
 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA  

LA MOLINA 

 

ESCUELA DE POSGRADO  

MAESTRÍA EN NUTRICIÓN  

 

 

 

 

 

 

“ACEITE DE LINAZA COMO FUENTE DE ÁCIDOS GRASOS 

POLIINSATURADOS SOBRE EXPRESIÓN DEL GEN PPARα Y 

PERFIL LIPÍDICO EN RATAS OBESAS” 

 

Presentada por: 

 

LIZBETH LESLIE HIDALGO TUFIÑO 

 

 

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE MAESTRO 

MAGISTER SCIENTIAE EN NUTRICIÓN 

 

 

LIMA-PERÚ 

2018 



 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA  

LA MOLINA 

 

ESCUELA DE POSGRADO  

MAESTRÍA EN NUTRICIÓN  

 

“ACEITE DE LINAZA COMO FUENTE DE ÁCIDOS GRASOS 

POLIINSATURADOS SOBRE EXPRESIÓN DEL GEN PPARα Y 

PERFIL LIPÍDICO EN RATAS OBESAS” 

 

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE MAESTRO 

MAGISTER SCIENTIAE 

 

Presentada por: 

 

LIZBETH LESLIE HIDALGO TUFIÑO 

 

Sustentada y aprobada ante el siguiente jurado: 

 

 

 

Mg.Sc. Víctor Hidalgo Lozano                                     Dr.Sc. María Villanueva Espinoza 

             PRESIDENTE                                                            PATROCINADOR 

 

 

Ph.D. Gustavo Gutiérrez Reynoso 

     CO-PATROCINADOR 

 

 

Ph.D. Carlos Vílchez Perales                                 MSc.DSP Haydee Cárdenas de Jurado 

              MIEMBRO                                                                 MIEMBRO 

 



 
 

DEDICATORIA 

 A mi abuela y madre, por su apoyo incondicional. 

 A mi hermana Lucero y a mi primo Daniel, por lo que representan para mí. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

AGRADECIMIENTOS 

 A la Dra. María Elena Villanueva Espinoza por su apoyo durante todo este proceso. 

 A mi jurado de tesis y profesores: V. Hidalgo, C. Vílchez, H. Cárdenas y G. 

Gutiérrez, por su disposición y apreciaciones hacia la investigación. 

 A mis amigas Carmen Astuvilca y Meliza Villar, por su apoyo durante la 

investigación. 

 Al señor Mauro Ayala, por estar siempre pendiente de todo lo que necesité durante 

la fase experimental en el bioterio de la UNALM. 

 Al CONCYTEC-FONDECYT por la oportunidad de realizar la maestría y la 

colaboración en la investigación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ÍNDICE GENERAL 

 

I. INTRODUCCIÓN ......................................................................................................... 1 

II. REVISIÓN DE LITERATURA ..................................................................................... 2 

2.1 La obesidad .................................................................................................................. 2 

2.2 Factores de transcripción ............................................................................................. 3 

2.3 Definición de Lípidos .................................................................................................. 5 

2.4 Los ácidos grasos y fuentes de AGPI n-3 .................................................................... 5 

2.5 Regulación del metabolismo AGPI y receptores activados por proliferadores de 

peroxisoma (PPARs) .......................................................................................................... 7 

2.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y cuantificación del ARN ..................... 8 

III. MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................. 11 

3.1 Ubicación ................................................................................................................... 11 

3.2 Animales y dietas ....................................................................................................... 11 

3.3 Medidas morfológicas ................................................................................................ 13 

3.4 Perfil de lipídico sanguíneo ....................................................................................... 13 

3.5 Manejo de la eutanasia y extracción de tejidos .......................................................... 13 

3.6 Expresión del gen PPARα en el hígado ..................................................................... 14 

3.7 Análisis estadístico .................................................................................................... 15 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN .............................................................................. 17 

4.1 Peso corporal y perfil lipídico sanguíneo de las ratas ................................................ 17 

4.2 Perfil lipídico sanguíneo de las ratas ......................................................................... 19 

4.3 Expresión relativa del gen PPARα ............................................................................. 21 

V. CONCLUSIONES ....................................................................................................... 25 

VI. RECOMENDACIONES .......................................................................................... 26 

VII. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................... 27 

VIII. ANEXOS .................................................................................................................. 40 

 

 

 

 



 
 

ÍNDICE DE CUADROS 

 

Cuadro 1: Composición nutricional del alimento basal....................................................... 12 

Cuadro 2: Composición de ácidos grasos (%) de aceite de linaza ...................................... 12 

Cuadro 3: Iniciador utilizado en la PCR a tiempo real cuantitativa .................................... 15 

Cuadro 4: Peso y perfil lipídico sanguíneo en ratas después 30 días .................................. 17 

Cuadro 5: Consumo de alimento y peso en ratas después de 59 días. ................................. 18 

Cuadro 6: Perfil lipídico en ratas después de 59 días. ......................................................... 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1: Expresión relativa del gen PPARα en ratas después de 59 días. .......................... 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ÍNDICE DE ANEXOS 

 

Anexo 1. Informe de ensayo de aceite de linaza ................................................................. 40 

Anexo 2. Extracción de ARN desde tejido .......................................................................... 42 

Anexo 3. Limpieza del ARN ............................................................................................... 44 

Anexo 4. Retrotranscripción para síntesis de ADNc. .......................................................... 45 

Anexo 5. PCR en tiempo real .............................................................................................. 47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMEN 

El consumo de aceite linaza que es fuente de ácidos grasos  poliinsaturados n-3 se ha 

asociado con la mejora de perfil lipídico y expresión génica de factores de transcripción en 

modelos animales; sin embargo, es poco lo que se conoce sobre la relación de ácidos grasos 

dietarios, receptores nucleares y regulación de expresión génica. El objetivo del presente 

trabajo fue evaluar el aceite de linaza como fuente de ácidos grasos poliinsaturados sobre 

expresión del gen PPARα y el perfil lipídico en ratas obesas.  Se utilizaron 24 ratas machos 

Holtzman, los primeros 30 días las ratas fueron inducidas a obesidad con una dieta 

obesogénica, finalizada esta primera etapa, se midió el perfil lipídico e índice de Lee para la 

verificación de que se había alcanzado la obesidad. Luego las ratas se asignaron 

aleatoriamente a los tratamientos, que consistieron en una dieta control obesogénica y la 

dieta obesogénica suplementada con aceite de linaza, finalizada esta segunda etapa (59 días), 

se midió el perfil lipídico y los niveles de expresión relativa del gen PPARα en el hígado de 

las ratas obesas. Se obtuvo un incremento en la concentración de c-HDL y una disminución 

de los niveles de triglicéridos en relación al control pero sin registrarse diferencias 

significativas entre tratamientos. De igual manera se incrementó la expresión del gen PPARα 

en comparación con el control pero sin registrarse diferencia significativa entre tratamientos. 

Se concluye que la suplementación con aceite de linaza como fuente de ácidos grasos 

poliinsaturados a ratas inducidas a obesidad, tuvo una tendencia a incrementar los niveles de 

expresión relativa del gen PPARα, así como mejorar el perfil lipídico, aumentando la 

concentración de c-HDL y disminuyendo la concentración de triglicéridos.  

Palabras clave: aceite de linaza, PPARα. 
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ABSTRACT 

The objective of the present work was to evaluate the flaxseed oil as the source of the 

polyunsaturated fatty acids on the expression of the PPARα gene and the lipid profile in 

obese rats. Twenty four male Holtzman rats were used. The first 30 days, rats were induced 

to obesity with an obesogenic diet. After this first stage, the lipid profile and the Lee index 

were measured to verify that rats were obese. On the second stage (59 days), rats were 

randomly assigned to the treatments, which consisted of an obesogenic control diet and the 

obesogenic diet supplemented with flaxseed oil. After this second stage, the lipid profile and 

the relative expression levels of the PPARα gene in the liver were measured in obese rats. 

There was an increase in the concentration of c-HDL, a decrease in triglyceride levels and 

an increase in the expression of the PPARα gene in the rats fed the diet supplemented with 

flaxseed oil compared to the control but without significant differences between treatments.  

Keywords: flaxseed oil, PPARα 



1 

 

I. INTRODUCCIÓN 

 

La obesidad es un serio problema que atraviesa la sociedad actual en el Perú, el 57.9 por 

ciento de personas mayores de 15 años tienen sobrepeso de las cuales el 21 por ciento padece 

de obesidad y entre los niños menores de 5 años, el 7.9 por ciento tiene sobrepeso y el 1.6 

por ciento padece de obesidad; siendo la obesidad un cuadro de inflamación crónica, los 

individuos son vulnerables a padecer diversas patologías derivadas como diabetes, 

hiperlipemia, problemas cardiacos entre otros. Ante este problema diversos estudios indican 

que los ácidos grasos poliinsaturados de la serie omega-3 (AGPI n-3), al ser precursores de 

compuestos antiinflamatorios provocan una mejora del perfil lipídico, que podrían incidir en 

reducción de la obesidad, además de modular la expresión génica de diversas enzimas 

relacionadas con el metabolismo lipídico. Los principales mecanismos de modulación del 

metabolismo lipídico son vía estimulación e inhibición de la transcripción del ADN por 

medio de la regulación de factores de transcripción como el receptor proliferador 

peroxisomial activado alfa (PPARα) involucrado en la expresión génica de enzimas 

lipolíticas. Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre la relación de ácidos grasos dietarios, 

receptores nucleares y regulación de expresión génica. El aceite de linaza contiene una 

mezcla de ácidos grasos y sobretodo de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) como ácido 

alfa-linolénico (ALA) y ácido linoléico (AL), relacionados con efectos benéficos en la salud 

humana tales como protección contra las enfermedades cardiovasculares, reducción de 

colesterol en sangre, entre otros.  

