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RESUMEN

El grillo Acheta domesticus (AD) es una alternativa alimentaria con bajo impacto
ambiental en comparacién con el ganado convencional. Se destaca por su alto
contenido de fibra y proteina, con posibles beneficios para la salud, aunque los
mecanismos exactos no han sido completamente explorados. El objetivo de esta
investigacion fue caracterizar los compuestos bioactivos presentes en AD y
determinar sus efectos en la prevencion de la obesidad y sus complicaciones, asi
como identificar los posibles mecanismos de accion. El andlisis nutricional revelo
gue AD es rico en proteinas (61%) y acidos grasos poliinsaturados (12%), siendo el
acido alfa linoleico el mas abundante. También contiene minerales como K, Mn y
Ca, asi como acido glucoénico con alta capacidad antioxidante. En el estudio in vivo
con ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa (DAGF), la
suplementacion con AD al 4 y 8% durante 16 semanas previno la ganancia de peso
corporal (9 y 19%, respectivamente). Encontrandose una mejora en la resistencia a
la insulina, especialmente en el grupo suplementado con 8% de AD. Ademas, la
suplementacion con AD generd cambios en el microbioma fecal de ratas con una
DAGF, relacionados con un fenotipo saludable. Se observéO un aumento de
Bacteroidetes y una disminucion de Firmicutes, comportamiento asociado con la
reduccion de marcadores de obesidad en otros estudios. Ademas, se identificaron
incrementos en familias bacterianas relacionadas con un estado metabolico
saludable como Prevotellaceae y una disminucion en familias bacterianas
asociadas con dietas hipercaloricos como Clostridiaceae, ademas se observaron
cambios en los metabolitos microbianos, acidos biliares y triterpenoides. A nivel
inflamatorio, la suplementacion con AD reduj6 significativamente los marcadores
sistémicos, como TNF-a e IL-1[, indicando una posible mitigacién de la inflamacién
relacionada con la obesidad. Los resultados sugieren que la inclusion de AD en la
dieta ejerce efectos positivos en la prevencion de la obesidad y sus complicaciones,

mediados por cambios en el microbioma y la reduccién de la inflamacién.

Palabras clave: Acheta domesticus; desérdenes metabdlicos; obesidad;

microbiota.



ABSTRACT
The cricket Acheta domesticus (AD) presents a viable food alternative with a

substantially lower environmental impact compared to conventional livestock.
Notable for its high fiber and protein content, AD offers potential health benefits,
though the precise mechanisms underlying these effects remain underexplored. This
research aimed to characterize the bioactive compounds in AD and evaluate their
efficacy in preventing obesity and its associated complications, as well as to
elucidate potential mechanisms of action. Nutritional analysis revealed that AD
comprises 61% protein and 12% polyunsaturated fatty acids, with alpha-linolenic
acid being the predominant fatty acid. AD also contains essential minerals such as
potassium (K), manganese (Mn), and calcium (Ca), along with gluconic acid, which
exhibits significant antioxidant capacity. In an in vivo study, rats fed a high-fat and
high-fructose diet (HFFD) were supplemented with 4% and 8% AD over 16 weeks.
This supplementation led to a significant reduction in body weight gain by 9% and
19%, respectively. Notably, insulin resistance improved markedly in the 8% AD
supplemented group. Furthermore, AD supplementation induced favorable
alterations in the fecal microbiome of HFFD-fed rats, aligning with a healthier
phenotype. Specifically, an increase in Bacteroidetes and a decrease in Firmicutes
were observed, a microbial profile correlated with reduced obesity markers.
Additionally, bacterial families associated with a healthy metabolic state, such as
Prevotellaceae, increased, while those linked to hypercaloric diets, such as
Clostridiaceae, decreased. Changes in microbial metabolites, bile acids, and
triterpenoids were also noted. On an inflammatory level, AD supplementation
significantly lowered systemic markers like TNF-a and IL-1[, suggesting a potential
reduction in obesity-related inflammation. These findings imply that incorporating AD
into the diet exerts beneficial effects on obesity prevention and its complications,

mediated through microbiome modulation and inflammation reduction.

Keywords: Acheta domesticus; metabolic disorders; obesity; microbiota.
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1. INTRODUCCION
A nivel mundial existen grandes desafios en la produccién de alimentos

debido al incremento de la poblacion, la cual se estima que alcance 9.15 mil millones
de personas en el 2050, lo que representa un reto para las cadenas de produccién
de alimentos y para el medio ambiente. Una alternativa mas sustentable en la
produccién de alimentos son los insectos comestibles, ya que su produccién genera
menos emisiones contaminantes, requiere menos espacio y menor cantidad de
alimento y agua (Oonincx et al., 2020). Entre las especies de insectos comestibles
destaca el grillo Acheta domesticus (AD) por su contenido nutrimental, el cual se
caracteriza por su elevado contenido de proteinas, fibra, acidos grasos
poliinsaturados, vitaminas y minerales (Oonincx et al., 2020; Escobar-Ortiz et al.,
2021).

El interés por el consumo de los insectos comestibles se debe en gran
medida a sus propiedades bioactivas (Hwang et al., 2019). En los insectos
comestibles se ha destacado su contenido de proteinas y polisacaridos (Sipponen
et al., 2018). Para hidrolizados proteicos de Gryllodes sigillatus, estudios in vitro han
demostrado un efecto inhibitorio de la enzima convertidora de angiotensina,
capacidades antioxidantes e inhibicién de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-

IV) relacionada con la secrecién de insulina (Hall et al., 2018).

Por otro lado, se ha reportado que el consumo de Gryllodes sigillatus
disminuy0 la proteina inflamatoria TNF-alfa en plasma de individuos sanos en un
estudio de intervencion (Stull et al., 2018). A pesar que la inflamacion puede estar
asociada a gran variedad de patologias e infecciones, una de las causas de la
inflamacion crénica de bajo grado es la obesidad, por lo que seria interesante
evaluar el efecto protector del consumo de insectos comestibles en la obesidad y

sus complicaciones.

La especie de grillo Acheta domesticus es la especie de insecto comestible de
mayor relevancia econémica a nivel mundial. Sin embargo, a pesar de su contenido

nutrimental que podria sugerir que su consumo tiene efectos benéficos en la



prevencion de enfermedades metabdlicas, sus beneficios relacionados con el efecto
protector contra la obesidad y sus complicaciones han sido poco estudiados.
Recientemente se reportd que la suplementacion de una mezcla de cacao, harina de
grillo de la especie Acheta domesticus y de nopal puede reducir el peso corporal, la
masa grasa y la acumulacion de lipidos en el higado de los ratones obesos. Sin
embargo, mecanismos relacionados con el efecto de AD sobre la inflamacion o
cambios metabdlicos de la microbiota no fueron evaluados, lo que representa una
area de oportunidad de estudio. Adicionalmente, en este estudio no fue posible
identificar el efecto directamente de AD ya que el nopal tiene efectos benéficos en la
obesidad y se desconoce s la adicion de AD en la mezcla aporta un efecto benéfico

(Rosas-Campos et al., 2022).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto protector de AD
en la prevencion de obesidad y sus complicaciones; asi como, la capacidad de AD
de generar cambios en las poblaciones bacterianas intestinales, que se relacionen
con un fenotipo saludable e identificar los posibles compuestos bacterianos

asociados a los beneficios anteriormente mencionados.



2. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad y sus complicaciones

La obesidad es una enfermedad cronica caracteriza por un crecimiento
excesivo de los depdésitos de tejido adiposo y la acumulacién de grasa en el cuerpo.
Esta condicion se ha convertido en una preocupacién global de salud, afectando a
individuos de todas las edades. A nivel mundial, su prevalenciase ha triplicado en la

tltima media década (Bluher et al., 2019).

Numerosos reportes han establecido una relacién correlacion entre la
obesidad y la prevalencia de enfermedades no comunicables como hipertension,
enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2 y algunos tipos de cancer (Lustig
et al., 2022).

La funcién principal del tejido adiposo blanco es almacenar energia en forma de
grasa (triglicéridos). Cuando la ingesta de energia supera el gasto energético,
aumenta el niamero de adipocitos (hiperplasia) y su tamafo (hipertrofia), lo que
conduce a la obesidad en el tejido adiposo blanco. El tejido adiposo también realiza
diversas funciones adicionales, como la sintesis de hormonas, la produccion de
adipocinas y la modulacion inmunoldgica, sin embargo, estas actividades estan
influenciadas por el tipo de tejido adiposo. Existen 3 diferentes depdsitos de grasa
en el cuerpo de tejido adiposo blanco, los cuales tienen efecto en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas, estos depdsitos de grasa responden de distinta manera
a las sefiales de diferenciacion (Lustig et al., 2022). El 80% del tejido adiposo
corporal se encuentra bajo la piel (tejido adiposo subcutaneo) y el 20% restante
alrededor de los érganos digestivos (tejido adiposo mesentérico y ectopico) (Al-
Mansoori et al., 2022).

El tejido adiposo subcutaneo (TAS), el mas grande de los depdsitos de grasa,
se drena hacia la circulacién sistémica, lo que diluye las citocinas derivadas del TAS
en comparacién con los depdsitos de grasa visceral que drenan hacia la circulaciéon
portal directamente al higado. Aungue el exceso de TAS puede aumentar los niveles
de citocinas y predisponer a enfermedades metabdlicas, se requiere una cantidad

relativamente grande de TAS antes de que aparezca la disfuncion metabdlica



(aproximadamente 10 kg), EI TAS estd menos relacionado con el desarrollo de
inflamacion sistémica, en comparacion con el TAV. Estudios en pacientes con
liposuccion del TAS no manifestaron una mejora metabdlica (Mohammed et al.,
2008; Torre et al., 2018).

Por otro lado, el tejido adiposo visceral (TAV) es el mas vascularizado,
ademas, tiene mas actividad celular y metabdlica que el TAS y drena hacia la
circulacion portal. Un incremento de 2 kg del TAV puede aumentar los niveles de
citocinas en la vena porta, lo que lleva a una mayor resistencia a la insulina hepética

y un mayor riesgo de diabetes tipo 2 (Lustig et al., 2022).

Otro tipo de tejido adiposo es el tejido adiposo ectopico. El exceso de grasa
ectopica en el higado y los masculos esta asociado con disfuncion metabdlica,
siendo la grasa hepatica la mas perjudicial para la salud metabdlica. La acumulacion
de 250 g de grasa ectopica hepatica en nifios incrementa la resistencia a la insulina.
El incremento de grasa ectopica puede llevar a enfermedades como esteatosis

hepatica no alcohdlica, cirrosis y cancer de higado (Lustig et al., 2022).

2.1.1 Esteatosis hepatica no alcohodlica (EHNA)

La esteatosis hepatica no alcoholica (NAFLD, por sus siglas eninglés) es una
de las causas mas comunes de enfermedades hepaticas y se reconoce cuando mas
del 5% del peso del higado corresponde a grasa. La EHNA incluye desde la
esteatosis simple, hasta fibrosis y cirrosis y se considera como la manifestacion
hepatica del sindrome metabdlico. Debido a que la EHNA es una enfermedad
metabdlica, recientemente ha sido renombrada como enfermedad de higado graso
asociado a disfunciones metabdlicas (MAFLD, por sus siglas en inglés) (Adams et
al., 2016; Eslam et al., 2020).

