resultado
también era esperado porque, independientemente del tipo de dieta obesogénica
empleada, se generan alteraciones en la homeostasis metabdlica. Sin embargo, en
el grupo CAF SUP existe variacion de nuestros resultados con la bibliografia
revisada.

En el estudio de Zhou et al. (2020), los niveles séricos de glucosa en el grupo
con DAG fueron de 9.78 + 0.46 mmol/l, mientras que en los grupos con
suplementacién de matcha al 0.1%, 0.5% y 1% fueron de 8.20 + 0.25, 8.13 £ 0.20
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y 7.70 £ 0.12 mmol/l, respectivamente; con disminucion de hasta 21.3% de la
glucemia en el grupo con 1% de matcha. Con Xu et al. (2016), los niveles de glucosa
disminuyeron 13.3%, 21.2% y 23.6% en los grupos con matcha a 0.025%, 0.05% y
0.075%, respectivamente. En el estudio de Yamabe et al. (2009), la glucosa sérica
tuvo disminucién significativa a las 16 semanas para las dosis de matcha de 100 y
200 mg/kg/dia.

En los tres estudios anteriores, los niveles de glucosa fueron menores en los
grupos suplementados con matcha, sin embargo, emplearon DAG o0 cepas
modificadas. En este contexto, se debe tomar en cuenta que la dieta de cafeteria
induce mayor alteracion metabdlica que las dietas obesogénicas comerciales
(Sampey et al., 2011 y Leigh et al., 2019), y los modelos de obesidad inducida por
la dieta son mas representativos que los modelos genéticamente modificados (Lutz
et al., 2012). Por lo tanto, las diferencias de nuestros resultados con los de otros

autores pueden explicarse, en parte, por el modelo obesogénico empleado.

12.2 Objetivo especifico 2

Expresion de genes relacionados con la marronizacion del tejido adiposo

blanco

En el proceso de marronizacion se han identificado vias y mecanismos que
conducen a la formacion de adipocitos beige. Los genes Bmp7, Pgc-1a'y Prdm16,
seleccionados en nuestra investigacion, codifican proteinas que participan en
distintos niveles de las vias de marronizacion. De los tres genes analizados, solo el
gen Pgc-la mostré induccién en el tejido adiposo epididimal de las ratas
suplementadas con matcha.

Aunque en nuestro estudio la suplementacion con matcha no generé una
mayor expresion del gen Bmp7 (inductor de la marronizacion), existen otros
mecanismos que pueden desencadenar la diferenciacion de adipocitos blancos
hacia adipocitos beige (Lonzetti et al., 2017). Se ha propuesto que las catequinas

presentes en el matcha actian como agonistas del PPAR-y, dando inicio a la
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marronizacion del tejido adiposo blanco (Bolin et al., 2020). Por lo tanto, se puede
considerar que la induccion del gen Bmp7 no es indispensable en el pardeamiento.

De igual manera, con el gen Prdml6, involucrado en la regulacion y
mantenimiento de fenotipo beige, se ha propuesto que su induccidn no es esencial
para la termogénesis. En cambio, mayores niveles de ARNm de Pgc-1a conllevan
incremento en la expresion de la proteina termogénica UCP-1, siendo el Pgc-1a su
principal inductor. Por ello, este gen desempefia un rol de mayor importancia en la
marronizacion (Garcia et al., 2015).

Al revisar distintas investigaciones sobre marcadores genéticos de
marronizacion, se encontraron similitudes y diferencias con los resultados de
nuestro bioensayo. En el estudio de Bolin et al. (2020), donde utilizaron dieta de
cafeteria, analizaron el tejido adiposo subcutaneo y el grupo suplementado con té
verde presentd mayor expresion del gen Pgc-1« . En cambio, el té verde no indujo
la expresion del gen Prdm16.

En la investigacién de Neyrinck et al. (2017), se reporto la induccion de los
genes Pgc-lay Prdm16 en ratones C57BL/6J macho que recibieron DAE junto con
0.5% de extracto de hojas de té verde. Con Chen et al. (2017), la expresion relativa
de los genes Bmp7, Pgc-1a 'y Prdm16 fue mayor en los grupos con extracto de té
verde (77.5 y 155 mg/kg/dia), comparado con el grupo de DAE.

En nuestro estudio y en los previamente mencionados, se demuestra que el
té verde y el matcha son capaces de inducir la expresion de genes relacionados
con la marronizacion. En nuestra investigacion solo el gen Pgc-1a mostré una
expresion significativa, revelando que debe emplearse una dosis mayor para
revertir los efectos negativos de la dieta de cafeteria, como en el caso de Bolin et
al. (2020). No obstante, nuestros resultados sugieren que el matcha, al igual que
los extractos de té verde, puede inducir marcadores de marronizacion.

En las variedades de té obtenidas de la planta Camellia sinensis,
especialmente el té verde y el matcha, se tienen identificados distintos compuestos
bioactivos. En el matcha destaca la presencia del aminoacido teanina, analogo del
glutamato, del que se han reportado efectos ansioliticos en modelos animales y

ensayos clinicos (Unno et al., 2018). También se encuentran presentes compuestos
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fendlicos como la rutina, quercetina, mirecitina y catequinas, siendo estas ultimas
las de mayor abundancia y relevancia bioldgica (Kolackova et al., 2019).