En base a los antecedentes señalados se planteó como objetivo evaluar el aceite de linaza 

como fuente de ácidos grasos poliinsaturados sobre expresión del gen PPARα y el perfil 

lipídico en ratas obesas. De esta manera se busca tener evidencias más claras de la acción de 

los ácidos grasos poliinsaturados en las vías de señalización y expresión genética en relación 

al metabolismo de ácidos grasos y revalorar el consumo de aceite de linaza como alimento 

funcional. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 La obesidad 

La obesidad es una enfermedad metabólica prevalente en el mundo occidental, se caracteriza 

por un exceso de tejido adiposo que desencadena un aumento de peso corporal con respecto 

a lo que le correspondería según sexo, edad y talla. La obesidad es un serio problema que 

atraviesa la sociedad actual en el Perú, el 21 por ciento de personas mayores de 15 años 

padece de obesidad (INS/CENAN, 2017) y entre los niños menores de 5 años, el 1.6 por 

ciento padece de obesidad (INS/CENAN/DEVAN, 2017). La causa principal de la obesidad 

es la ingesta crónica de energía excesiva a partir de alimentos ricos en calorías acompañada 

de un menor gasto de energía (Simopoulos, 2016). La acumulación excesiva de tejido 

adiposo da como resultado una capacidad de almacenamiento insuficiente de tejido adiposo 

para lípidos, así como la atrofia del tejido, y, por lo tanto, daño lipotóxico e inflamación de 

bajo grado (Herrero et al., 2010). La evidencia emergente sugiere que los sistemas inmunes 

y metabólicos están interconectados cobrando fuerza el concepto de inmunometabolismo, 

para explicar los procesos a nivel de tejido adiposo, así como la función integradora del 

tejido adiposo en el control del estado inflamatorio sistémico y del metabolismo (Kohlgruber 

et al., 2016; Mathis, 2013; Mathis y Shoelson, 2011). La acumulación de lípidos en los 

adipocitos, inicia un estado de estrés celular y la activación de vías de señalización 

inflamatorias, lo que conduce a una mayor producción de citoquinas proinflamatorias por 

los adipocitos, incluyendo al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), 

leptina, resistina y otros factores inductores del estado de inflamación crónica sistémica 

(Shoelson et al., 2006; Kuda et al., 2017). La inflamación también está estrechamente 

relacionada con la patogénesis de la aterosclerosis, lo que sugiere que la inflamación podría 

ser un denominador común que relaciona la obesidad con muchas de sus secuelas patológicas 

(Shoelson et al., 2006). 

La obesidad puede provocar la aparición del síndrome metabólico y a su vez asociarse a 

trastornos crónicos como diabetes y enfermedad cardiovascular (Alberti et al., 2009; Morgen 

y Sorensen, 2014). El síndrome metabólico es un conjunto de condiciones
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patológicas que incluyen presión arterial elevada, hiperglucemia, perímetro abdominal 

elevado, hipertrigliceridemia y niveles bajos de HDL (Perona, 2017). La inflamación del 

tejido adiposo de bajo grado, caracterizada por altos niveles de citoquinas proinflamatorias, 

ácidos grasos y macrófagos, podría resolverse mediante mediadores lipídicos derivados de 

ácidos grasos omega-3 como resolvinas y protectinas, que estimulan la resolución de la 

inflamación; así como los ácidos grasos esterificados a ácidos grasos hidroxilados (FAHFA) 

derivados de los ácidos grasos omega-3, que se ha informado que disminuyen la 

acumulación de macrófagos en tejido adiposo y la expresión de adipoquinas 

proinflamatorias, y promueven la repolarización de los macrófagos e inhiben la activación 

del inflamasoma NLRP3 en ratones obesos (Claria et al., 2012; Hellmann et al., 2011; Titos 

y Claria,  2013; Titos et al., 2011; Yan et al., 2013). 

2.2 Factores de transcripción 

Los receptores activados por proliferadores de peroxisoma (PPARs) son factores 

transcripcionales que se expresan principalmente en el tejido muscular esquelético, el hígado 

y el tejido adiposo marrón y regulan los niveles de expresión de varios genes. Los PPARs 

están implicados en la regulación de la diferenciación celular, el desarrollo y el metabolismo 

de lípidos, proteínas y carbohidratos (Reynes et al., 2017; Rakhshandehroo et al., 2010). 

Se han identificado 3 tipos de PPARs: PPARα, PPARδ y PPARγ, los cuales todos ellos son 

regulados por ácidos grasos y sus derivados. PPARα está localizado en los tejidos oxidativos 

como el hígado, músculo esquelético, músculo cardiaco y tejido adiposo marrón. PPARδ 

está localizado en el tracto gastrointestinal, músculo esquelético y riñón y finalmente el 

PPARγ es hallado principalmente en tejido adiposo marrón y blanco. Similar a otros 

receptores nucleares, los PPARs tienen una estructura conservada que incluye tres dominios 

funcionales, primer dominio de inhibición independiente del ligando de la transcripción del 

gen diana donde los PPARs se unen a los elementos de respuesta en ausencia de su ligando 

y reclutan complejos correpresores para la regulación transcripcional. Segundo dominio de 

activación dependiente de ligando de la transcripción del gen diana donde los PPARs se unen 

a los elementos de respuesta en presencia de su ligando y reclutan complejos coactivadores 

para la activación transcripcional. Tercer dominio de inhibición dependiente de ligando de 

factores de transcripción donde los PPARs pueden inhibir otros factores de transcripción, 

como el factor nuclear kappa B (NF-κB), por interacción directa o superando los complejos 

de coactivador que se requieren para su activación (Choi y Bothwell, 2012; Chan et al., 2010; 
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Zieleniak et al., 2008). Las mutaciones de aminoácidos individuales dentro de estos 

dominios funcionales producen defectos graves en la función de PPAR que afectan el 

metabolismo lipídico y la resistencia a la insulina (Agostini et al., 2006; Hegele et al., 2002). 

Los PPARs se unen a receptores nucleares como el receptor X-retinoide (RXR) y formando 

heterodímeros PPAR-RXR estimulan la expresión de un subconjunto de genes involucrados 

en el metabolismo de la glucosa y ácidos grasos, diferenciación celular o proliferación 

celular (Evans et al., 2004). Según Nielsen et al. (2006) los PPARs tienen características 

distintas de transactivación y preferencia para distintos subconjuntos de genes diana. Se ha 

demostrado que la transactivación dependiente del ligando implica el reclutamiento de 

complejos de coactivador que participan en el ensamblaje de la maquinaria de transcripción 

(McKenna y O'Malley, 2002). Asimismo Grygiel-Górniak (2014) indicó que PPARα influye 

especialmente en el metabolismo de ácidos grasos y su activación reduce los niveles de 

lípidos mientras que PPARγ participa esencialmente en la regulación de la adipogénesis, el 

equilibro energético y la biosíntesis de lípidos. Cada uno de los PPARs activa o suprime 

diferentes genes con solapamiento parcial de su actividad. En el caso del PPARα son los 

genes asociados a la β-oxidación (acil-coA, tiolasa), a proteína de transporte de ácidos grasos 

(FATP), a lipoproteínas lipasa y a apolipoproteina A-I y A-II. Por su parte el PPARδ actúa 

sobre los genes involucrados en la absorción de lípidos, metabolismo y eflujo (represión por 

PPARs). Por último, PPARγ actúa sobre los genes que están vinculados con la proteína de 

unión a ácidos grasos (AP2) y proteína de transporte de ácidos grasos (FATP). 

Proteínas de unión a elementos reguladores de esteroles (SREBPs) son miembros de la 

familia de factores de transcripción y regulan el metabolismo de lípidos y síntesis de 

colesterol a nivel de la expresión génica. A diferencia de otros miembros de la familia, 

SREBPs son sintetizados como precursores unidos al retículo endoplasmático y al envoltorio 

nuclear y son liberados de la membrana en el núcleo como proteínas maduras mediante 

proceso de escisión (Sekiya et al., 2003). Hasta la fecha, hay 3 isoformas de SREBPs, -1a, -

1c, y -2 que se han identificado. SREBP-2 juega un rol importante en la regulación de la 

síntesis de colesterol, SREBP-1c controla la transcripción y expresión de enzimas 

lipogénicas tales como ácido graso sintasa (FAS) y estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD1) 

(Shimano, 2001). Es destacado que SREBP-1c regula no solo la tasa sintética de triglicéridos 

sino también la cantidad de su almacenamiento en el hígado (Shimano et al., 1997; Yahagi 

et al., 2002). Por otro lado, Yahagi et al. (1999) y Mater et al. (1999) demostraron que los 

efectos supresores de AGPI en enzimas lipogénicas están mediados por su reducción de la 
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proteína SREBP-1 maduro en el hígado. Además, Yoshikawa et al. (2002) y Xu et al. (2001) 

indicaron que el mecanismo principal por el cual los AGPI suprimen SREBP-1 es 

presumiblemente por clivaje de la proteína precursora así como por la reducción tanto de la 

velocidad de transcripción como de la estabilidad del ARNm. Curiosamente, los AGPI 

disminuyen selectivamente la SREBP-1, sin afectar a la SREBP-2. 