Adicionalmente, respecto al desarrollo y progresion de MAFLD, se ha
demostrado que las alteraciones en el metabolismo de lipidos en el higado son el
desencadenante de esta enfermedad (Sakurai et al., 2021). Se ha reportado que el
equilibrio de lipidos en el higado depende de los &cidos grasos libres (AGL), la
lipogénesis de novo, la captacion de lipoproteinas y la degradacién y oxidacién de

triglicéridos. Pacientes con obesidad y MAFLD tienen la siguiente composicion



hepatica de triglicéridos: 59% de acidos grasos no esterificados, posiblemente
provenientes de la lipdlisis del tejido adiposo, el 26% de la lipogénesis de novo y el
15% de la dieta. Lo anterior sugiere que los acidos grasos no esterificados son el

principal contribuyente de los triglicéridos hepéaticos en EHNA (Sakurai et al., 2021).

Por otro lado, de acuerdo con el meta andlisis reportado por Younossi y
colaboradores (2016), las comorbilidades metabdlicas que se correlacionaron con
la prevalencia de MAFLD son la obesidad (51.34%), la diabetes tipo 2 (22.51%), la
dislipidemia (69.16%), la hipertension (39.34%) y el sindrome metabdlico (42.54%).
Otros autores han reportado que el 70% de las personas con sobrepeso y al 90%
de las personas con obesidad moérbida presentan MAFLD (Nassir et al., 2022).
Respecto al desarrollo de MAFLD, uno de los factores con mayor impacto es la

resistencia a la insulina (Prasun et al., 2021).

2.1.2 Resistencia a la insulina e inflamacion

La resistencia a la insulina es una consecuencia de la accion deteriorada de
la insulina en oOrganos y tejidos metabdlicamente activos, como el muasculo
esquelético, el higado y el tejido adiposo. La resistencia a la insulina es un precursor
en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. En un estado de obesidad, la
acumulacion de lipidos en el tejido adiposo blanco se incrementa, lo que genera un
aumento en la secrecion de citosinas pro inflamatorias como interleucina (IL-6) y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), provenientes de los macréfagos de este
tejido, lo que contribuye a la resistencia sistémica de la insulina, disminuyendo la
cascada de sefalizacion de esta hormona en tejidos como musculo, tejido adiposo
e higado. Una acumulacion de diacilglicéridos provenientes de la hidrdlisis de
triglicéridos en musculo e higado muestra una fuerte relacion con la resistencia a la
insulina en estos tejidos; afectando negativamente la transduccion de sefial de la
insulina (Hardy et al., 2012).

Esta falta de respuesta a la insulina esté relacionada con la inflamacién. Una
de las teorias mas aceptadas relacionada la inflamacién como un agente causal de
la resistencia a la insulina en la obesidad. Evidencia demuestra que en individuos

obesos existen mas prevalencia de marcadores inflamatorios, como el factor de



necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). El tejido adiposo blanco es el
principal sitio donde la inflamacion se inicia y se exacerba en un estado de obesidad,
generando sefiales que inician respuestas inflamatorias. Estds respuestas
inflamatorias convergen en vias como la Cinasas c-Jun N-terminal (JNK) y NF-kB
(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas).
Las activaciones de estas vias de sefalizacion promueven la infiltracion de
monocitos en el tejido adiposo y su posterior diferenciacion en macréfagos pro
inflamatorios M1. Los macrofagos infiltrados promueven la secrecion de mas
citosinas proinflamatorias que promueven la inflamacion sistémica y afectan la
sefializacion de la insulina. Las citosinas proinflamatorias como TNFa e IL-1B
pueden activar vias como IKK/NF-kB, lo que puede contribuir a la resistencia a la
insulina en muasculo, tejido adiposo e higado, mediante las fosforilacion de serina
del sustrato del receptor de insulina IRS-1 mediada por IKK, a su vez se inhiben las
fosforilacidon de tirosina inducida por insulina y su posterior cascada de sefializacion
(Wu et al., 2020).

Kochumon y colaboradores (2020) reportaron una asociacion de la expresion
de IL-2 en el tejido adiposo y resistencia a la insulina en individuos con
sobrepeso/obesidad, encontrandose que la expresion de ARNm de IL-2 en
individuos correlacion6 positivamente con el IMC y con los niveles de glucosa y

triglicéridos en ayunas.

Uno de los factores que se han relacionado con la exacerbacion de la
inflamacion en individuos obesos es la disbiosis intestinal generada por cambios en

la microbiota.

2.1.3 Microbiota intestinal: mediador entre la dieta, la inflamacién y la
resistencia a la insulina.
La microbiota intestinal consiste en trillones de bacterias que residen

principalmente en el colon distal. Los filos microbianos presentes en el intestino mas
importantes en relacion a su abundancia son Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia; los dos primeros
filos representan alrededor del 90% de las bacterias intestinales (Hehemann et al.,

2010). La composicion de la microbiota permanece en constante fluctuacién debido



a cambios en la dieta, el ejercicio, el estrés o a la exposicion a antibiéticos. Camios
en la abundancia de filos bacterianos como Firmicutes y Bacteroidetes se han
relacionado con el incremento de la permeabilidad intestinal y, en consecuencia, al
aumento de la expresion de citosinas inflamatorias en suero (Lee et al., 2020). Esto
se debe a que los lipopolisacéridos (LPS) de la membrana externa de las bacterias
Gram negativas pueden translocarse a traves de la barrera intestinal y causar una
inflamacion sistémica, coadyuvando en el desarrollo de resistencia a la insulina (Di
Lorenzo et al., 2019).

Numerosas evidencias han sugerido una relacién causal entre la disbiosis de
la microbiota y diversas enfermedades humanas, como la obesidad y la diabetes
tipo 2. Por ejemplo, al comparar individuos con obesidad y individuos con un peso
normal, estos los sujetos obesos se caracterizan por tener una reduccion en la
diversidad de su microbiota y una disminucion de su rigueza (numero de diferentes

bacterias presentes) (Aron-Wisnewsky et al., 2019).

La microbiota también puede estar relacionada con beneficios a la salud; por
ejemplo, los metabolitos de la microbiota intestinal son capaces de modular el
sistema inmunoldgico del huésped. Por ejemplo, el butirato induce la expresion del
factor de crecimiento transformante (TGFB) en células epiteliales intestinales
humanas, activando a su vez, a las células T reguladoras antiinflamatorias (llhan et
al., 2017; Lee et al., 2020). También estos microorganismos contribuyen a la salud
e integridad de la barrera intestinal humana. Por ejemplo, Akkermansia muciniphila,
una bacteria que degrada mucina desempefia un papel en el mantenimiento de la
salud de la barrera intestinal humana al modular la translocacion de moléculas

microbianas a través del intestino (Everard et al., 2013; Lee et al., 2020).

Géneros bacterianos gue incluyen Bifidobacterium, Lactobacillus, Roseburia,
Akkermansia, Faecalibacterium y Prevotella se han reportado que son mas
abundantes en individuos con un estado saludable (Gurung et al., 2020). Dichos
géneross se han correlacionado con la mejora en la barrera intestinal y la
disminucién de la inflamacion. El género Prevotella se ha correlacionado en la

mejora de la resistencia a la insulina. En un estudio con ratones, la abundancia de



Prevotella aument6 después del consumo de pan de cebada con alto contenido de
fibra y la abundancia de este género se correlaciondé positivamente con menores
niveles de glucosa (Kovatcheva-Datchary et al., 2015).

2.1.4 Dietay su efecto en el microbiota intestinal como posible tratamiento de

laresistencia alainsulina.
Numerosos estudios han evaluado el efecto de las intervenciones dietéticas

y su relacion con la microbiota intestinal como tratamiento de la resistencia a la
insulina. De acuerdo al meta analisis elaborado por Ojo y colaboradores (2021), Iso
individuos que consumen una dieta alta en fibra, incrementaron 0.73 veces la
abundancia de Bifidobacterium, redujeron 0.45 veces Ilos niveles de
lipopolisacaridos en suero, asi como los niveles de la proteina C reactiva, ademas

se mostro una disminucion del 0.57 veces en el indice de masa corporal.

La dieta mediterranea produce cambios en la microbiota intestinal como
disminucién de la abundancia relativa de Firmicutes y Ruminococcus ye incremento

de Bacteroidetes y Prevotella (Garcia-Mantrana et al., 2018; Ghorbani et al., 2021).

Otro estudio en sujetos obesos y con sobrepeso mostré6 que una dieta
enriquecida con sardinas (100 g diarios durante 5 dias a la semana, durante 6
meses) mostré una reduccion del ratio de la abundancia Firmicutes/Bacteroidetes e
incremento de la abundancia del género Prevotella después de 6 meses, con una
mejora en el modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina (HOMA-

IR) comparado con el grupo control (Balfego et al., 2016).

Se ha reportado que una dieta alta en vegetables y carbohidratos no
digeribles tiene efectos benéficos en la microbiota intestinal y la resistencia a la
insulina, a través de la modulacion de la inflamacion. Asi lo demuestra el reporte de
Kim y colaboradores (2013) quienes realizaron un estudio en 6 individuos con un
IMC mayor a 25 y diagnosticados con diabetes tipo 2 y hipertension. Los
participantes consumieron una dieta vegetariana (42 g de fibra dietaria al dia
durante un mes y después de esta intervencidn dietética se encontré una
disminucién en sus indice de masa corporal, niveles de hemoglobina glicosilada,

glucosa postpandrial y colesterol total. Ademas, estos individuos incrementaron la



diversidad bacteriana de su microbiota intestinal, mostrando una reduccion del filo
Firmicutes y un incremento del filo Bacteroidetes, también disminuyo sus niveles

de inflamacion intestinal.

Se ha reportado que los prebioticos son uno de los principales elementos en
la dieta que pueden ayudar a disminuir la resistencia a la insulina relacionada a la
inflamacion y la microbiota. Los prebioticos son fibras no digestibles que pueden ser
fermentadas en el intestino e inducir selectivamente la funcion de crecimiento de
algunas bacterias (He & Shi, 2017).

Con base a esta informacion, se puede concluir que una dieta alta en
carbohidratos no digeribles es beneficiosa para el control de la resistencia a la
insulina y este efecto puede estar mediado por los cambios en la microbiota
intestinal debido al efecto prebiotico de la fibra, lo que en consecuencia puede
generar efectos de disminucion de la inflamacion sistémica y atenuar la resistencia
a lainsulina. Recientemente un alimento que ha tomado relevancia como propuesta
son los insectos comestibles, los cuales se caracterizan por ser ricos en

carbohidratos no digeribles.

2.2 Insectos comestibles una alternativa para una alimentacion mas
sostenible
Los insectos comestibles se han recomendado como una alternativa de

alimento mas sostenible. La entomofagia es la practica de comer insectos, los
cuales son consumidos de manera regular por aproximadamente 2 mil millones de
personas. El uso de insectos como alimento es mas sostenible comparado con las
granjas de produccion animal, en particular cuando se considera el uso de terreno
y el potencial cambio climatico, debido a que la produccién de insectos comestibles
genera menos gases de efecto invernadero como CO», CHsy NO2, comparados con
el ganado convencional (Oonincx et al., 2020; Van Huis et al., 2020; Rivero-Pino et
al., 2024).

Los grillos (Orthoptera; Gryllidae) se encuentran entre las especies de
insectos mas cultivadas. Los grillos se han criado a escala industrial en los paises

occidentales durante las ultimas dos décadas y son consumidos por los humanos



en muchas regiones del mundo (Van Huis et al., 2020). Acheta domesticus L. o grillo
comun como se le conoce en México, es una de las especies de insectos

comestibles industrializados mas importantes (Siddiqu et al., 2024).