Dentro de los mecanismos antiobesidad de las catequinas, en especial la
EGCG, se ha reportado la induccion de microARNs, como el miR-27a y el miR27b,
lo que reduce la deposicién lipidica en el adipocito (Lorente et al., 2019). Otro
mecanismo reportado es la fosforilacion de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), que a nivel del tejido adiposo blanco incrementa la sensibilidad a la
insulina, permitiendo la mayor utilizacion de glucosa como sustrato energeético.
Ademas, la AMPK activa el gen Pgc-1le, que al mediar la biogénesis mitocondrial,
incrementa la B-oxidacion y accion de la proteina UCP-1 (Yang et al., 2016).

Asi como el té verde y matcha, otras matrices alimentarias de origen vegetal
han mostrado actividad inductora de las vias de marronizacion. En la investigacion
de Cavalera et al. (2016), con ratones C57BL/6, un grupo fue alimentado con DAG,
mientras que otro grupo recibi6 DAG suplementada con escaramujo (Rosa
eglanteria) un fruto silvestre rico en compuestos fendlicos. La suplementacion se
realizé durante 3 meses con escaramujo pulverizado. Posteriormente, evaluaron la
expresion génica en tejido adiposo subcutdneo, encontrando sobreexpresion del
gen Bmp7 en el grupo que recibid escaramujo. El gen Pgc-la también se
encontraba con mayor expresion, pero no fue estadisticamente significativo. Por
otra parte, el gen Prdm16 tuvo menor expresion en el grupo suplementado.

En un modelo in vitro de Kang et al. (2019), con células 3T3-L1, se empled
acido trans-cindmico, presente en la canela (Cinnamomum cassia). Tal compuesto
se afiadid en distintas concentraciones a los cultivos celulares, reportandose
induccion de los genes Prdm16 y Pgc-1la a concentraciones de 50 a 200 uM.
Asimismo, los autores demostraron que el acido trans-cinamico incrementé la
expresion de dichos genes mediante la via de la AMPK y por activacion de
receptores p3-adrenérgicos.

En estos dos ultimos estudios se aprecia que las vias y mecanismos de
marronizacion, no son inducidos exclusivamente por las catequinas, ya que también
pueden ser reguladas por distintos compuestos bioactivos de otras matrices

alimentarias.
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Es importante tener presente que el tejido adiposo blanco, ademas de
almacenar reservas energéticas en forma de triacilgliceroles, desempefia un papel
importante en el metabolismo mediante la produccion de hormonas y moléculas
sefalizadoras. En la obesidad, al presentarse hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos, se altera el equilibrio en la produccion de distintas adipoquinas,
incrementandose la liberacion de moléculas proinflamatorias (Francisqueti et al.,
2017).

Por su parte, la dieta de cafeteria no solo induce obesidad, sino también
provoca estrés oxidativo con disrupcién del transcriptoma a nivel del tejido adiposo
blanco (Johnson et al., 2016), y promueve un estado inflamatorio en el hipotalamo,
interfiriendo con el proceso de marronizacion (da Cruz et al., 2018).

En general, la dieta de cafeteria provoca mayores alteraciones a nivel
antropomeétrico, bioquimico y genético que las dietas obesogénicas comerciales.
En este sentido, los autores de futuras investigaciones deben considerar adoptar
un modelo de obesidad inducida por la dieta que asemeje en mayor medida al
patrén de dieta occidental, ampliamente distribuido en la poblacion.

Por otro lado, se conocen algunas desventajas de emplear la dieta de
cafeteria en lugar de las dietas de comerciales, como la falta de estandarizacion y
deficiencias nutricionales que puedan causar un sesgo en los resultados (Bortolin
et al., 2017). En nuestro estudio, la dieta de cafeteria se prepardé de forma
homogénea, en lugar de administrar individualmente cada uno de sus
componentes, teniendo mayor control de los macronutrientes y kilocalorias
consumidas. Ademas, se incluydé una proporcién de dieta estandar para evitar

deficiencias nutricionales en las ratas y asegurar la confiabilidad de los resultados.
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13. CONCLUSIONES

1. La suplementacion de 100 mg/kg/dia de matcha no revierte el estado
obesogénico (peso e ingesta) ni hiperglucémico en ratas Wistar macho
alimentadas con dieta de cafeteria.

2. La menor ganancia de peso y la induccion del gen Pgc-1e, podrian sugerir
que el matcha tiene un afecto antiobesogénico y puede inducir la
marronizacion del tejido adiposo blanco. Sin embargo, dosis convencionales
podrian no ser suficientes para restablecer los efectos negativos generados
por el patron de dieta y estilo de vida occidental.

3. El utilizar dieta de cafeteria permite proponer que las alteraciones

generadas, tanto en fenotipo como genotipo, necesitan de mayores dosis de

suplementaciéon con matcha para ser revertidas o aminoradas.
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