2.3 Definición de Lípidos 

Los lípidos junto a las proteínas y carbohidratos, son macronutrientes en la nutrición humana 

y representan la principal fuente de energía para el organismo (Valenzuela et al., 2002). 

Además los lípidos son fundamentales en la formación de estructuras celulares como las 

membranas a partir de la síntesis de fosfolípidos; suministran ácidos grasos necesarios para 

la síntesis de eicosanoides e intervienen en la síntesis de otros derivados bioactivos como 

hormonas, y actúan como vehículo de vitaminas liposolubles (Tchoukalova et al., 2010). 

Definidos químicamente los lípidos son moléculas hidrófobas que pueden originarse 

completamente o parcialmente a través de condensaciones de tioésteres o de unidades de 

isopreno (Fahy et al., 2005).   

Los lípidos son compuestos especiales en el régimen alimenticio, tanto para el 

abastecimiento de energía (beta-oxidación de ácidos grasos) así como para el suministró de 

ácidos grasos esenciales, como ALA (ácido alfa-linolénico, 18:3n-3) y LA (ácido linoléico, 

18:2n-6) (Christie y Han, 2010). Tienen diversas actividades biológicas como la regulación 

de la estructura y función de la membrana, regulación de la producción de mediadores 

lipídicos bioactivos y regulación de las vías de señalización intracelular. A través de estas 

actividades los ácidos grasos influyen en el bienestar y riesgo de desarrollar enfermedades 

(Calder, 2015). 

2.4 Los ácidos grasos y fuentes de AGPI n-3 

Los ácidos grasos contienen una cadena hidrocarbonada y un grupo carboxilo terminal y se 

clasifican de acuerdo al grado de saturación (Wang et al., 2013; Mennitti et al., 2015). Según 

la clasificación por grado de saturación son saturados (sin doble enlace) o insaturados (con 

al menos un doble enlace entre carbono-carbono) (Mennitti et al., 2015). Los ácidos grasos 

insaturados se dividen en dos subgrupos, monoinsaturados (con un doble enlace simple) y 

poliinsaturados (con 2 o más dobles enlaces). Dependiendo de la ubicación del primer doble 

enlace, los ácidos grasos poliinsaturados se clasifican como n-6 (omega-6) o n-3 (omega-3). 
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El tipo predominante de AGPI n-6 es ácido linoléico (LA) que tiene 18 carbonos y dos dobles 

enlaces. El tipo principal de AGPI n-3 es el ácido alfa-linolénico (ALA) que tiene 18 

carbonos y tres enlaces dobles (Temple, 2018). Los ácidos LA y ALA son nutrientes 

esenciales y precursores de los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL), 

que contienen 20 o más átomos de carbono de las series n-6 y n-3 (Calder y Grimble, 2002).  

Los ácidos grasos omega-3 (n-3) son esenciales para el ser humano debido a que no podemos 

biosintetizar en el organismo, por lo que debe ser aportado a través de la dieta. El primer 

exponente de los ácidos grasos omega-3 es el ácido linolénico (ALA), que mediante un 

proceso enzimático se puede transformar en el ácido eicopentaenoico (EPA) y luego en el 

ácido docosahexaenoico (DHA) (Knoch et al., 2009). Los ácidos EPA y DHA pueden ser 

aportados por la dieta (preformados), hallándose en pescado, mariscos, algas o a partir de su 

precursor de origen vegetal. El ácido ALA tiene baja disponibilidad a partir de la dieta, 

siendo muy limitado su consumo en algunas poblaciones (Valenzuela et al., 2011).  

Una amplia gama de productos vegetales contiene ácido linolénico (ALA), que incluye 

semillas, nueces, verduras, legumbres, cereales y frutas. Entre ellos, se sabe que varios tipos 

de aceites de semillas, como el aceite de linaza y el aceite de nuez, contiene el ácido ALA 

(Kuroe et al., 2016). La semilla de linaza contiene de 34.1 a 40.7 por ciento de grasas y 18.9 

a 27.0 por ciento de proteínas (Colovic et al., 2016). Según Morris (2007) la semilla de linaza 

contiene un promedio de 41 por ciento de grasas, 20 por ciento de proteínas, 29 por ciento 

de carbohidratos totales, principalmente como fibra (28 por ciento) con algunos azúcares y 

almidones (1 por ciento), 7,7 por ciento de humedad y 3,4 por ciento de ceniza. Asimismo 

en otro estudio se reportó que la semilla de linaza contiene potasio entre un rango de 502 a 

732 mg/100g, fitato 104 mg/100g, taninos 96 a 695 mg/100g, magnesio 277 a 339 mg/100g, 

azufre 170 a 200 mg/100g, hierro 6 a 10 mg/100g y zinc 4 a 5 mg/100g (Deme et al., 2017). 

Asimismo, Jiménez et al. (2013) analizaron la composición química de semillas de chía, 

linaza y rosa moqueta y su aporte en ácidos grasos omega-3, encontrando que los aceites de 

las tres semillas analizadas se distinguieron por su alto contenido de ácidos grasos 

poliinsaturados, predominando la presencia de los ácidos grasos esenciales (linoléico y 

linolénico), pudiendo estos aceites ser utilizados como fuentes potenciales en ácidos grasos 

omega-3. En los aceites de semilla de chía y linaza se identificó primordialmente el ácido 

ALA con 51.8 por ciento y 55.3 por ciento respectivamente. 
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2.5 Regulación del metabolismo AGPI y receptores activados por proliferadores de 

peroxisoma (PPARs) 

Los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) y sus derivados metabólicos actúan como ligandos 

de receptores nucleares produciéndose una gran variedad de respuestas celulares. Los 

receptores actúan asociados a cofactores, los que pueden activar o reprimir la expresión del 

gen regulado por el receptor (Sanhueza y Valenzuela, 2006). La interacción del receptor 

PPAR-ligando se produce principalmente por interacciones cuya estabilidad está dada por 

fuerzas del tipo van der waals (Xu et al., 1999). Por otro lado, Hernando y Mach (2015) 

indican que los AGPI tienen una capacidad para modificar la metilación de los promotores 

de genes adipogénicos y consecuentemente su expresión de manera reversible, lo que sugiere 

que las alteraciones epigenéticas pueden ser uno de los puntos más frágiles en el desarrollo 

de la obesidad, debido a que podemos inactivar o activar genes epigenéticamente empleando 

los nutrientes adecuados. 

Se ha encontrado que el consumo de AGPI, en general, induce la activación de PPARα y 

varios genes relacionados con la oxidación y la termogénesis de los lípidos, lo que resulta 

en un aumento de la tasa de oxidación de los ácidos grasos y un riesgo reducido de 

adipogénesis (Reynes et al., 2017; Reilly y Thompson, 2000). Por otro lado, los AGPI n-6 y 

n-3 inducen efectos diferentes sobre el metabolismo y deposición de las grasas; Se sugiere 

los AGPI n-6 promueven la deposición de grasa, mientras que los AGPI n-3 pueden inducir 

el efecto inverso (Mejia et al., 2014; Larter et al., 2008). Además, los ácidos grasos 

poliinsaturados de cadena larga n-3 tienen características que permiten una unión óptima a 

los PPARs, que incluyen una cabeza polar (el grupo carboxilo) y una cola hidrófoba, y 

debido a que son altamente insaturados pueden oxidarse fácilmente al activar PPAR 

(Grygiel-Górniak, 2014). La unión de n-3 AGPI-CL activa el receptor farnesoide X (FXR), 

lo que reduce los niveles de triglicéridos al aumentar el aclaramiento hepático a través de la 

modulación de la actividad de la lipoproteína lipasa, la inducción de PPARα y la inhibición 

de la proteína de unión al elemento regulador de esteroles (SREBP-1c). De manera 

importante, la activación de gen PPARα aumenta la oxidación de ácidos grasos, la actividad 

de la lipoproteína lipasa, el transporte de ácidos grasos y mejora la diferenciación de los 

adipocitos, todo lo cual contribuye a disminuir la concentración de triglicéridos (Saravanan 

et al., 2010). En los roedores, los AGPI dietéticos inducen la expresión de los genes diana 

de PPARα en el hígado estimulando en consecuencia la β-oxidación de los ácidos grasos y 
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reducción de la concentración de triacilgliceroles (Sugden et al., 2002; Georiadi y Kersten, 

2012; Singer et al., 2008; Castellanos y Rodríguez, 2015). 