Es importante destacar que recientemente se ha evaluado la seguridad del
consumo de AD por el ser humano e incluso la Comisién europea de seguridad
alimentaria ha aprobado su produccion y comercializacion para consumo humano
(Siddiqui et al., 2024).

AD tiene un uso potencial como una fuente alternativa de alimento,
destacando su contenido nutrimental por la presencia de proteinas, fibra, acidos

grasos insaturados, vitaminas y minerales (Pilco-Romero et al., 2023).

2.2.1. Contenido de proteinas

Se han reportado concentraciones de proteinas en AD hasta del 74% y con
una digestibilidad del 85%, siendo la globulina la fraccion proteica mas abundante
(Ndiritu et al., 2017). Mientras que, Hammer y colaboradores (2023) reportaron una

digestibilidad in vitro de 79 a 93% de la harina de grillo deshidratada.

Montowska y colaboradores (2019) realizaron la caracterizacion nutricional
de harinas de AD obtenidas de diferentes proveedores en Europa y Asia,

reportandoun contenido de proteinas del 42.0-45.8%.

Recientemente, Urbina y colaboradores (2023) evaluaron la extraccion de
proteinas de AD bajo métodos alcalinos y acidos, encontrando que con el método
alcalino se lograron extracciones de proteina de AD hasta del 70%, en este extracto
se identificaron proteinas como la miosina C y E, la cadena pesada de miosina

(MHCQC), la tropomiosina, la actina y algunas enzimas como la ATP sintetasa.

2.2.2. Contenido de lipidos

En cuanto al contenido de grasas de AD, Montowska y colaboradores (2019)
reportaron niveles entre 23.6—29.1%, siendo el acido oleico, palmitico y linoleico, los
acidos grasos mas abundantes en AD (Kim et al., 2016). Otros autores reportaron
valores menores de grasa utilizando diversos métodos de extraccion (1.6-8%),

mostrando gran variabilidad de acuerdo con el método de extraccién empleado,

10



siendo mayor el rendimiento de extraccion utilizando el método de Soxhlet y el de
Folch. Por otro lado, del total de los lipidos extraidos, del 0.6 al 3.5% corresponde
a colesterol y el 75% a acidos grasos insaturados. Ademas, se reportd al acido
eicosapentaenoico (EPA) en concentraciones de 0.62 g/100 g (Tzompa-Sosa et al.,
2014).

2.2.3 Contenido de carbohidratos

Las harinas de grillo contienen aproximadamente un 10% de carbohidratos
(Ayieko et al., 2016). Entre estos se incluye a la fibra, la cual representa del 2.9-
6.4% de fibra insolubles y 1% de fibra soluble (Montowska et al., 2019). Los insectos
contienen quitina que se concentra en el exoesqueleto y estd asociada con las
proteinas. Recientemente, se ha estimado que los contenidos de quitina y quitosano

varian en un 4.3-7.1% y 2.4-5.8%, respectivamente (Ibitoye et al., 2018).

2.2.4 Micronutrientes presentes en AD

El consumo de grillo se ha recomendado por su contenido de micronutrientes.
Montowska y colaboradores (2019) reportaron que las harinas de AD son ricas en
Ca (3.14 mg/g), Mg (113 mg/g) y Fe (4.06 mg/g). También los niveles de Cu, Mn y
Zn son especialmente altos; 2.33-4.51,4.1-12.5, 12.8-21.8 ug/g de materia seca,
respectivamente. Sin embargo, Ayieko y colaboradores (2016) reportaron
contenidos mas bajos para los minerales Cu (29.4 pg/g), Mn (58.7 ug/g) y Zn (21.8
Mg/g). También se ha cuantificado otros minerales como el sodio (8,502 ug/g),
potasio (9,797.5 ug/g), fésforo (331.3 pg/g) y zinc (21.8 pg/g). Ademas, se reporto
el contenido de la vitamina A (retinol; 0.35 pg/g), vitamina B: (riboflavina; 6.3 pg/g),

vitamina B (tiamina; 15.2 pg/g) y vitamina E (331 pg/g).

Lo anterior demuestra que AD es un insecto con caracteristicas nutrimentales
destacables, con un contenido destacado de proteinas, vitamina B 12, minerales y
fibra.

2.3. Compuestos en insectos con beneficios a la salud
Existe evidencia reciente que sugiere que el consumo de grillos como AD
podria tener efectos beneficios a la salud. Los grillos tienen propiedades

farmacol6gicas como capacidad antioxidante, inhibidor glicémico, inhibidor de lipasa
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pancreética y efectos antiinflamatorios (Zafar et al., 2023). Los compuestos a los
cuales se les han atribuido dichos beneficios son los compuestos fendlicos,
proteinas y polisacaridos.
2.3.1. Compuestos fendlicos

Los grillos contienen fitoquimicos como compuestos fendlicos y flavonoides,
los cuales se sugiere que provienen de su dieta (Nino et al., 2021). Se ha reportado
gue estos compuestos se pueden obtener de manera mas eficiente al usar la
extraccion asistida por ultrasonido utilizando solventes a base de etanol-agua.
Ademas, los extractos de AD; mostraron capacidad antioxidante e inhibicién de la

enzima lipasa pancreatica in vitro (Del Hierro et al., 2020).

2.3.2. Péptidos

La concentracion de proteinas presentes en las diferentes especies de
insectos es generalmente alta (50-70 % en base seca), lo cual puede facilitar el
proceso de concentracion para su posterior aplicacion (Tzompa-Sosa & Fogliano,
2017). Dichas proteinas han sido ampliamente estudiadas para la produccion de
péptidos bioactivos, los cuales son producidos de manera normal durante el proceso
de digestidon gastrointestinal o mediante una digestion exdgena enzimatica. Durante
este proceso se producen pequefios fragmentos de 2-20 aminoacidos.
Especificamente, de los insectos se puede obtener un amplio rango de péptidos con
actividad antimicrobiana, actividad inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina, ademas de actividades antioxidantes y antiinflamatorias. Sin
embargo, la bioactividad de los péptidos esta influenciada por parametros como el
grado de hidrdlisis, la estructura del péptido, la composicion de aminoacidos y el

tipo de proteasa utilizada (de Castro et al., 2018).

2.3.2.1 Capacidad antioxidante

Las moléculas con capacidad antioxidante son substancias que tienen la
funcién de inhibir y/o reducir el dafio causado por radicales libres y especies
reactivas de oxigeno; las especies reactivas de oxigeno actuan sobre los lipidos de
la membrana, las proteinas y el ADN y ejercen un papel importante en muchas
enfermedades (Abdel-Daim et al., 2019).
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Existe un interés creciente de la busqueda de péptidos antioxidantes de
insectos comestibles. De acuerdo con lo reportado por Zielinska y colaboradores
(2018), diferentes proteinas de insectos comestibles se hidrolizaron mediante una
digestion gastrointestinal simulada usando pepsina, un simulador de saliva y jugos

intestinales (Figura 1).

En el trabajo de Hall y colaboradores (2018) se evalu6é la capacidad
antioxidante de hidrolizados de grillo (Gryllodes sigillatus) con valores de hidroélisis
del 15 al 85%. Los autores reportaron que los hidrolizados con un rango de hidrolisis
entre el 15 al 40% presentaron valores mas altos de capacidad antioxidante medida
por el radical DPPH, comparados con las harinas sin hidrolizar y con las muestras

con un grado de hidrdlisis entre el 50 al 85% (de Castro et al., 2018).

Las proteinas son la fraccion mayoritaria de la composicion de los insectos
comestibles como Acheta domesticus y estas fracciones, después de ser sometidas
a procesos de hidrdlisis enzimatica por la digestion gastrointestinal, pueden generar
péptidos los cuales muestran una importante capacidad antioxidante por lo que esta
fraccion puede producir un efecto protector en procesos patologicos como la
diabetes, la hiperlipidemia y la esteatosis hepatica, patologias en las que se
involucran sistemas oxidantes. En la siguiente seccion se discutiran las actividades

biologicas de los péptidos obtenidos de insectos comestibles.

2.3.2.2 Inhibicién de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V)

Alrededor del 50-60% de la insulina secretada después de una comida es el
resultado de la respuesta de las incretinas, principalmente mediadas por el
polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) y el péptido 1 similar al
glucagén (GLP-1), que se expresa en respuesta a la glucosa oral, en el lumen
intestinal. Las incretinas, como GLP-1 y GIP, son escindidas por DPP-IV, teniendo
como resultado una pérdida en la actividad insulinotrépica; mientras que,
compuestos con capacidad de bloquear DPP-IV son una alternativa en tratamientos
para la diabetes tipo 2 (Hall et al., 2018). De acuerdo al estudio reportado por Hall y
colaboradores (2018), los hidrolizados de proteinas de grillo (Gryllodes sigillatus)

inhiben a DPP-IV hasta un 60%, después de una simulacion de digestion
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gastrointestinal. Los fragmentos con un grado de hidrdlisis entre un 60-85% tuvieron
una mayor capacidad de inhibicion DPP-1V, comparado con los extractos con un

15% de hidrdlisis que no mostraron ninguna inhibicion de la enzima.

Por lo tanto, las proteinas que son la fraccion mayoritaria del grillo, pueden

ser componentes con capacidad de disminuir los niveles de glucosa en sangre.

Propiedades de

Digestion humana in vitro hidrolizados de insectos

Incremento de péptidos

Simulacién de ’ N . L
3 " después de la digestion
Insectos Harina de A saliva(pH=86.75) ; in vitro
comestibles insectos '
a-amilasa . -
N e e setotare
R == 3 . : p ¥
\ . Molienda == Pepsina(pH=2.5) N ) + Capacidad de secuestrar
- hierroy cobrey en
o i y y
L \\_, Pancreatinay consecuencia capacidad

extracto de bilis

= antioxidante<
(pH=7.0) 1

Figura 1. Capacidad antioxidante de los péptidos obtenidos de la hidrdlisis
digestiva de proteinas de insectos comestibles (Adaptado de Zielinska et al.,
2017).

2.3.3 Polisacaridos

Reciente evidencia ha demostrado que el consumo de grillo Grillus
bismaculatus (GB) y sus extractos puede controlar la obesidad y sus complicaciones.
Estos estudios han atribuido dichos efectos a la presencia de polisacaridos como los
glicosaminoglicanos (GAGS) y la quitina, los cuales se encuentran en el exoesqueleto
(Ibitoye et al., 2018). El glicosaminoglicanos son un tipo de carbohidratos
caracterizados por tener carga eléctrica negativa, de estructura lineal y heterogénea,
generalmente son sulfatados y también son conocidos como mucopolisacaridos, con
peso molecular que varia entre los 10-100 KDa (Sharma et al., 2022). Respecto a la
quitina, este es un polisacarido compuesto de N-acetil-glucosamina y también se
considera fibra dietética (Ibitoye et al., 2018).

Ahn y colaboradores (2015) evaluaron la suplementacion de un extracto
metandlico (100 y 200 mg/Kg) de GB en ratas alimentadas con la DAGF, Este

tratamiento disminuy6 el porcentaje de grasa abdominal y epidimal, asi como el
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colesterol total en suero. Ademas, este tratamiento mejoré los niveles del carbonilo
proteico y la concentracion de malondialdehido relacionados con el dafio oxidativo
lipidico.