Los metabolitos bioactivos derivados de los AGPI n-3 como resolvinas, maresinas y ácidos 

grasos esterificados a ácidos grasos hidroxilados (FAHFA) (Chiang y Serhan, 2017; Claria 

et al., 2013; Galano et al., 2015; Kuda, 2017; Kuda et al., 2016), ejercen principalmente 

efectos antiflamatorios. En consecuencia, los efectos beneficiosos de los AGPI n-3 en los 

trastornos metabólicos asociados a la obesidad podrían explicarse en gran medida por la 

mejoría de la inflamación de bajo grado en varios tejidos, incluidos el tejido adiposo blanco 

e hígado, mientras se normalizan sus propiedades metabólicas. Al mismo tiempo, el aumento 

de la ingesta de ácidos grasos poliinsaturados n-3 conduce a cambios en la composición de 

ácidos grasos de los fosfolípidos de la membrana celular afectando a la célula y a la función 

del tejido a través de alteraciones en las propiedades de las membranas, alterando la ruta de 

señalización de la célula y modificando la expresión génica (Calder, 2009; Adkins y Kelley, 

2010; Dimri et al., 2010; Ghafoorunissa et al., 2005). 

2.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y cuantificación del ARN 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada por Kary Mullis (Díaz et al., 

2013) es una reacción enzimática in vitro que amplifica millones de veces una secuencia de 

ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. 

Los elementos importantes en la reacción son el molde ADN o ADNc, la enzima, los 

oligonucléoidos iniciadores o primers, los desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTPs: 

adenina, timina, citosina y guanina), el ión magnesio (Mg+), una solución amortiguadora o 

buffer y H2O. Todos estos elementos interactúan en las tres etapas principales de la PCR: 

desnaturalización, hibridación y extensión. Los equipos donde se realiza la PCR son los 

termocicladores que están diseñados para mantener un sistema homogéneo de temperatura 

y tiempo para que no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la reacción, para 

verificar si se amplificó la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR llamados 

amplicones son analizados en geles de agarosa. Cabe mencionar que los primers son 

secuencias de oligonucleótidos que delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar y 

son complementarios a ésta. Son dos secuencias diferentes de primers que se utilizan en 

PCR, una denominada forward o sentido y otra reward o antisentido; ambas deben hibridar 

la cadena de ADN para que así puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en dirección 
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5’→3’ (Tamay de Dios et al., 2013). La Taq polimerasa es una enzima termoestable aislada 

de Termus aquaticus (Taq) y lleva acabo la replicación del ADN (Mas et al., 2001). 

La PCR cuantitativa (qPCR) o PCR en tiempo real (real time PCR) tiene como objetivo 

detectar y cuantificar las secuencias específicas de ácidos nucleicos mediante el empleo de 

marcadores fluorescentes en la reacción (Tamay de Dios et al., 2013). Los marcadores 

fluorescentes para controlar la producción de productos de amplificación durante cada ciclo 

de la reacción de PCR pueden ser moléculas de intercalación de ADN bicatenario, como la 

tinción con gel de ácido nucleico SYBR Green I. El agente de intercalación de ADN SYBR 

Green I, conduce a la detección de productos de amplificación específicos y no específicos 

(Wang et al., 2006; Navarro et al., 2015). La medición de la cinética de la reacción en las 

primeras fases de la PCR proporciona una clara ventaja sobre la detección de PCR tradicional 

(Biosystems, 2008). En la PCR en tiempo real es posible cuantificar la cantidad de ADN en 

la muestra inicial, mientras en la PCR convencional no es posible (Tamay de Dios et al., 

2013). 

Una ejecución básica de PCR en tiempo real se puede dividir en tres fases. La primera fase 

es la exponencial donde la duplicación exacta del producto se acumula en cada ciclo 

(suponiendo un 100% de eficiencia de reacción). La reacción es muy específica y precisa. 

La segunda fase es lineal (alta variabilidad) donde los componentes de la reacción se están 

consumiendo, la reacción se está desacelerando y los productos comienzan a degradarse. Por 

último, la tercera fase es Plateau o estacionaria donde el producto obtenido permanecerá 

constante aunque se aumente el número de ciclos (Biosystems, 2008). 

La PCR de transcripción inversa o RT-PCR es una técnica para analizar la expresión de ARN 

mensajero (ARNm) derivada de diversas fuentes. El ARNm se transcribe a la inversa en 

ADN complementario (ADNc), utilizando la transcriptasa inversa seguida de la reacción en 

cadena de la polimerasa (Neidler, 2017). Hay dos tipos de cuantificación en RT-PCR en 

tiempo real, cuantificación absoluta y cuantificación relativa.  

La cuantificación absoluta está basada en una curva de calibración interna o externa. 

Mientras en la cuantificación relativa, los cambios en la expresión génica de la muestra se 

miden en base a un estándar externo o una muestra de referencia, también conocido como 

calibrador. Cuando se utiliza un calibrador, los resultados se expresan como una relación 

objetivo / referencia. Existen numerosos modelos matemáticos disponibles para calcular la 
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expresión media del gen normalizado a partir de ensayos de cuantificación relativa. El 

método comparativo Ct (2-ΔΔCt) es un modelo matemático que calcula los cambios en la 

expresión génica como una diferencia relativa de pliegues entre una muestra experimental y 

una muestra calibradora (Biosystems, 2008). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Ubicación 

La fase experimental del trabajo se realizó en las instalaciones del Bioterio del laboratorio 

de Evaluación Nutricional de Alimentos (LENA), Facultad de Zootecnia, Universidad 

Nacional Agraria la Molina. La evaluación de la expresión del gen PPARα se llevó a cabo 

en el Laboratorio de Microbiología de la misma Facultad. El experimento duró 89 días. 

3.2 Animales y dietas 

Se utilizaron 24 ratas machos adultas Holtzman con una edad media de 53.38±0.31 días y 

233.92±1.19 gramos de peso, adquiridas al bioterio del Laboratorio de Evaluación 

Nutricional de Alimentos, Facultad de Zootecnia, Universidad Nacional Agraria La Molina. 

Las ratas se alojaron en jaulas individuales y se adaptaron durante 5 días. El experimento se 

llevó a cabo en dos etapas. 

En una primera etapa, los animales recibieron una dieta obesogénica (DO) por 30 días. La 

dieta obesogénica constó de un 85 por ciento del alimento basal brindado por la planta de 

alimentos de la UNALM (Cuadro 1) y un 15 por ciento de manteca vegetal, este porcentaje 

se estimó en función a lo reportado por Harrold et al. (2000), que indujo a la obesidad en 

ratas con dietas conteniendo grasa al 13 por ciento de la energía total en una dieta de alta 

energía (Harrold et al., 2000). 

En la segunda etapa de 59 días, los animales de experimentación se asignaron al azar a cada 

tratamiento (12 ratas por tratamiento). El primer grupo recibió la dieta obesogénica (DO) 

(control) y el segundo grupo recibió la dieta obesogénica modificada, que constó de una 

reducción del porcentaje de manteca y reemplazo por aceite de linaza (DL) con una dosis de 

0.4 ml/kg peso, vía oral con jeringas hipodérmicas de 1ml sin agujas. La dosis de linaza se 

determinó sobre la base del trabajo de Singh et al. (2008).  

Durante todo el experimento se registró diariamente tanto el alimento proporcionado como 

el residuo de alimento, el consumo se calculó por diferencia de peso.  
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Asimismo, se registró el peso de las ratas semanalmente, antes de proporcionar los 

alimentos. 

Cuadro 1: Composición nutricional del alimento basal 

Nutriente Porcentaje 

Prot. Dig.  17.00 

Fibra  4.00 

Grasa 6.00 

E.M. (Mcal/Kg) 2.90 

Lisina Dig. 0.92 

Met + CisDig.  0.98 

Fósforo Disp. 0.37 

Ca  0.63 

FUENTE: Dieta proporcionada por el Programa de Investigación y Proyección Social en Alimentos. UNALM. 

El aceite de oliva se obtuvo del comercio local (ARSENNA SAC, lote 1112416). La dosis 

del aceite se proporcionó utilizando jeringas hipodérmicas de 1ml de capacidad sin agujas y 

estas fueron descartadas una vez utilizadas. Los ácidos grasos del aceite de linaza se 

determinaron de acuerdo con el método estándar de ISO (2014) (Cuadro 2). 

Cuadro 2: Composición de ácidos grasos (%) de aceite de linaza 

Aceite grasos Porcentaje 

Ácidos grasos Poliinsaturados 70.89 

Ácido Linolénico (omega 3) C18:3n3 56.85 

Ácido Linoléico (omega 6) C18:2n6c 13.73 

Gamma Linolénico (omega 6) C18:3n6 0.20 

Ácido Araquidónico (omega 6) C20:4n6 0.11 

Ácidos grasos Monoinsaturados 17.98 

Ácidos grasos saturados 9.12 

Ácidos grasos no identificados 2.01 

FUENTE: Elaborado a partir del informe de ensayo N°128165 de aceite de linaza (Anexo1).  
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3.3 Medidas morfológicas 

Se registró el peso de cada rata y se midieron las longitudes hocico-ano. El peso y la longitud 

hocico-ano fueron utilizados para obtener el índice de Lee, parámetro antropométrico que es 

un predictor de obesidad (Bernardis, 1970) y marcador de obesidad (Contini et al., 2012). El 

índice de Lee (Bernardis y Patterson, 1968), se calculó por la siguiente formula 

√𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑔)
3

𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑  ℎ𝑜𝑐𝑖𝑐𝑜−𝑎𝑛𝑜 (𝑐𝑚)
 dónde: 

 Valor menor a 0.3 = normal 

 Valor mayor a 0.3 = obesidad 

Al término de la primera etapa (30 días) se evaluaron las medidas del índice de Lee de las 

24 ratas y el resultado fue superior a 0.3; en consecuencia, todas las ratas estaban obesas. 

3.4 Perfil de lipídico sanguíneo  

Para evaluar el perfil lipídico de las 24 ratas se empleó el kit Mission Cholesterol Meter®, al 

inicio y al final de cada etapa. Se realizó un piquete en la cola de la rata que estaba en ayuna 

y en seguida con un capilar se recolectó una gota de sangre, la cual se colocó en el dispositivo 

de control y posteriormente fueron leídos al pasar unos 20 segundos aproximadamente, al 

final se registraron los resultados. El kit determinó 3 pruebas en 1: 

 Determinación de colesterol total 

 Determinación de c-HDL 

 Determinación de triglicéridos 

3.5 Manejo de la eutanasia y extracción de tejidos 

Al concluir la segunda etapa, se procedió a realizar el protocolo de la eutanasia a las ratas. 

Para ello, las ratas se mantuvieron en ayuno nocturno por 12 horas, luego los animales fueron 

sacrificados por una sobredosis de pentobarbital, previo anestesiamiento utilizando una dosis 

de ketamina/ xilacina (40-90 mg/kg y 10-15 mg/kg) por vía intraperitoneal (IP), se realizó 

dicho procedimiento con una aguja hipodérmica de 25 G. Cuando las ratas ya no mostraron 

signos vitales se procedió a retirar los órganos requeridos para el estudio, en este caso se 

extrajeron 6 muestras de hígados por tratamiento, los cuales fueron colocados en viales 

criogénicos con ARN later, 1.5 ml de solución para 100 mg de tejido, y se dejaron a 4°C 
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durante una noche con la finalidad que la solución de ARN later® sea absorbida por el tejido; 

al día siguiente se decantó el sobrenadante y se conservó el tejido a -20°C hasta efectuarse 

los análisis respectivos. El estudio cumplió con las normas éticas para la investigación 

establecidas por el Comité de Ética y Bienestar Animal de la FMV-UNMSM. 

3.6 Expresión del gen PPARα en el hígado 

La extracción de ácido ribonucleico (ARN) total se realizó en las muestras de hígado 

conservadas a -20°C. La extracción del ARN total se realizó mediante el método de 

Chomczinsky con TRIzolTMReagent (Thermo Fisher, 2016a). Este método se centra en el 

uso de tiocianato de guanidina, un desnaturalizante de proteínas que propicia el aislamiento 

intacto de ARN (Sánchez, 2010). El protocolo de extracción del ARN total se describe en el 

Anexo 2. Posterior a la extracción del ARN se realizó un primer control de calidad interno, 

cuantificando el ARN total obtenido en el paso anterior por medio del equipo 

NanoDropTMOne/OneC obteniendo una concentración de ARN 1000 ng/μl y se verificó la 

calidad de ARN sucio a través electroforesis. La cuantificación del ARN se realizó por 

espectrofotometría a diferentes longitudes de onda (260 nm y 280 nm). La relación entre la 

lectura de la absorbancia a 260 nm y 280 nm (DO260/ DO280) permite estimar la pureza del 

ARN (Nolan et al., 2006); extracciones puras tienen una relación DO260/ DO280 de 

aproximadamente de 2.0, ya que una contaminación significativa con fenol o proteínas 

implicaría que el valor del cociente DO260/ DO280 sea menor al esperado (Sánchez, 2010). 

Posteriormente, el ARN purificado fue tratado con TURBO DNA-freeTM en un termobloque. 

El protocolo de limpieza de ARN se describe en el Anexo 3 (Thermo Fisher, 2012a). Este 

protocolo permite eliminar trazas de cantidades moderadas de ácido desoxiribonucleico 

(ADN) contaminante hasta 50 μg de ADN/ml de ARN y posteriormente eliminar la 

desoxirribonucleasa (DNasa) y cationes divalentes de la muestra (Thermo Fisher, 2012b). 

Debido a que el ARN se convertiría en ADN por medio de la transcriptasa inversa y 

seguidamente se amplificarían los genes en estudio, cualquier ADN genómico presente 

también podría ser amplificado y por lo tanto alterar los resultados finales de reacción en 

cadena de la polimerasa con retro-transcripción (PCR-RT). Posterior a la limpieza del ARN 

se realizó un segundo control de calidad interno, cuantificando el ARN total obtenido en el 

paso anterior por medio del equipo NanoDropTMOne/OneC  obteniendo aproximadamente a 

una concentración de ARN 200 ng/μl y se realizó PCR para control de contaminación con 

DNA.  
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Seguidamente, se realizó la retrotranscripción para generar ADN complementario (ADNc) 

a partir del ARN total, se utilizó High Capacity cDNA reverse transcription Kits (Anexo 4) 

utilizando primers y nucleótidos de desoxirribosa (dNTP´s) (Biosystems, 2010), que 

funcionan como sustrato para la transcriptasa reversa para sintetizar una cadena 

complementaria de ADN (Cuadro 3).  

Cuadro 3: Iniciador utilizado en la PCR a tiempo real cuantitativa 

Gen Sentido Antisentido 

PPARα 5’-AATCCACGAAGCCTACCTGA-3’ 5’-GTCTTCTCAGCCATGCACAA-3’ 

El primer para el gen PPARα se seleccionó en base Long et al. (2015). 

Previo a la PCR de expresión se realizó una estandarización donde se identificó la 

temperatura idónea, haciendo una gradiente de temperaturas y reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (qPCR) con curvas para elegir el gen endógeno entre 18S 

ribosomal RNA y Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPGH). La cuantificación del 

ADNc en el hígado se realizó mediante qPCR-RT utilizando como reactivo SYBR Green 

Master Mix, según las recomendaciones del fabricante (Anexo 5) (Thermo Fisher, 2016b).  

Para la normalización de los genes se identificó como gen endógeno idóneo al 18S ribosomal 

RNA; el cálculo de la expresión relativa de los genes en estudio se realizó mediante el 

método Ct (2-ΔΔCt). Este método utiliza directamente la información de ciclo umbral (Ct), 

que es el ciclo en el que el nivel de fluorescencia alcanza una cierta cantidad (el umbral) 

generada a partir de un sistema qPCR para calcular la expresión génica relativa en muestras 

objetivo y de referencia, usando el gen de referencia como normalizador (Rao et al., 2013). 

 

 

3.7 Análisis estadístico 

Todos los resultados se presentaron como media ± SEM. La distribución normal de los datos 

se evaluó con la prueba Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianza con la prueba de 

Levene. Se aplicó la prueba no paramétrica de Mann Whitney con un nivel de significancia 



16 

 

p<0.05 para muestras independientes y prueba no paramétrica Wilcoxson con nivel 

significancia p<0.05 para muestras relacionadas. También se aplicó la prueba T student para 

muestras apareadas en caso de que siguieran distribución normal. Se aplicó la prueba T 

student para muestras independientes, lo que permitió evaluar los efectos de la 

suplementación con el aceite de linaza sobre la expresión del gen PPARα. El nivel de 

significancia fue pre establecido en un valor p<0.05. El análisis correspondiente se desarrolló 

utilizando el paquete estadístico SPSS (versión 23 libre) y GraphPad PrismTM (version7.0 

libre). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Peso corporal y perfil lipídico sanguíneo de las ratas 

Se puede observar que al terminar la primera etapa del experimento para inducir a obesidad 

con la dieta obesogénica, el peso de las ratas se incrementó significativamente con respecto 

al peso corporal inicial. Asimismo, se observó que la concentración de triglicéridos se 

incrementó significativamente con respecto a la concentración inicial, evidenciando estos 

resultados el efecto de la dieta obesogénica en las ratas (Cuadro 4). 

Cuadro 4: Peso y perfil lipídico sanguíneo en ratas después 30 días 

Parámetro Antes Después DO 

Peso (g) 233.92±1.19b 359.13±5.16a 

TRIG (mg/dl) * 50.04±0.97b 132.63±6.83a 

HDL(mg/dl)  42.71±1.63a 41.54±1.50a 

Los valores representan el promedio ± SEM de 24 ratas antes y después de la dieta obesogénica (DO). Letras 

diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). *Se aplicó prueba no paramétrica 

Wilcoxson, significación estadística fue p<0.05. 