Por otro lado, la suplementacion del extracto de GB (200 mg/kg) en ratas con
esteatosis hepatica inducida con alcohol inhibié la apoptosis hepatica. Ademas,
reguld la activacion de células Kupffer al inhibir la permeabilidad de endotoxinas en
el intestino y su posterior translocacion al higado, sugiriendo una menor inflamacion

hepatica y un menor dafio intestinal (Hwang et al., 2019).
2.4 Consumo de grillo y su asociacion con microbiota

El efecto benéfico inducido por el consumo de grillo posiblemente se puede
atribuir a modulaciéon de la microbiota intestinal y la subsecuente generacion de
metabolitos bacterianos. De acuerdo a lo reportado por Park y colaboradores
(2020), ratas diabéticas que consumieron polvo de GB (1.63, 3.25, y 6.5 g/kg) dos
veces al dia, normalizaron sus parametros de hipertrigliceridemia e

hiperinsulinemia, ademas que mejoro la intolerancia a la glucosa.

En otro estudio realizado con individuos sanos que consumieron 25 g de grillo
(Gryllodes sigillatus) por dia, la bacteria probiotica Bifidobacterium animalis se
incrementd hasta 5.7 veces en las heces de estos individuos. El consumo de grillo
también se asocio con la reduccion de TNF-a en plasma, el cual es un marcador de
procesos inflamatorios sistémicos. Estos datos sugieren que el consumo de grillos
puede mejorar la salud intestinal y reducir la inflamacion sistémica (Stull et al.,
2018).

Existen reportes recientes donde se demuestra que el consumo de la especie
de grillo Gryllodes sigillatus puede modular de manera positiva las poblaciones
bacterianas intestinales; lo anterior se ha asociado con la presencia de quitina en
los insectos. Se ha demostrado que la quitina puede inhibir el crecimiento de
microorganismos patégenos como Salmonella Typhimurium, E. coli enteropatégena

y V. cholerae en pruebas in vitro. Se ha demostrado que la ingesta de quitina puede
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incrementar Bifidobacterium animalis, relacionada con fenotipos sanos (Benhabiles
et al., 2012; Stull et al., 2018; Alessandri et al., 2019).

Otros estudios han demostrado que la quitina por la microbiota mejora la
salud gastrointestinal. Segun el estudio publicado por Zheng y colaboradores
(2018), la suplementacion con oligosacaridos de quitina en agua (1 mg/mL) puede
reducir las alteraciones del sindrome metabdlico causadas por una dieta alta en
grasas en ratones. Los autores relacionaron estos hallazgos con una remodelacién
en la microbiota intestinal, una mayor expresion de proteinas de union estrecha
intestinal y una menor expresién de transcritos de citosinas inflamatorias en tejido

adiposo, relacionado con una disminucién de la resistencia a la insulina.

El quitosano, que es un derivado de desacetilado de la quitina y, por lo tanto,
un carbohidrato mas soluble, se ha relacionado con la disminucion de la abundancia
relativa de Firmicutes y un incremento en los recuentos de Bacteroidetes, lo que se
atribuye con un menor riesgo de obesidad en humanos. A nivel género, el quitosano
incrementa la abundancia relativa de los géneros Prevotella, Ruminococcus,
Oscillibacter, Bifidobacterium, Prevotella, Alloprevotella y Paraprevotella y
disminuye la abundancia relativa de Lactobacillus (Yu et al., 2014; Guan et al.,
2022).

En cuanto a los GAGs, se han evaluado algunos compuestos puros que
pertenecen a esta familia como el sulfato de condroitina, el cual fue suplementado
al 3% en dieta de ratones durante 4 semanas. Este produjo efectos prebibticos, ya
gue incremento la presencia de bacterias reductoras de sulfato, en especifico la
bacteria Desulfovibrio piger. Ademas, se encontré un incremento de la presencia de
H2S en heces y el colon, una mayor expresion de GLP-1, una mayor secrecion de
insulina, una mejora de la tolerancia a la glucosa y menor consumo de alimentos.
El H2S es un gas bioactivo con efecto regulador producido por bacterias reductoras
de sulfato en la presencia de polisacaridos altamente sulfatados como los GAG
(Pichette et al., 2017).

Por lo tanto, los sustratos fermentables que llegan al intestino grueso y los

metabolitos bacterianos producidos son un factor clave en el efecto de la microbiota
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en el metabolismo de lipidos y carbohidratos. Los estudios anteriormente citados
muestran cambios de la microbiota intestinal por el consumo de grillo o sus
componentes, favoreciendo la abundancia relativa de bacterias que se han
relacionado con una buena salud. Sin embargo, el efecto del grillo contra
enfermedades metabdlicas ha sido evaluado en estados saludables y no ha sido
determinado en un estado metabdlico alterado en modelos biol6gicos ni en
humanos. Con base a lo anterior, en este proyecto se plante6 evaluar el efecto de
AD en el control de la obesidad y sus complicaciones y determinar sus posibles
mecanismos de accion, incluyendo las modificaciones de la microbiota en un

modelo alimentado con una DAGF.
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3. JUSTIFICACION

El consumo de insectos comestibles ha incrementado a nivel mundial y en 120
paises se resalta su importancia como fuente alimentaria emergente. Este
fendmeno se debe, en parte, a los beneficios medioambientales que ofrecen, ya que
la produccion de insectos requiere menos recursos y emite menos gases de efecto
invernadero que la produccion convencional de proteinas animales (Oonincx et al.,
2020). En este contexto, el grillo AD destaca por su contenido nutricional; ademas,
posee propiedades farmacolégicas de las que sobresalen la capacidad antioxidante,
la inhibicién glicémica y la inhibicion de lipasa pancreatica (Oonincx et al., 2020;
Escobar-Ortiz et al., 2021). Asimismo, AD contiene fitoquimicos como compuestos

fenadlicos y flavonoides, presumiblemente derivados de su dieta (Nino et al., 2021).

Previamente, se ha informado que el consumo de grillos modula positivamente la
microbiota intestinal, asociado a la presencia de quitina (Stull et al., 2018).
Adicionalmente, se reportd que la fermentacion de la quitina por la microbiota
intestinal mejora la salud gastrointestinal y puede reducir alteraciones del sindrome
metabdlico inducidas por una dieta alta en grasas (Zheng et al., 2018). Dada la
importancia de los sustratos fermentables que alcanzan el intestino grueso y los
metabolitos bacterianos producidos, se destaca la influencia crucial de la microbiota

intestinal en el metabolismo de lipidos y carbohidratos.

Por lo tanto, el proposito del presente trabajo fue generar informacién sobre la
composicion nutrimental de AD y determinar sus beneficios en el control de la

obesidad y sus alteraciones metabdlicas.

A partir de lo anterior, esta investigacion relaciona el efecto del consumo de AD con
la microbiota intestinal, los metabolitos del colon y la inflamacién sistémica en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas y fructosa. A partir de la suplementacion
con harina de grillo en concentraciones al 4 y 8% durante 16 semanas. Esta
investigacion es relevante ya que, permiti6 comprender de manera integral los
efectos de la suplementacion con grillo en la salud metabdlica y gastrointestinal,
proporcionando asi informacién valiosa sobre el potencial impacto beneficioso de

los insectos comestibles en la dieta humana.
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4. HIPOTESIS
El consumo de Acheta domesticus previene el desarrollo de la obesidad, la

hipertrigliceridemia, la resistencia a la insulina y la esteatosis hepética no alcohdlica, debido
a su contenido de proteinas y carbohidratos complejos, los cuales son hidrolizados en el
sistema gastrointestinal produciendo péptidos con actividad biol6gica, por lo que, la fraccion
insoluble rica en polisacaridos es fermentada por la microbiota del colon incrementando las
poblaciones bacterianas intestinales y los metabolitos microbianos asociados a un fenotipo

saludable .
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar el contenido nutrimental y los compuestos bioactivos de una harina de
Acheta domesticus y determinar sus efectos in vivo sobre la prevencion de la
obesidad y sus alteraciones metabdlicas asociadas e identificar los posibles

mecanismos de accion.

Objetivos especificos

e Caracterizar el contenido nutrimental y compuestos bioactivos de la harina
de Acheta domesticus

e Determinar el efecto de la harina de Acheta domesticus sobre el peso
corporal, la hipertrigliceridemia, la resistencia a la insulina y la esteatosis
hepatica utilizando ratas alimentadas con una dieta hipercalorica.

e |dentificar posibles mecanismos de accion para el control de la obesidad
y/lo sus complicaciones inducidos por el tratamiento con Acheta
domesticus.

e Evaluar en el modelo animal las modificaciones de las comunidades
bacterianas intestinales inducidas por el consumo de Acheta domesticus.

e Identificar los posible(s) compuestos producidos por la microbiota en los

animales alimentados con Acheta domesticus.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de la muestra
La harina de grillo (Acheta domesticus) se obtuvo de la empresa Agroinsect
S.A de C. V. Los grillos fueron cosechados, congelados, escaldados vy

posteriormente fueron sometidos a un proceso de secado.

6.2 Caracterizacion nutrimental y compuestos bioactivos de la harina de
Acheta domesticus

6.2.1 Contenido nutrimental
Las determinaciones de humedad, cenizas y grasa total se realizaron segun

los métodos AOAC 930.15, AOAC 942.05 y AOAC 948.22, respectivamente. El
contenido de nitrogeno total se determind por el método Kjeldahl de acuerdo al
método AOAC 978.02 utilizando el factor de conversion de 5.09 para calcular la
concentracion de proteina (Ritvanen et al., 2020). Los contenidos de fibra dietética
soluble (FDS) vy fibra dietética insoluble (FDI) se determinaron por un método
enzimatico segun el método AACC 32-07.01. El contenido de carbohidratos se
estimo por diferencia y el contenido de quitina se cuantificé gravimétricamente

siguiendo el método reportado por Ibitoye colaboradores (2018).

6.2.2 Contenido mineral
La determinacion del contenido mineral de la harina de AD se realizé en un equipo

Scientific ICAP 600 (Thermo-Fisher, Waltham, MA, EE.UU.) con plasma de argén.
Para lo anterior 0.1 g de muestra fue digerida con 7 mL de acido nitrico (Baker
69.3%). Posteriormente, las muestras se filtraron (Whatman No. 42) y se aforaron a
un volumen de 100 mL con agua desionizada. Finalmente, las muestras se
expusieron a plasma de argén para excitar los elementos de las muestras e
identificarlos a través de sus espectros de emision caracteristicos. La cuantificacion

se realiz6 utilizando curvas de calibracién de cada elemento.
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6.2.3 Perfil de acidos grasos

El perfil de &cidos grasos de la AD se llevo a cabo por el método del éster
metilico de &cidos grasos (FAMEs por sus siglas en inglés: Fatty Acid Methyl
Esters), ILa derivatizacion se realiz6 siguiendo el método descrito por Sinosaki y
colaboradores (2019) con reacciones alcalinas y acidas. Se pesaron 50 mg de
harina AD y se realizé una reaccion alcalina afladiendo 0.4 mL de NaOH (1.25 M)
en metanol. A continuacion, las muestras se sonicaron durante 5 min a 40 kHz.
Después, se afadieron 0.4 mL de H>SO4 (1.75 M) en metanol, las muestras se
sonicaron durante 5 min a 40 kHz. Por dltimo, se afiadieron 0.8 mL de hexano y las
muestras se agitaron en voértex durante 30 s y se centrifugaron a 10000 g durante 5

min.