A continuación, en la segunda etapa donde se asignaron los tratamientos (Cuadro 5), se 

observó que el peso corporal final del grupo que recibió la dieta obesogénica suplementada 

con aceite de linaza incrementó significativamente con respecto al peso del grupo control 

que solo recibió la dieta obesogénica. Este incremento significativo en el peso del grupo que 

recibió la dieta obesogénica suplementada con aceite de linaza, guardaría cierta relación con 

un consumo ligeramente superior de alimento por parte del grupo que consumió aceite de 

linaza con respecto al grupo control (ver Cuadro 5), sin embargo, este incremento no fue 

significativamente diferente a lo consumido por el grupo control. Debido a los datos 

encontrados se podría afirmar que no habría un efecto de la suplementación del aceite de 

linaza en la reducción del peso en ratas obesas. 
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Cuadro 5: Consumo de alimento y peso en ratas después de 59 días. 

Parámetro DO DL 

Consumo de alimento promedio(g/d) 17.79±1.31a 18.48±1.00a 

Peso corporal (g) después de (59d) 407.42±30.86b 453.08±13.53a 

Los valores representan el promedio ± SEM de 12 ratas por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias 

significativas entre tratamientos (p<0.05).  

La ganancia de peso de ratas suplementadas con aceite de linaza coincide con un estudio 

realizado en ratones por Sundaram et al. (2015) cuyos tratamientos incluyeron una dieta baja 

en grasa (aceite de maíz), dieta alta en grasa más aceite de maíz, dieta alta en grasa más 

aceite de pescado, dieta alta en grasa más aceite de linaza, dieta alta en grasa más aceite de 

soja y dieta alta en grasa más aceite de girasol donde se reportó que las dietas ricas en grasas, 

independientemente de los tipos de aceites, aumentaron significativamente el peso corporal 

en comparación con la dieta baja en grasas (Sundaram et al., 2015).  En cambio, los 

resultados reportados por Viajaimohan et al. (2006) en ratas cuyos tratamientos incluyeron 

una dieta basal, dieta alta en grasa, dieta alta en grasa más aceite de linaza, la suplementación 

con aceite de linaza redujo significativamente la ganancia de peso corporal en ratas 

alimentadas con una dieta alta en grasa. 

Por otro lado, resultados similares reportaron Avellaneda et al. (2013) en ratas cuyos 

tratamientos fueron dietas con composición similar excepto la fuente de grasa, aceite de 

soya, grasa animal, aceite de linaza y aceite de sésamo, las dietas experimentales 

suplementadas con diferentes fuentes de grasa incrementaron el peso en comparación con el 

grupo control, incluso se reportó una ingesta superior de alimento en aquellas con las dietas 

experimentales suplementadas con diferentes fuentes de grasa en comparación con el grupo 

control. Según el autor antes mencionado, el incremento de peso en ratas que recibieron una 

dieta suplementada con diferentes fuentes de grasa estaría relacionado con una ingesta 

superior de alimento, lo que podría explicar la ganancia de peso encontrado en las ratas que 

recibieron la dieta obesogénica suplementada con el aceite de linaza en el presente trabajo. 
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4.2 Perfil lipídico sanguíneo de las ratas 

Se aprecia en el cuadro 6 el perfil lipídico sanguíneo (c-HDL y triglicéridos) en la segunda 

etapa donde se asignaron los tratamientos, se observó que las concentraciones de c-HDL del 

grupo que recibió la dieta obesogénica suplementada con aceite de linaza se incrementó 

ligeramente con respecto del grupo control, pero estas diferencias no fueron significativas 

estadísticamente. Asimismo, las concentraciones de niveles de triglicéridos del grupo que 

recibió la dieta obesogénica suplementada con aceite de linaza disminuyó ligeramente con 

respecto del grupo control, pero estas diferencias no fueron significativas estadísticamente. 

Este ligero incrementó numérico de concentraciones de c-HDL y disminución de niveles de 

triglicéridos encontrados en el grupo que recibió la suplementación con aceite de linaza, 

guardaría relación con la incorporación de la linaza como fuente de ácidos grasos 

poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL n-3) y su efecto benéfico en la mejora del perfil 

lipídico (Viajaimohan et al., 2006).  

Cuadro 6: Perfil lipídico en ratas después de 59 días. 

Parámetro DO DL 

c-HDL(mg/dl) después de (59d) 39.25±1.44a 40.58±2.11ª 

TRIG* (mg/dl) después de (59d) 71±4.88a 62.17±4.18a 

Los valores representan el promedio ± SEM de 12 ratas por tratamiento. Letras iguales indican no diferencias 

significativas entre tratamientos (p>0.05). *Se aplicó prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, significación 

estadística fue p<0.05. 

Por su parte el aceite de linaza como fuente de AGPI-CL n-3 activaría el receptor farnesoide 

X (FXR), lo que reduciría los niveles de triglicéridos a través de la modulación de la 

actividad de la lipoproteína lipasa en el hígado, la inducción de PPARα (Saravanan et al., 

2010) y la inhibición de SREBP-1c, proteína que regula la tasa sintética de triglicéridos 

(Shimano et al., 1997; Yahagi et al., 2002). La activación del gen PPARα aumentaría la 

oxidación de ácidos grasos, la lipoproteína lipasa, el transporte de ácidos grasos y la mejora 

en la diferenciación de los adipocitos, todo lo cual contribuye a disminuir la concentración 

de triglicéridos (Saravanan et al., 2010). Los estudios señalan que los AGPI-CL n-3 actúan 

como ligandos, activando la señalización de factores de transcripción PPAR que regulan el 

equilibrio metabólico de la glucosa y los lípidos (Echevarria et al., 2016).  



20 

 

En la presente investigación, se observó el efecto de la suplementación con aceite de linaza 

sobre el incremento de las concentraciones de c-HDL y la disminución de los niveles de 

triglicéridos (aunque no estadísticamente significativas) en ratas inducidas a obesidad. 

Viajaimohan et al. (2006) reportó similares resultados en ratas cuyos tratamientos incluyeron 

una dieta basal, dieta alta en grasa, dieta alta en grasa más aceite de linaza y dieta con aceite 

de linaza donde en las ratas alimentadas con una dieta alta en grasa más aceite de linaza 

redujeron significativamente el colesterol plasmático y triglicéridos en comparación con 

ratas alimentadas con una dieta alta en grasa. Incluso, en el trabajo realizado por 

Viajaimohan et al. (2006), no encontraron diferencia significativa en la concentración de c-

HDL en las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa más aceite de linaza y la dieta con 

aceite de linaza en comparación con la dieta basal. 

Un estudio realizado en ratones se encontró que la suplementación dietética con aceite de 

linaza (rico en ALA) atenúa eficazmente la acumulación de lípidos hepáticos inducida por 

el etanol en ratones y que este efecto del aceite de linaza podría ser debido a un menor estrés 

en el retículo endoplasmático y a un metabolismo lipídico normalizado en el tejido adiposo 

(Wang et al., 2016). 

En otro estudio realizado por Khan y Makki (2017) en ratas Wistar inducidas con 

hiperlipidemia se reportó que la dieta con aceite de linaza redujo significativamente los 

niveles de colesterol total, c-LDL y aumentó significativamente los de c-HDL en 

comparación con el grupo hipercolesterolémico. En el mismo estudio, la suplementación con 

aceite de linaza evidenció una disminución, aunque no significativa en las concentraciones 

de triglicéridos en comparación con el grupo hipercolesterolémico; sin embargo también 

hallaron que la dieta con aceite de pescado mostró una disminución estadísticamente 

significativa de los valores de colesterol total, c-LDL y un aumento de los niveles de c-HDL, 

y disminución de los niveles de triglicéridos estadísticamente no significativos en 

comparación con el grupo hipercolesterolémico (Khan y Makki, 2017). 

Los datos registrados en el presente estudio que muestran un aumento de las concentraciones 

de c-HDL y una disminución de los niveles de triglicéridos aunque no estadísticamente 

significativa en ambos casos con la suplementación de aceite de linaza en ratas inducidas a 

obesidad coincidirían en parte con lo registrado por Khan y Makki (2017) donde a pesar de 

no ser significativa la reducción de los niveles de triglicéridos, se evidencia que la 
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suplementación con aceite de linaza como fuente ácidos grasos poliinsaturados induce 

alteraciones favorables en el perfil lipídico sérico de las ratas.   

4.3 Expresión relativa del gen PPARα 

En la figura 1 se observa la expresión relativa del gen PPARα, analizada en la matriz del 

hígado de ratas obesas a las que se suministró linaza y control obesogénica 

(n=6/tratamiento). La expresión del gen en la rata obesa fue utilizada en la comparación 

como nivel de expresión basal. Como gen de referencia se utilizó el 18S ribosomal RNA. El 

suministro de linaza resultó no significativo para el gen PPARα, sin embargo, se evidencia 

una tendencia a que el tratamiento con aceite linaza incremente la expresión del gen PPARα 

en  el hígado. Este ligero incremento se debería a la presencia de AGPI n-3 en el aceite, que 

contiene 53% de ALA (Marques et al., 2011). Los ácidos grasos de cadena larga n-3 son 

ligandos óptimos de los PPAR (Grygiel-Górniak, 2014).  De igual modo, la activación de 

gen PPARα aumenta la oxidación de ácidos grasos, la lipoproteína lipasa, el transporte de 

ácidos grasos y mejora la diferenciación de los adipocitos, lo cual contribuye a disminuir la 

concentración de triglicéridos (Saravanan et al., 2010).  