Se recolectaron los sobrenadantes y se inyecté 1 yL de cada muestra
derivatizada a un cromatografo de gases (GC) Agilent serie 7890A (Wilmington, DE,
EE.UU) acoplado a un detector de espectrometro de masas (MS) de un solo
cuadrupolo (Agilent 5975C) equipado con una fuente de ionizacion de impacto de
electrones (El). El flujo de gas portador (helio) se mantuvo a 1 mL/min. La
temperatura del inyector se ajusté a 250 °C en modo splitless. Se utilizé una
columna capilar HP-88 (30 m x 0.25 mm de diametro interior x 0.25 um). La
temperatura inicial del horno fue de 50 °C y esta se mantuvo durante 1 min y se
elevé a 175 °C a 15 °C por min, luego se elevd a 240 °C a 1 °C/min y se mantuvo
durante 5 min. La energia El se fijo en 70 eV y el rango de masas se fij6 en m/z 50-
1100. Los FAMEs se identificaron y cuantificaron por comparacion con una mezcla
estdndares de FAMEs de 37 componentes (Supelco FAMEs Mix) y el
procesamiento de los datos se realizo con el software Chemstation (Wilmington, DE,
EE.UU).

6.2.4 Perfil de metabolitos de bajo peso molecular
Se prepar6 una solucion de AD (1 mg/mL), agitandose en metanol durante 1

h, el metanol se evaporoé al vacio; posteriormente, la muestra se derivatizé con 50
ML de agente derivatizante, BSTFA (N,O-bis[trimetilsililJtrifluoroacetamida) + 1%
TMCS (trimetilclorosilano) y se agité durante 2 min a temperatura ambiente.

Finalmente, 1 pL de la muestra derivatizada se inyect6 en un sistema GC-MS.
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El sistema consistl6 de un cromatografo de gases Agilent GC Serie 7890A
(Wilmington, DE, EE.UU) y un detector de MS de cuadrupolo simple Agilent (modelo
5975C), con la energia de los electrones establecida en 70 eV y el rango de masas
en 50-700 m/z. Se empled u na columna capilar HP-5MS (30 m, 0.25 mm y
0.25 um) y un inyector split/splitless (2 mm). El inyector se fij6 a 250 °C y lainyeccién
se realiz6 en el modo splitless. La temperatura inicial del horno se mantuvo a 100
°C durante 1 min y se elevd a 220 °C a 6 °C/min, se mantuvo durante 1.23 min,
luego se elevo a 290 °C a 10 °C/min y se elevé a 310 °C a 40 °C/min y se mantuvo
durante 7.5 min. El flujo de gas (helio) se mantuvo a 1 mL/min. El espectro de masas
fue comparado con la base de datos de referencia estandar del NIST (NIST 11) para
identificar los metabolitos en los extractos. El contenido relativo de cada compuesto
se calculo utilizando el porcentaje del area bajo la curva. El procesamiento de los

datos se realizo con el software Chem-Station (Wilmington, DE, EE.UU).

6.2.5 Extraccion y caracterizacion de proteinas

Para la extraccion de proteinas y polisacaridos se emplearon las metodologias
descritas por Laroche y colaboradores (2019) y la descrita por Ibitoye y
colaboradores (2018). Un esquema general del proceso de extraccion se presenta

en la Figura 2.

Para el proceso de purificacion, se colocaron 10 g de harina de AD en un
cartucho de celulosa y los lipidos se extrajeron con etanol al 95 % durante 6 h. De
esta primera fase se obtuvo una harina desgrasada, la cual, se utilizé para la
extraccion de proteina y polisacaridos insolubles. El primer paso consistié en
solubilizar las proteinas de la harina de AD en una a pH 10 durante 2 h;
posteriormente, las proteinas solubles se separaron del residuo mediante
centrifugacion. Al sobrenadante se le ajustdé el pH a 4.5, promoviendo la
precipitacion de las proteinas colocandolas en un pH cercano a su punto isoeléctrico
La solucion se centrifugd separando el precipitado que se considerd el aislado

proteico, el precipitado se sec6 a 37 °C durante 12 h.
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En cuanto a la fraccién rica en polisacéridos se utilizé para cuantificar el contenido
de quitina, mientras que la fraccion rica en proteinas emple6 para evaluar

parametros como digestibilidad proteica in vitro.

Sobrenadante

Grillo recién Centrifugado
cosechado y
congelado a -20°C

[ |
Blanqueado, horneado y
molido
Fraccioén rica en
\ J proteinas solubles
Desgrasado
(Soxhlet) Fraccion insoluble

Centrifugado ricaen
polisacaridos

Precipitado rico en

Precipitacién de e
proteinas

proteinas pH ~ 4

Solubilizacién de
proteinas pH ~ 10

Harina de grillo

Figura 2. Metodologia para la extraccion de proteinas y carbohidratos a partir de
AD.

6.3 Compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante de la harina AD
Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos totales de la harina AD se
realizé un extracto con 10 mL de agua y 1 g de harina AD; después, las muestras
se centrifugaron a 10000 g. Los compuestos fenolicos totales (CFT) se cuantificaron
por el método de Folin-Ciocalteu, para lo cual se mezclaron 10 puL de extractos
acuosos de AD con 65 L de agua, 37.5 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N) y
187.5 pL de Na2COs3 (20 %). Las muestras se incubaron durante 20 min y las
absorbancias se midieron a 765 nm en un lector de microplacas (Thermo-Fisher,
Waltham, MA, EE.UU.). Los resultados se expresaron como mg de equivalente de

acido galico por g de harina AD.

La capacidad antioxidante QUick, Easy, New, CHEap and Reproducible
(QUENCHER) (Q-ABTS y Q-DPPH) se determinaron de acuerdo al método
reportado por Del Pino-Garcia y colaboradores (2015). Para el ensayo Q-DPPH se

mezclaron siete cantidades de harina de AD (2, 4, 6, 8, 10, 15y 20 mg) con 15 mL
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de solucion metandlica de radical DPPH (150 uM) y se incubaron durante 30 min en
oscuridad. Las absorbancias se midieron a 517 nm en un lector de microplacas
(Thermo-Fisher, Waltham, MA, EE.UU.). El radical de ensayo Q-ABTS se prepar6
mezclando 2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénicol-sal de diamonio
(ABTS) con 2.45 mM de persulfato de potasio y se incub6 durante 12 h en la
oscuridad. Posteriormente, la solucion de ABTS se diluyé en metanol para obtener
una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 734 nm en un lector de microplacas (Thermo-
Fisher, Waltham, MA, EE.UU.). Por ultimo, la harina AD (2, 4, 6, 8, 10, 15y 20 mg)
se mezcl6 con 15 mL de ABTS radical y se midieron las absorbancias a 734 nm.
Los resultados de Q-ABTS y Q-DPPH se reportaron como ICso.

6.4 Evaluacion de la harina de AD en el control de la obesidad y sus
complicaciones
Se usaron ratas macho wistar de 6 semanas de edad, adquiridas en el

Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Las
ratas se sometieron a un periodo de adaptacion durante una semana en las
instalaciones del bioterio de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de
Querétaro. Las ratas se mantuvieron bajo un ciclo de luz y oscuridad de 12 h, las
condiciones de humedad fueron de 55 + 15% y de temperatura de 25 + 2 °C. En el
periodo de adaptacion los animales tuvieron acceso libre a comida y a agua. El
experimento se disefid de acuerdo los lineamientos de la NOM-062-Z00-1999. El
proyecto fue sometido y aprobado al comité de bioética de la facultad de quimica

con numero de aprobacion CBQ20/100 y el cuél se muestra en el anexo 1.

Se le evalud la calidad microbiolégica de la harina de AD, determinando
mesofilos aerobios totales por la NOM-111-SSA1-1994, coliformes totales por la
Norma Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014 y mohos y levaduras por la NOM-
110-SSA1-1994.
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Figura 3. Modelo in vivo de la evaluacion de Acheta domesticus sobre la
prevencion de obesidad.

El disefio experimental del modelo in vivo se muestra en la Figura 3. El
experimento incluyé 4 grupos experimentales con 8 animales que se asignaron de
manera aleatoria a cada grupo experimental. El grupo control sano se alimenté con
una dieta estandar (Rodent Lab chow 5001). El grupo control obeso, se aliment6
con una dieta alta en fructosa y alta en grasa saturada (60 % dieta estandar, 20 %

de manteca de cerdo, 20 % de fructosa, 1 % de minerales y 1 % de vitaminas).

Los tratamientos con harina de grillo se alimentaron con una DAGF,
suplementada con harina comercial de AD, se evaluaron 2 concentraciones de grillo
en la DAGF (4 y 8%) de harina comercial de AD, que equivale a una suplementacién
de 15y 30 g de harina de AD para un adulto de 70 kg, de acuerdo a los calculos
reportados por Reagan-Shaw y colaboradores (2008). La composicion nutrimental
de las dietas de este estudio se muestra en el cuadro 1. Semanalmente se registro
el peso corporal y el consumo de alimento durante 16 semanas. Se garantizo la
inocuidad microbiolégica de las dietas midiendo la calidad microbiol6gica de la
harina de grillo y siguiendo buenas practicas de higiene en la elaboracién de las

mismas.
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Cuadro 1. Composicion nutrimental de las dietas experimentales utilizadas en el

estudio in vivo

Dieta experimental Proteina Grasa Ceniza Carbohidratos
Dieta estandar 23.5+0.21 5.0+£0.36 8.0+£0.13 63.5+1.55
DAGF 12.8 £0.03 23.0+0.28 4.8 +0.04 59.4 £ 3.06
DAGF + 4 % AD 13.5+0.25 22.8+0.16 4.9 +0.05 59.0+2.70
DAGF + 8 % AD 15.1+0.04 22.6 £ 0.08 50+0.21 57.1+141

6.4.1 Curva de tolerancia oral a la glucosa (OGTT)

La prueba de tolerancia oral a la glucosa se realizo en las ratas una semana
antes del sacrificio, administrando una solucion de glucosa a 2 g/kg de peso corporal
via intragastrica en ayunas (8-10 horas). La sangre se obtuvo con un pequefio corte
ala punta de la cola en la cual se midi6 la glucosa con un glucometro (Accu-Check®
Performa, Roche) al minuto 0, 30, 60, 90 y 120 después de la carga de glucosa. El
area bajo la curva se calculo restando la glucosa basal en ayunas a los niveles de

glucosa a los 30, 60, 90 y 120 min después de la carga de glucosa.

6.4.2 Sacrificio y obtencion de muestras

Al finalizar las 16 semanas de experimentacion se recolectaron muestras de
heces y orina de cada animal, colocando a cada animal en una jaula metabdlica con
libre acceso a alimentos y agua. Los animales se sometieron a un ayuno de 8 hy
posteriormente se realizé la matanza por decapitacion; se recolectd la sangre en
tubos vacutainer, luego se centrifug6 a 2,500 g por 10 min para obtener el suero, el
cual se almaceno a -80 °C. Los 6rganos que se recolectaron fueron higado y tejidoS

adiposo mesentérico, epididimal y retroperirenal.

Todos los 6rganos se lavaron con solucion salina al 0.9 % y se pesaron.
Posteriormente, los tejidos se seccionaron y una de las porciones del higado y del
tejido adiposo mesentérico se colocaron en formol al 10 % para andlisis histolégicos.
La otra fraccion de los 6rganos y las heces se congelaron en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80 °C para posteriores analisis.
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6.4.3 Andlisis histoldgicos del higado y tejido adiposo

De las muestras de 6rganos que se colocaron en formol al 10 % se realizé
un analisis histolégico. Las muestras se fijaron en parafina y se seccionaron en
laminas de 5 ym, para posteriormente ser tefiidos en una solucion de hematoxilina
y eosina. Se realizaron fotografias de las muestras a 300x para higado y 100x para
tejido adiposo.