 

Figura 1: Expresión relativa del gen PPARα en ratas después de 59 días. 

En el presente estudio se evidencia una tendencia que el tratamiento con suplementación de 

aceite linaza disminuya la concentración de triglicéridos e incremente la expresión del gen 
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PPARα, resultados que coinciden con lo reportado por Devarshi et al. (2013) en ratas 

inducidas a diabetes cuyos tratamientos incluyeron una dieta basal, dieta con aceite de linaza 

y dieta con aceite de pescado donde la dieta con aceite de linaza redujo la concentración de 

triglicéridos séricos, la expresión de TNF-a, IL-6 y aumentó la concentración c-HDL en ratas 

diabéticas. Incluso Devarshi et al. (2013) encontraron que la dieta con aceite de linaza 

regulaba significativamente el factor de transcripción PPARα y la disminución de expresión 

SREBP-1 en ratas diabéticas, que habría aumentado la β-oxidación de ácidos grasos y 

reducción de la lipogénesis, reduciendo de este modo los niveles de triglicéridos. 

Se podría deducir a partir del trabajo realizado por Devarshi et al. (2013) que la 

suplementación con aceite de linaza fuente rico de ácido linolénico (ALA) lleva a un 

aumento en su metabolismo a sus derivados de AGPI-CL como EPA y DHA, lo que daría 

origen al aumento de EPA y DHA a nivel de la membrana celular conduciendo a una 

disminución de ácido araquidónico en los fosfolípidos de la membrana, asimismo 

desencadenando la disminución de la inflamación y reducción en la producción de citoquinas 

proinflamatorias. Esto a su vez, ocasionaría un aumento en la expresión del gen PPARα 

produciendo cambios en la lipogénesis. 

El aceite de linaza como fuente importante de ácidos grasos poliinsaturados n-3 además de 

mejorar el perfil lipídico a través de la inhibición de la lipogénesis y promoción de la β-

oxidación con la activación del receptor PPARα, también tendría un potencial 

inmunomodulador antiinflamatorio, que se evidenció en un estudio realizado por  Bashir et 

al. (2015) donde usaron ratones C57BL/6 inducidos a obesidad reportaron que la dietas alta 

en grasa más aceite de linaza manifestó un potencial inmunomodulador antiinflamatorio; 

conforme se incrementaba la dosis de aceite de linaza, disminuía la concentración del TNF-

α proinflamatorio, pudiendo así el aceite de linaza aliviar la condición de inflamación crónica 

relacionada con la obesidad.  Asimismo, los resultados de Bashir et al. (2015) evidenció que 

los ratones con dieta alta en grasa más aceite de linaza disminuyeron significativamente los 

niveles de triglicéridos inducidos por la obesidad en comparación con los ratones sin el aceite 

de linaza, incluso Bashir et al. (2015) encontraron que el nivel de colesterol se redujo, aunque 

no significativamente en la dieta alta en grasa con aceite de linaza en todos los niveles de 

dosis.  

En otro estudio realizado por Yu et al. (2017) en ratones C57BL/6J con resistencia a la 

insulina inducida por dietas ricas en grasa se evidenció una disminución de resistencia 
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sistémica a la insulina con dosis medias de aceite de linaza, en paralelo a la acumulación de 

ALA y sus derivados n-3 en el suero circulante que estarían asociados con una menor 

prevalencia de obesidad y resistencia a la insulina. Inclusive el autor mencionado antes 

encontró que una dosis media de aceite de linaza bloqueo la activación metabólica de los 

macrófagos de tejido adiposo (ATM), mejorando de esta manera la señalización de insulina 

en el tejido adiposo (Yu et al., 2017). No obstante según Rao y Lokesh (2016), el aceite de 

linaza no reduce la expresión de marcadores proinflamatorios como 5-lipooxigenasa (LOX-

5) y NF-kB sino aumenta la expresión del gen PPARγ.  

De la misma manera en un estudio realizado por Ghadge et al. (2016) en ratas inducidas a 

diabetes cuyos tratamientos luego de la inducción incluyeron una dieta control, dieta con 

estreptozotocina (STZ), dieta con metformina, dieta con aceite de linaza y dieta con aceite 

de pescado; la dieta con aceite de linaza y la dieta con aceite de pescado mejoraron el perfil 

lipídico, reduciendo el colesterol sérico, los triglicéridos, y también redujeron la expresión 

del factor de transcripción SREBP-1, la expresión de la sintasa de ácido graso, la acil-coA 

sintasa de cadena larga y la transacilasa de la proteína transportadora de malonil-coA-acilo 

en ratas diabéticas. Igualmente, Ghadge et al. (2016) reportaron que la dieta con aceite de 

linaza y la dieta con aceite de pescado disminuyeron la citoquina aterogénica como NF-Kβ 

en ratas inducidas a diabetes. 

La falta de significancia en el incremento de la expresión relativa del gen PPARα en el 

tratamiento con aceite de linaza del presente trabajo concuerda con lo reportado por 

Campioli et al. (2012) en ratas cuyos tratamientos fueron dieta con aceite de oliva (control), 

dieta con aceite de linaza y dieta con aceite mixto (aceite de linaza y pescado) donde las ratas 

que recibieron la dieta con aceite de linaza no presentaron ningún cambio en la concentración 

de proteína hepática de PPARα con respecto al control, sin embargo el tratamiento con aceite 

mixto aumentó significativamente la concentración hepática de PPARα. A partir de este 

último estudio realizado por Campioli et al. (2012) se podría deducir que el aceite de linaza 

como fuente de ácido linolénico (ALA) tendría una baja conversión a DHA y EPA en 

comparación al aceite de pescado que es fuente directa de EPA y DHA haciendo que este 

último ocasione aumento significativo en la expresión del gen PPARα a nivel hepático, pero 

se necesitarían más estudios para contrastar esta idea. 

En el presente trabajo se evidenció que la suplementación con aceite de linaza en ratas obesas 

evidencia una tendencia a que el tratamiento con aceite linaza incrementa la expresión del 
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gen PPARα. Asimismo mejoró la concentración de colesterol-HDL y disminuyó la 

concentración de triglicéridos de forma no significativa en comparación con el control, a 

pesar de esta mejora en el perfil lipídico sanguíneo, las ratas que recibieron la dieta 

suplementada con aceite de linaza aumentaron significativamente de peso a comparación 

con el control. Estos resultados son interesantes porque muestra cómo el aceite de linaza 

como fuente de ácidos grasos poliinsaturados puede activar la expresión del gen PPARα, 

que a su vez está involucrada con el catabolismo lipídico que explicaría la mejora del perfil 

lipídico en las ratas que recibieron este tratamiento, sin embargo esta intervención se estaría 

dando sin afectar el aumento de peso. 
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V. CONCLUSIONES 

En consecuencia, a lo realizado en el presente trabajo de investigación y en función a los 

resultados obtenidos, se puede concluir que: 

1. La suplementación con aceite de linaza como fuente de ácidos grasos poliinsaturados 

en ratas inducidas a obesidad, tuvo una tendencia a incrementar los niveles de 

expresión relativa de gen PPARα.   

2. La suplementación con aceite de linaza como fuente de ácidos grasos poliinsaturados 

en ratas inducidas a obesidad, ocasionó una tendencia a mejorar el perfil lípido, 

aumentando la concentración de niveles c-HDL y disminuyendo los niveles de 

triglicéridos. 
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VI. RECOMENDACIONES 

Luego de realizado el presente trabajo de investigación, se recomienda: 

1. Determinar los procesos de bioconversión de EPA y DHA a partir de ALA mediante 

la expresión génica de factores de transcripción SREBP-1, PPAR-α y marcadores 

inflamatorios en modelos animales inducidos a obesidad. 

2. Evaluar la morfología de los adipocitos en modelos animales inducidos a obesidad y 

verificar sus modificaciones con los cambios de la dieta. 
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VIII. ANEXOS 

Anexo 1. Informe de ensayo de aceite de linaza 
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Anexo 2. Extracción de ARN desde tejido 

Preparación de la muestra y separación de las fases 

1. Añadir 1mL de TRIzol por cada 50-100 mg de tejido 

2. Homogenizar la muestra utilizando un homogeneizador de teflón o vidrio, utilizar 

pulsos de 30s y dejar descansar la muestra en hielo. 

3. Posterior a la homogenización, centrifugar a 12000g por 5 minutos a 4°C. 

4. Remover cualquier fase de ácidos grasos.  Transferir el sobrenadante a nuevo tubo. 

5. Incubar el homogeneizado durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitirla 

disociación de complejos de nucleoproteínas. 

6. Añadir 0.2 ml de cloroformo por cada 1mlutilizado de TRIzol, cerrar el tubo. 

7. Agite vigorosamente con la mano durante 15 segundos. 

8. Incubar por 2-3 minutos a temperatura ambiente. 

9. Centrifugar a 12000g por 15 minutos a 4°C 

La mezcla se separa en una fase orgánica de color rojo, una interfase, y una fase acuosa 

incolora. El RNA permanece en la fase acuosa. 