6.4.4 Determinacion de triglicérido, HDL-c, colesterol total y 4cido Urico
Los triglicéridos, colesterol total y HDL-c en suero se midieron usando kits
colorimétricos enzimaticos (SpinReact, ES) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

6.4.5 Resistencia a la insulina
La glucosa en suero se cuantifico con un kit enzimatico de la marca
(Spinreact, ES). La cuantificacion de insulina en suero se llevo a cabo con un kit de

inmuno absorcion ligado a enzimas (ELISA) de la marca (Millipore, DE). Con los

Insulina (p_rrl\Jf) *Glucosa(ET—OI)

HOMA= 225

parametros de glucosa e insulina se determing el indice de resistencia a la insulina

HOMA (homeostatic model assessment).

6.5. Mecanismos de accion
6.5.1. Cuantificacion de triglicéridos de higado y tejido adiposo

Para la determinacién de triglicéridos en higado y tejido adiposo, los tejidos
congelados se homogeneizaron adicionando 350 uL de KOH al 30 %:etanol (2:1
v/v). Posteriormente, las muestras se incubaron durante 12 h a 55 °C y se ajustaron
a un volumen final de 1000 pyL con etanol:agua (1:1 v/v). Las muestras se
centrifugaron a 11200 g durante 5 min a 4 °C y el sobrenadante se recuperé para
ajustarse a un volumen final de 1200 uL. una alicuota de 200 yL Se mezclé con 215

pL de MgCl. a una concentracion de 1 M y se incub6 en un bafio de hielo durante
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10 min. Para finalizar, las muestras se centrifugaron a 11200 g durante 5 min y se
recolectaron los sobrenadantes. Los triglicéridos se determinaron usando un kit
enzimatico-colorimétrico. Los resultados se expresaron en mg de triglicéridos por g

de tejido.

6.5.2. Lipidos totales en heces

La extraccion de lipidos totales en heces se realizé segin el método de Kraus
& Kahn (2015). Las heces se recolectaron durante un periodo de 24 h y se secaron
en horno a 35 °C durante 12 h. Las heces molidas (200 mg) se mezclaron con 2 mL
de solucién salina al 0.9% y se agitaron durante 1 min, luego se afiadieron 2 mL de
cloroformo:metanol (2:1) y se agitaron durante 1 min. La mezcla se centrifug6 a 10,
000 g, 10 min a 25 °C Yy la fase inferior que contenia los lipidos extraidos se recuperé
utilizando una aguja. La muestra se recolectd y se evaporo al vacio y se peso el

sedimento restante.
El contenido de lipidos totales en heces se cuantifico con la siguiente formula:

Porcentaje de lipidos totales en heces = (Peso de fraccion lipidica/Peso de heces)
x 100.
6.5.3 Inhibicion de la lipasa pancreatica in vitro

La capacidad de inhibicibn de la lipasa pancreatica in vitro se evalud
utilizando proteinas de AD digeridas. La metodologia de digestion se realizé de
acuerdo a lo reportado por Coronado-Caceres y colaboradores (2020). La harina
de AD (1 g) se suspendio en 20 mL de agua y pepsina (12,000 U) ajustada a pH 2.0
con HCI 0.1 N y se incub6 a 37 °C durante 2 h. Posteriormente, las muestras se
digirieron con tripsina (300,000 U) y quimiotripsina (2,000 U) ajustadas a pH 7 con
NaOH 0.1 N y se incubaron a 37 °C durante 2 h. Finalmente, las enzimas
proteoliticas se inactivaron a 75 °C durante 20 min. Los hidrolizados se separaron
por centrifugacion a 10000 g durante 10 min a 4 °C y se recuperaron los
sobrenadantes. Como control sin digerir se utilizé un extracto acuoso de AD

obtenido con el mismo proceso descrito anteriormente sin afiadir enzimas.

La actividad inhibidora in vitro de la lipasa pancreética de la solucién proteica

digestiva del polvo de AD y del extracto hidrosoluble se realiz6 siguiendo el método
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descrito por Mendoza-Sanchez y colaboradores (2019). Los resultados se
expresaron como porcentaje de inhibicion (%) y se utilizé orlistat

(tetrahidrolipstatina) como control positivo.

6.5.4 Cuantificacibn MDA en suero, compuestos polifendlicos totales y
capacidades antioxidantes en suero.
Los polifenoles séricos se evaluaron por el método de Folin-Ciocalteu y las

capacidades antioxidantes seéricas se midieron con DPPH y ABTS. Para la
cuantificacion se desproteinizaron las muestras de suero, el suero se mezclé con
acetonitrilo (1:1 v/v) durante 2 min a 25 °C, luego se centrifug6 la muestra a 9500 g,
10 min a 4 °C y se recupero la fase superior. Para la determinacion de compuestos
fendlicos totales se mezclaron 10 pL de suero desproteinizado con 65 L de agua,
37.5 uL de reactivo Folin-Ciocalteu (1 N) y 187.5 pL de Na>-CO3 (20 %), y la mezcla
se incubo durante 20 min. La absorbancia se midi6 a 765 nm en un lector de
microplacas (Thermo-Fisher, Waltham, MA, EE.UU.) y el resultado se expresé como

mg de equivalente de acido géalico por mL.

Para la medicién de la capacidad antioxidante en suero con el radical DPPH,
se mezclaron 10 pL de suero desproteinizado con 240 pL de solucion metandlica
de DPPH (150 pM) y se incubaron 30 min en la oscuridad. La absorbancia se midio
a 517 nmy los resultados se expresaron como mg de equivalente de trolox/mL. El
radical ABTS se preparé mezclando ABTS con persulfato de potasio 2.45 mM y se
incub6 durante 12 h en la oscuridad. Posteriormente, la solucién se diluyé en
metanol para obtener una absorbancia de 0.7 + 0.02 a 734 nm. Se mezclaron 10 pL
de muestra con 200 pL de radical ABTS y se midi6 la absorbancia a 734 nm. El
control se preparé con 10 pL de metanol y 200 pL de radical ABTS. Se realizé una

curva de calibracion con trolox.

El porcentaje de inhibicion del radical ABTS y DPPH se calcul6 de acuerdo

con la siguiente formula:
Porcentaje de inhibicion = ((Abs control-Abs de muestra) / Abs control) x 100

La cuantificacion de malonaldehido, un marcador de la peroxidacion lipidica,

se realiz6 de acuerdo a la técnica reportada por Buthia y colaboradores (2011). Se
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mezclaron 100 pL de suero con 100 pL de acido tricloroacético (TCA) al 30% y se
centrifugé a 3000 g por 5 min. El sobrenadante se colect6 y se mezclé con 100 L
de &cido tiobarbiturico al 1%; las mezclas se incubaron en agua a ebullicion 30 min
para posteriormente colocarse en agua con hielo durante 10 min. La absorbancia
resultante se midié a 532 nm. La peroxidacion lipidica se expresé como MDA sérico

(nmol/mL) utilizando el coeficiente de extinciébn molar.

6.6 Determinacion de perfil de citocinas en suero
El perfil de citocinas séricas se determindé mediante un analisis de microarreglo de

citosinas Quantibody® Rat Inflammation Array 1 QAR-INF-1 de la marca
RayBiotech  (Norcross, GA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, las citosinas contenidas en el microarreglo fueron IFNg, IL-1a, IL-18, IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, MCP-1 y TNF-a. Para el analisis se hizo una resta del
fondo de la placa, se conto con 2 controles positivos, ademas para la cuantificacion

se realizo una curva de cuantificacion para las 10 citocinas.

6.7 Analisis de la microbiota fecal
Para el analisis de microbiota fecal las muestras fueron procesadas y

analizadas con el servicio ZymoBIOMIC Service: Targeted Metagenomic

Sequencing (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.).

Las muestras fecales de los animales en estudio se recolectaron
directamente de la rata en condicion postpandrial, se utilizaron tubos falcon estériles
y las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su andlisis. El ADN se extrajo usando
un kit comercial ZymoBIOMIC DNA Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA,
EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante y el ADN se almacen¢ a -20 °C

hasta su andlisis.

La biblioteca de secuenciacion se preparo utilizando PCR en tiempo real para
controlar los ciclos y asi limitar la formacion de quimeras de PCR. Los productos
finales de la PCR se cuantificaron con lecturas de fluorescencia de la gPCR y se
agruparon en base a una molaridad igual. El resultado final de la r™ pooled library
se limpié con el Select-a-Size DNA Clean & Concentratorn® (Zymo Research,

Irvine, CA, EE.UU.) y luego se cuantificd con TapeStation (Agilent Technologies®
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Santa Clara, CA, EE.UU.) y Qubit® (Thermo-Fisher, Waltham, MA, EE.UU.). El
estandar de ADN de la comunidad microbiana ZymoBIOMIC Microbial Community
DNA Standard (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.) se utiliz6 como control positivo
para cada preparacion de biblioteca dirigida. La biblioteca final se secuencié en
lllumina MiSeq con un kit de reactivos v3 (600 ciclos). La secuenciacién se realizo
con 10% de PhiX spike-in.

Para el andlisis bioinformatico las secuencias Unicas de los amplicones se
infirieron a partir de las lecturas crudas utilizando el pipeline Dada2 (Callahan et al.,
2016). Las secuencias quiméricas también fueron removidas con Dada2. La
asignacion de la taxonomia se realizé utilizando Uclust de Qiime v.1.9.1. La
taxonomia se asigno con la base de datos de Zymo Research, 16S. La visualizacion
de la composicion, la diversidad alfa y la diversidad beta se realizaron con Qiime
v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010). La taxonomia que tiene una abundancia significativa
entre los diferentes grupos se identificaron por el analisis LEfSe (Segata et al.,
2011).

6.8 Analisis metabolomico en contenido intestinal
Para establecer una relacion entre los cambios en la microbiota y su efecto

en los metabolitos que se generan por la fermentacion bacteriana y su impacto en
el metabolismo enddgeno, se realizo un analisis metabolémico no dirigido en heces

y suero.

Para la extraccion de los metabolitos en el contenido fecal se prepararon 50
mg de heces con 500 ul de acetonitrilo acuoso al 50 % que contenia sulfadimetoxina
5 UM y luego se sonicoé durante 10 min. Se utiliz6 sulfadimetoxina como patron
interno para controlar el rendimiento de la preparacion de muestras y el analisis de
LC-MS. Se inyect6 una alicuota de muestra de 5 pl en un sistema de cromatografia
liquida de ultra resolucion (UPLC) Acquity (Waters, Milford, MA, EE.UU.) y se separé
en una columna BEH C18 (Waters, Milford, MA, EE.UU.). Para el analisis de
muestras, se utilizaron como solucién movil agua (A), ACN y acetonitrilo (B) que
contenian &cido formico al 0.1 %. Las muestras se analizaron mediante un

espectrometro de masas de tiempo de vuelo de triple cuadrupolo (QTOFMS,
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Waters, Milford, MA, EE.UU.) El voltaje capilary el voltaje del cono para laionizacién
por electropulverizacion se mantuvieron a 01 kV y 5 V, respectivamente, para la
deteccion en modo negativo. La temperatura de la fuente y la temperatura de
desolvatacion se fijaron en 120 y 350 °C, respectivamente. Se empled nitrégeno
como gas de cono (50 L/h) y gas de desolvatacion (800 L/h) y se usé argén como
gas de colision. Para realizar la correccién de masas, el espectrometro de masas
se calibr6 con una solucién de formiato de sodio con una relacion masa-carga (m/z)
de 50-1000 y se control6 mediante la inyeccion intermitente de leucina encefalina
con una masa de [M - H]- = m/ z 554.2615. Los datos se procesaron en el software
Unifi (Waters, Milford, MA, EE.UU.) en formato centroide.

Los datos sin procesar se adquirieron utilizando el software UNIFI (Waters
Co.) y se exportaron al software Progenesis QI (Waters Co.) para su procesamiento
y andlisis. La alineacion del tiempo de retencién se llevd a cabo en comparacion con
las muestras de control de calidad. Para la seleccion del pico, el nivel de eliminacion
de ruido se fijo en 1:00 y la intensidad minima se fijé en el 5% de la intensidad del
pico base. Se realizd un analisis multivariado para evaluar la calidad de los QC
(Quality controls) y los blancos, lo que se muestra en el Anexo 2. Se evalud la
desconvolucion automatica de picos para combinar moléculas idénticas en
diferentes estados de carga. La normalizacion se llevdo a cabo utilizando la
abundancia total de iones. Los datos se exportaron para el analisis estadistico a
través de un enfoque multivariado y se identificaron los compuestos clave en el
software Progenesis QIl. La identificacion putativa se llevé a cabo mediante la
comparacion de la similitud de masa del precursor (error de masa < 5ppm), la
similitud de distribucién de is6topos y la puntuacion de fragmentacion, en
comparacion con la fragmentacion tedrica. Se realizé un proceso de deconvolucion
manual donde se descartaron los picos que no tuvieran ruido, distribucion isotépica
0 gue no mostraran fragmentacion. Los datos metaboloémicos sin procesar se
escalaron y centraron, para poder ser sometidos a analisis multivariados, como se

menciona en la siguiente seccién.
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6.9 Analisis estadistico

Los resultados de la caracterizacion nutrimental y los pardmetros biol6gicos
y bioguimicos del modelo in vivo se reportaron como la media + desviacion estandar.
Se realizo el andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Las
comparaciones entre todos los tratamientos se realizaron con la prueba de Tukey.

Los datos se analizaron con el paquete estadistico utilizando el software R 3.4.

Los datos de la microbiota fecal se les realiz6 un analisis de coordenadas
principales (PcoA), utilizando una matriz de distancia entre muestras calculada por
la disimilitud de Bray-Curtis, usando variantes de secuencia de amplicon Unicas
(ASV). Para determinar si existen correlaciones entre los parametros bioldgicos del
modelo in vivo Yy los cambios en las abundancias relativas de los taxones de la
microbiota fecal, se realizdé un analisis de correlaciones de Pearson, el cual se
grafico en un heapmap con agrupamiento, utilizando el paquete estadistico

utilizando el software R 3.4.

Para los resultados de metabolomica se realizaron analisis multivariados
para identificar los compuestos que discriminan las diferencias de metabolitos en
los animales con diferentes dietas. Los analisis de componentes principales (PCA),
minimos cuadrados parciales discriminantes (PLS-DA), el discriminante de minimos
cuadrados parciales dispersos (sPLS-DA) y el volcan plot se realizaron utilizado la

plataforma W$M y Metaboanalyst 6.0.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Composicion nutrimental y compuestos bioactivos de la harina de
Acheta domesticus
La harina de grillo es un alimento rico en nutrientes como proteinas, fibra,

quitina, acidos grasos poliinsaturados y otros compuestos que pueden ejercer
efectos benéficos en el desarrollo de la obesidad y sus complicaciones (Liisberg et
al., 2016). Por lo tanto, la primera etapa de esta investigacion fue caracterizar la
harina de AD.

7.1.1. Contenido de proteinas

La composicion nutrimental y antioxidante de la harina de AD se presenta en
el Cuadro 2. En cuanto a la proteina, la harina de AD tuvo un contenido de 56%,
menor que el 64% reportado por Ribeiro y colaboradores (2019) y del 71% por
Udomsil y colaboradores (2019). Es importante destacar que, cuando se determina
el contenido de proteina de insectos, ésta se sobreestima, ya que cuando se
cuantifica el nitrogeno total por el método de Kjendall, no se contempla solamente
el nitrégeno proteico, también se determina la quitina, que es un carbohidrato
nitrogenado. Para tratar de disminuir el efecto de la sobreestimacion, se empleo el
factor sugerido por Ritvanen y colaboradores (2020), el cual es de 5.09 para realizar
la conversion de nitrégeno a proteina. Esto puede explicar el menor contenido de
proteina en el presente estudio comparado por otros autores que usaron el factor
de 6.25 (Ribeiro et al., 2019; Udomsil et al., 2019).

7.1.2 Perfil y contenido de acidos grasos
En cuanto al perfil de acidos grasos de la harina de AD, de los 37 estandares

gue se usaron para su cuantifiacion solamente se pudieron identificar 7 en la harina
de AD. El perfil de lipidos de la harina de AD se caracterizo por el alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados (7.8 %), siendo el acido linoleico el acido graso
mayoritario (6.69 %), también se identificaron acidos graso omega 3 como el acido
alfa-linolénico con un 1.11%. Respecto a los acidos grasos saturados su contenido

fue de 6.69% y 3.69% para los acidos grasos monoinsaturados (Cuadro 3).
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Estos resultados son similares a lo reportado por Singh y colaboradores
(2020). Udomsil y colaboradores (2019) reportaron un menor contenido de acidos
grasos poliinsaturados (1.4 %). Las diferencias en el contenido acidos grasos entre
estudios pueden explicarse por las variaciones en la dieta de cultivo del grillo y el

procesamiento de la harina de AD.

Cuadro 2. Caracterizacion nutrimental y antioxidante de Acheta domesticus

Harinade AD | Montowska | Ribeiro et Udomsil et | Singh et al.

g/100 g | et al. (2019) | al. (2019) al. (2019) (2020)
Proteina total 56.1 + 0.1 44.8-45.8 64.4+0.2 71.7+0.5 63.7-75.2
Grasa cruda 143+1.1 23.6-29.1 23.7+0.1 10.4+0.1 12-9-16.2
AGS 7.0+0.2 - - 8.14 +0.35 9.3-10.6
AGMS 4.3+3.4 - - 4.14 +0.25 5.0-5.9
AGPS 12.9+0.5 - - 1.4+0.35 10.2-13.5
AGS/AGPS 054+ 1 ] ] ] ]
Ceniza 75+0.3 3.6-4.3 4.9+0.0 54+0.3 4.7-115
Carbohidratos* 220+1.1 19.6-21.8 - - -
Fibra dietética
insoluble 16.6 £ 0.6 2.9-5.9 - - -
Fibra dietética
soluble 1.3+0.1 0.9-1.0 - - -
Fibra dietéticatotal | 179407 3.86.9 6.9+ 4.6+0.2 -
Quitina 6.25 +0.4 : 5.1+ - -
CFT* 0.550 + 0.05 - - - -
ABTS IC50 (mg/g) 0.434 + 0.02 - - - -
DPPH IC50 (mg/g) 0.677 = 0.01 - - - -

* Carbohidratos calculadospor diferencia. ** g equivalentes de acido galico por 100 g de
muestra. AGS: Acidos grasos saturados. AGMS: Acidos grasos monoinsaturados.

AGPMS: Acidos grasos poliinsaturados. CFT: Compuestos fenolicos totales.
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Cuadro 3. Perfil de acidos grasos de Acheta domesticus

Acido graso g/100 g

Acido laurico C12:0 0.06 +£0.01
Acido miristico C 14:0 0.08 +0.01
Acido palmitico C 16:0 3.53 +0.16
Acido plamitoleico C 16:1 n6 0.10 +0.01
Acido estearico C 18:0 2.3+0.13
Acido oleico C18:1 n9 3.69 +£0.23
Acido linoleico C 18:2n6 6.69 + 0.37
Acido alfa-linolénico C 18:3n3 1.11 +0.26

De acuerdo alo reportado por Rosqvist y colaboradores (2014), en un estudio
clinico donde se suplemento en la dieta de individuos sanos, con &acidos grasos
saturados, se gener6 una mayor acumulacion de grasa en el tejido adiposo visceral
y en el higado, en comparacion con aquellos individuos que se les suplement6 con

acidos grasos poliinsaturados.

7.1.3 Contenido de fibra y quitina
Otro componente importante del grillo es la fibra dietética, incluida la quitina.

En este estudio, la harina AD tuvo un contenido de fibra dietética total del 17.9 %,
del cual el 93 % correspondio a la fibra dietética insoluble y el 7 % a fibra dietética
soluble (Cuadro 2). Estos valores son similares a los reportados en estudios
anteriores (Montowska et al., 2019). Sin embargo, los componentes de la fibra
dietética de los insectos no han sido bien caracterizados y los métodos
convencionales para determinar la fibra podrian sobreestimar su contenido en los

insectos (Oonincx et al., 2020).

Se evalud el contenido de quitina en la harina AD, la cual fue de 6.25 %, que
es similar al 5.1 % reportado anteriormente por Ribeiro y colaboradores (2019). El
contenido de quitina es importante ya que varios estudios han reportado que la
quitina y sus derivados, como los oligosacaridos de quitina y quitosano, disminuyen
el peso corporal (Huan et al., 2020; Tang et al., 2020). Ademas, estos compuestos

disminuyen la insulina y la dislipidemia en ratones alimentados con una dieta alta

38



en grasa (Zheng et al., 2018). Por lo tanto, el consumo de carbohidratos complejos
no digeribles como la quitina podrian producir efectos metabdlicos beneficiosos para
la salud.
7.1.3 Contenido de minerales

Existen reportes en la literatura que han demostrado que AD es un alimento
con un alto contenido de minerales; debido a lo anterior, se realizé la caracterizacion

de estos nutrimentos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Contenido de minerales de Acheta domesticus

Contenido
Mineral mgfc?%% de IDR (mg) IDR

domesticus
K 632.82 3750.0 17%
P 586.69 600.0 98%
Na 289.28 2100.0 14%
Mg 135.65 320.0 42%
Ca 92.19 1000.0 95%
Zn 16.72 8.0 209%
Fe 4.74 18.0 26%
Mn 3.53 2.3 153%
Cu 2.06 1.7 121%
Li 0.01 1.0 0.84%
S 325.94 - -
Si 4.42 - -
Sr 0.27 - -
Ba 0.13 - -

Se cuantificaron14 minerales en la harina de AD, donde los mayoritarios
fueron potasio, fosforo, azufre y sodio. En nuestro estudio se identificaron mas
elementos que lo reportado por Montowska y colaboradores (2018). Estos autores
cuantificaron 8 elementos en diferentes harinas de AD que se comercializan en
Europa. En nuestro trabajo, la harina de grillo presenté 40 % menos potasio, 50 %
menos calcio, 22 % mas magnesio y niveles muy similares de cobre, hierro y zinc a
lo reportado por Montowska y colaboradores (2018). Estas diferencias se pueden

atribuir a la dieta de crianza del grillo y a los tratamientos postcosecha de los

39



insectos, los cuales pueden tener efectos importantes en el contenido de
micronutrientes de la harina de AD. Por ejemplo, en el proceso de escaldado,
proceso que se realiza para disminuir la carga bacteriana, puede lixiviar gran

cantidad de elementos presentes en los insectos (Baek et al., 2019).

Es destacable que 100 g de harina de AD proporcionan el 95, 26y 42 % de la
ingesta diaria recomendada (IDR) de estos micronutrientes, respectivamente
También es destacable el contenido de Zny Mn, donde 30 g de harina proporcionan
el 69y 40% de la IDR, respectivamente. Por lo tanto, los insectos comestibles son

una fuente importante de micronutrientes.