10. Transferir la fase acuosa que contiene el ARN a un nuevo tubo 

11. Transferir la fase acuosa que contiene el ARN a un tubo nuevo inclinado a 45°C 

pipeteando la solución.  

Precipitación de RNA 

1. Añadir 0.5 ml de isopropanol (por cada 1 ml de TRIzol utilizado) a la fase acuosa. 

2. Incubar a temperatura ambiente durante 10 min. 

3. Centrifugar 12000g por 10 minutos a 4°C. 

El precipitado total de ARN forma un gránulo blanco similar al gel en el fondo del tubo. 
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4. Deseche el sobrenadante con una micropipeta 

Lavado de RNA 

1. Lavar el pellet con 1 ml de etanol 75%, por cada ml de TRIizol usado. 

El RNA puede ser almacenado en etanol 75% hasta 1 año a -20°C o una semana a4°C. 

2. Mediante uso del vórtex, agitar la muestra y centrifugar a 7500g durante 5 minutos 

a4°C. 

3. Desechar el sobrenadante con una micropipeta. 

4. Dejar secar el pellet de ARN durante 5-10 minutos. 

Resuspensión RNA 

1. Re suspender el pellet en agua libre de nucleasas (20-50μl). 

2. Incubar en baño seco a 55-60°C por 10-15 min. 

3. Guardar a -70°C. 
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Anexo 3. Limpieza del ARN 

El tamaño de reacción recomendado es 10-100μl. Una reacción típica es 50μl.A 

continuación se muestra la tabla donde los reactivos se proporcionan para 50 tratamientos 

TURBO DNA-free™ (hasta 100μl cada uno): 

Cantidad Componente Almacenamiento 

120μl TURBO DNase (2units/μl) 

-20°C 600μl 10X TURBO DNase Buffer 

600μl DNase Inactivation Reagent 

1.75ml Nuclease-free wáter Anytemperature † 

†Almacene agua sin nucleasas a -20°C, 4°C o temperatura ambiente 

 Añadir reactivos de digestión de DNasa 

1. Añadir 0.1 volumen 10✕TURBO DNasa Buffer y 1 μl TURBO DNase al RNA, y 

mezclar suavemente. Usar 1 μl de TURBO ™ DNasa (2U) para obtener hasta 10 μg de 

ARN en una reacción de 50 μl. 

2. Incubar a 37 ° C durante 20-30 min.  

3. Agregar a la resuspensión5μlDNase Inactivation Reagent y mezcle bien antes de 

dispensarlo. 

4. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente, mezclando de vez en cuando. Mueva el 

tubo 2-3 veces durante el período de incubación para redispersar el DNase Inactivation 

Reagent.  

Si la temperatura ambiente se enfría por debajo de 22-26 ° C, mueva los tubos a un bloque 

de calor u horno para controlar la temperatura. Los ambientes fríos pueden reducir la 

inactivación de la TURBO DNasa, dejando DNasa residual en la muestra de ARN. 

5. Centrifugar a 2.000 × g durante 5 min y transferir el ARN a un tubo nuevo. Hacer un 

recorrido del tubo 2-3 veces durante el período de incubación para redispersar el DNase 

Inactivation Reagent. 
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Anexo 4. Retrotranscripción para síntesis de ADNc. 

El siguiente procedimiento se basa en el protocolo de Applied Biosystems. 

 Preparación de 2X RT Master Mix 

Para preparar la 2✕ RT master mix (por 20 µl de reacción): Usar hasta 2 μg de ARN total 

(50ng)  por reacción de 20 μl. 

1. Permitir que los componentes del kit se descongelen en el hielo 

2. Con referencia a la tabla a continuación, calcular el volumen de componentes 

necesarios para preparar el número requerido de reacciones. Preparar el RT master mix 

en hielo. 

Componentes 
Volumen/Reacción (μl) 

Kit con inhibidor de RNasa 

10X RT Buffer 2.0 

25X dNTPMix (100mM) 0.8 

10X RT Random Promers 2.0 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1.0 

RNaseinhibitor 1.0 

Nuclease-free H2O 3.2 

Total por reacción 10.0 

Incluya reacciones adicionales en los cálculos para proporcionar un volumen excesivo de 

la pérdida que ocurre durante las transferencias de reactivos. 

3. Coloque el 2✕ RT Master Mix en hielo y mezcle suavemente. 

Preparar las reacciones de transcripción inversa de cDNA 

1. Pipetear 10 μl de 2✕ RT Master Mix en cada pocillo de una placa de reacción de 96 

pocillos o tubo individual. 

2. Pipetear 10 μl de muestra de ARN en cada pocillo, pipeteando hacia arriba y hacia 

abajo dos veces para mezclar. 

3. Sellar las placas o tubos. 
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4. Centrifugar brevemente la placa o los tubos para reducir el contenido y eliminar las 

burbujas de aire. 

5. Coloque la placa o tubos en hielo hasta que esté listo para cargar el termociclador 

Realizar la transcripción inversa 

1. Programar las condiciones del termociclador. Estas condiciones están optimizadas para 

su uso con los kits deHigh CapacitycDNA reverse transcription. 

 Step 1 Step 2 Step 3 Step 4 

Temperatura (°C) 25 37 85 4 

Tiempo 10 min 120 min 5 min ∞ 

2. Ajustar el volumen de reacción a 20 μl. 

3. Cargar las reacciones en el termociclador. 

4. Comenzar la ejecución de transcripción inversa. 

Almacenamiento de reacciones de transcripción inversa de cDNA 

Puede almacenar placas o tubos RT de cDNA preparados utilizando los kits de High 

Capacity cDNA reverse transcription para almacenamiento a corto o largo plazo. 

Duración de almacenamiento Temperatura de almacenamiento (°C) 

Corto plazo (hasta 24 horas antes del uso) 
‡ 

2 a 6 

A largo plazo -15 a -25 

‡ Para un almacenamiento prolongado a una temperatura de 2 a 6 ° C, agregue EDTA a 

una concentración final de 1 mM para quelar los cationes y evitar la degradación de los 

ácidos nucleicos. 

Si es necesario, centrifugue brevemente los platos o tubos de archivo antes de guardarlos 

para eliminar los contenidos y eliminar las burbujas de aire. 
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Anexo 5. PCR en tiempo real 

Configure las reacciones de PCR 

1. Preparar la cantidad adecuada de reacciones, más 10% de excedente. 

Componentes Volumen (10μl/well) 

PowerUp™ SYBR™ Green 

Master Mix (2X) 
5μl 

Forward and reverse 

primers[1] 
Variable 

DNA template + Nuclease-

Free Water[2] 
Variable 

Total 10μl 

[1] Para un rendimiento óptimo en los modos rápido y estándar, usar 300-800nM para cada 

primer. 

[2] Use 1-10 ng cDNA o 10-100 ng DNA para cada reacción. 

2. Mezcle bien los componentes, luego centrifugue brevemente para eliminar los 

contenidos y elimine las burbujas de aire. 

3. Transfiera el volumen apropiado de cada reacción a cada pocillo de una placa óptica. 

4. Selle la placa con una cubierta adhesiva óptica, luego centrifugue brevemente para 

eliminar los contenidos y elimine las burbujas de aire. 

Configurar y ejecutar el instrumento de PCR en tiempo real 

1. Coloque la placa de reacción en el instrumento de PCR en tiempo real. 

2. Establezca las condiciones de ciclo térmico utilizando las condiciones de ciclo térmico 

de PCR predeterminada especificada en la siguiente tabla: 

Modo de ciclo estándar (primer Tm<60°C) 

Step Temperatura Duración Ciclos 

UDG activation 50°C 2 minutos Hold 

Dual-LockTM DNA polymerase 95°C 2 minutos Hold 

Denature 95°C 15 segundos 

40 Aneal 55-60°C[1] 15 segundos 

Extend 72°C 1 minuto 
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[1]La temperatura de Anneal debe establecerse en el punto de fusión de los primers. 

3. Configure el instrumento para realizar un paso de disociación predeterminado. 

Condiciones de la curva de disociación (etapa de la curva de fusión) 

Step Ramprate Temperatura Tiempo 

1 1.6°C/segundo 95°C 15 segundos 

2 1.6°C/segundo 60°C 1 minuto 

3[1] 0.15°C/segundo 95°C 15 segundos 

[1]Disociación 

Use los siguientes ajustes para los instrumentos de Applied Biosystems ™: 

• Tipo de experimento: curva estándar 

• Reactivo: reactivos SYBR ™ Green 

• Reportero: SYBR ™ 

• Quencher: ninguno 

• Tinte pasivo de referencia: ROX ™ 

• Velocidad de rampa: Estándar o rápido (elija la misma secuencia que en el paso 2) 

• Incremento de la rampa de la curva de fusión: continuo 

4. Configure el volumen de reacción apropiado para el tipo de placa que se usa para su 

reacción de PCR. 

5. Pulsar start para comenzar la corrida. 

 