Se hareportado que algunas fuentes de proteinas en la dieta tienen mayor
potencial para atenuar el desarrollo de la obesidad. En el estudio de Liisberg y
colaboradores (2016) se reportd que la caseina es la proteina mas eficiente para
prevenir la ganancia de peso y el incremento del tejido adiposo en ratones en una
dieta hipercaldrica. Por otro lado, los ratones alimentados con proteina de cerdo,
pollo y res, aumentaron la masa de tejido adiposo en comparacion con ratones
alimentados con caseina, comparado con otras dietas hipercaldricas e isoproteicas.
Los autores sugirieron que el potencial de alimentos ricos en proteinas para prevenir
la ganancia de peso esta relacionado con sus nutrientes complementarios como los
acidos grasos poliinsaturados y aminoacidos de cadena de ramificada. Debido al
contenido de estos elementos en la harina de AD se puede sugerir que la harina de
AD tiene potencial para atenuar el desarrollo de las complicaciones asociadas a la

obesidad.

7.1.4 Perfil de metabolitos
El perfil de metabolitos de bajo peso (21000 Da) de un extracto polar de AD

obtenido por GC-MS se presenta el Cuadro 5. El porcentaje de similitud del espectro
de masas de los compuestos identificados putativamente con la base de la libreria
del NIST y los picos mas importantes de su espectro de masas se muestran en el
anexo 3. Se identificaron 22 metabolitos, de los cuales 7 correspondieron a
aminodcidos, 2 carbohidratos, 2 acidos organicos y 1 acido graso. Los aminoacidos

identificados incluyeron siguientes: L-leucina, L-valina, L-serina, L-treonina,
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cistationina, L-prolina y L-fenilalanina; ademas, se encontraron 2 aminoacidos de

cadena ramificada: L-leucina y L-valina.

Cuadro 5. Perfil de metabolitos de bajo peso molecular de Acheta domesticus

Naturaleza . .
del Identlflc_acion RT (min) Area % Area**
compuesto putativa

L-leucina 5.22 189011593 10.53
L-valina 6.1 174743882 9.13
L-serina 8.8 79709569 4.47
Aminoacidos Treonina 9.3 82220132 4,58
Cistationina 9.6 44626298 2.46
Prolina 11.9 321244096 17.37
Fenilalanina 13.8 30317562 1.66
Carbohidratos Galactopirané.sido 10.1 13382771 0.74
Glucopianosido 10.9 31590814 1.76
Acidos Acido fosforico 5.86 260377157 | 14.53
organicos Acido gluconico 20.6 467551332 | 25.96
Acidos grasos Acido caprico 10.4 28308132 1.59
Otros Pirimidina 8.35 55560694 3.22

* Compuestos identificados como derivados del n-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)

** E| porcentaje de area se calculé sumando el area de los compuestos identificados putativamente

Por otro lado, en el extracto se identificé que el compuesto con mayor area relativa
(20 %) fue el acido gluconico. Es destacable, que existen reportes anteriores del
acido gluconico en extractos de AD. Se sugirié que este compuesto podria formar
parte en los extractos de AD o podria ser el producto de una fermentacion por un
manejo de las muestras (Del Hierro et al., 2020). Nuestro trabajo confirma la
presencia del acido gluconico como un compuesto abundante en en el extracto de
AD. El &cido gluconico podria aportar a la capacidad antioxidantede la harina de

AD, ya que se ha identificado a este compuesto como el principal acido organico y
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el principal responsable de la capacidad antioxidante de la miel (Pauliuc et al.,
2020).

7.1.5 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la harina de Acheta
domesticus
Estudios recientes han sugerido que el consumo de insectos podria disminuir

el estrés oxidativo debido a su capacidad antioxidante (D’ Antonio et al., 2021). Por
lo tanto, en extractos de mezclas de agua y etanol a partir de AD se determiné el
contenido de compuestos fendlicos totales y la capacidad antioxidante por ABTS y
DPPH (Figuras 4, 5y 6). En todas las determinaciones, el nivel mas alto se encontr
en la extraccion acuosa, destacandose el caso de los compuestos fendlicos totales,
donde la extraccion realizada con 100 % de etanol no mostrd ninguna absorbancia
mientras que, el contenido de estos compuestos en los extractos acuosos fue mayor

a medida que aumentaba la concentracion de agua.

Lo anterior sugiere que los compuestos extraidos con capacidad antioxidante
son altamente solubles en agua y estos posiblemente son carbohidratos y acidos
organicos y compuestos fendlicos (Pauliuc et al., 2020). Los resultados de la figura
4, se pueden explicar debido a que el reactivo Folin es una sustancia altamente
oxidante. Debido a lo anterior, carbohidratos reductores y acidos organicos, asi

como fenoles pueden generar reaccionar con el reactivo Folin.
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Figura 4. Compuestos fenolicos totales de extractos de Acheta domesticus,
obtenidos con mezclas de etanol agua en diferentes proporciones. Los datos
corresponden a la media * desviacion estandar, (n = 3). Letras diferentes indican
diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a = 0.05).
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Figura 5. Capacidad antioxidante evaluada con el radical ABTS de extractos de
Acheta domesticus, obtenidos con diferentes mezclas de etanol agua. Los datos
corresponden a la media * desviacion estandar, (n = 3). Letras diferentes indican
diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a = 0.05).
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En cuanto a la capacidad antioxidante medida por el radical ABTS, mostré un
comportamiento similar a la determinacién de compuestos fendlicos totales (figura
4). Mientras que, la capacidad antioxidante por DPPH fue més alta con agua al
100%, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre todos los
extractos realizados con diferentes concentraciones de agua. Adicionalmente, la
capacidad antioxidante del extracto en etanol fue mayor en la prueba de DPPH
comparada con la del ABTS; esto se puede atribuir a que el radical DPPH tiene una
mayor afinidad a moléculas menos polares que el ABTS. Lo anterior indica que parte
importante de la capacidad antioxidante medida en los extractos de AD es aportada

por compuestos polares (Gomez-Veladzquez et al., 2021).

Como se muestra en el Cuadro 2, en la harina de AD se cuantificaron
compuestos fendlicos (0.55 g/100 g). Resultados similares han sido descritos por
del Hierro y colaboradores (2020), quienes reportaron un rango de concentracion
de 0.3 - 5.0 g/100 g. Por otro lado, un estudio reciente de Nino y colaboradores
(2021) encontro concentraciones de 1.9 - 2.1 g/100 g de compuestos fendlicos
totales. Estos autores analizaron los extractos de AD utilizando UPLC-MS/MS
encontrando 17 compuestos fendlicos, siendo los acidos 4-hidroxibenzoico, p-
cumarico, ferulico y siringico, los principales compuestos. Los autores sugieren que
los compuestos fendlicos detectados en la AD se encuentran también en las plantas,
ya que éstas son su principal fuente de alimentacién. Por lo tanto, los compuestos
fendlicos son absorbidos de la dieta y encontrarse en AD, sin embargo, se
desconoce si estos compuestos estén adentro del sistema circulatorio de los

insectos o simplemente en su contenido digestivo.
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Figura 6. Capacidad antioxidante medida por el radical DPPH de extractos de
Acheta domesticus, obtenidos con mezclas de etanol agua en diferentes
proporciones. Los datos corresponden a la media * desviacion estandar, (n = 3).
Letras diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a =
0.05).

Los ensayos antioxidantes in vitro son la primera etapa en la busqueda de
matrices alimentarias con potencial antioxidante (Di mattia et al. 2019). Por lo tanto,
en este estudio fue importante determinar el potencial antioxidante de la harina de
grillo completa, para esto se empledé el método QUENCHER. Esta técnica se
determina en la matriz completa del alimento sin extraccion con solventes (Del Pino-
Garcia et al.,, 2015). Asimismo, las técnicas de QUENCHER determinan la
capacidad antioxidante de compuestos insolubles en la harina de AD, como algunas

proteinas y la quitina.

El ICso medido por Q-ABTS fue de 0.434 mg/mL y para Q-DPPH fue de 0.677
mg/mL, respectivamente. Estas inhibiciones, difieren de las reportadas por Nino y
colaboradores (2021), quienes encontraron un ICsg de 0.06 mg/mL y 0.346 mg/mL
para ABTS y DPPH, respectivamente. Estas diferencias podrian atribuirse al
tratamiento postcosecha del grillo. Nino y colaboradores (2021) evaluaron la
capacidad antioxidante de grillos liofilizados, proceso por el cual los compuestos
antioxidantes de AD pueden conservarse mejor. Mientras tanto, en nuestro trabajo,

el grillo fue sometido a un proceso de escaldado y secado para reducir el nUmero
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de microorganismos Yy estos procesos pueden degradar los compuestos

antioxidantes.

En este sentido, se ha reportado que la capacidad antioxidante de extractos
acuosos de insectos comestibles dependen de la dieta de crianza, ya que los
insectos alimentados con una dieta vegetariana ejercen una capacidad antioxidante
mayor que los insectos con una dieta carnivora (Di mattia et al., 2019). Por ejemplo,
de acuerdo a lo reportado por Di mattia colaboradores (2019), los extractos
obtenidos de insectos con una dieta predominantemente vegetariana (grillos,
orugas y saltamontes) tuvieron una capacidad antioxidante hasta 14 veces mayor
en comparacion con insectos con una dieta predominantemente carnivora

(aracnidos y escorpiones).

7.1.6 Determinacidn de punto isoeléctrico de proteinas de AD
Para determinar la solubilidad de las proteinas de AD se realiz0 una

extraccion por el método diferencial de pH, donde la harina de AD se sometié a

diferentes valores de pH para identificar el valor de mayor solubilidad, asi como el
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punto isoeléctrico. En la Figura 7 se muestra la cantidad de proteina solubilizada en

soluciones amortiguadoras a diferentes pH de la harina de AD.
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Figura 7. Proteina de harina de Acheta dometicus solubilizada a diferentes pH (1-
12) .

La maxima solubilizacién de la proteina se presenté a pH 12 y la menor a pH
5. Sin embargo, el porcentaje de solubilizacion de proteina respecto a la proteina
total de la harina de AD (rendimiento de solubilizacién) fue solamente del 20 %
(Figura 8). Es posible que el tratamiento térmico al cual se sometié la harina
comercial de AD (escaldado y horneado) generé agregados proteicos al ser

desnaturalizada la proteina.
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Figura 8. Rendimiento de extraccion de proteina a diferentes pH ( 1 — 12 ) a partir
de harina de Acheta dometicus.

Para determinar el efecto del proceso de elaboracion de harina de grillo sobre
la extraccion de la proteinas se evaluaron 4 tratamientos: grillo hervido (95 °C, 5
min) y horneado (120 °C, 30 min), solamente horneado (120 °C, 30 min),
deshidratado (37 °C, 18 h) y liofilizado.

Los resultados obtenidos respecto a la eficiencia de extraccion de proteina
con los diferentes tratamientos postcosecha del grillo se muestran en la Figura 9.
En los tratamientos de hervido y horneado y solamente horneado las eficiencias de
extraccion fueron bajas, comparados con los tratamientos que no fueron sometidos
a altas temperaturas, siendo el proceso de liofilizado con la mayor extraccion,

seguido por el grillo deshidratado.
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Figura 9. Rendimiento de extraccion de proteina de Acheta dometicus con
diferentes procesos térmicos, a pH 10. Los valores corresponden a medias *
desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes indican diferencia significativa segun

la prueba de Tukey (a = 0.05).

De acuerdo al resultado anterior, es evidente el efecto que ejerce el
tratamiento térmico sobre la solubilidad de la proteina, comportamiento reportado
previamente por Montowska y colaboradores (2019). Estos autores realizaron una
electroforesis de proteinas extraidas de AD, encontrando que la mayoria de los
extractos de las proteinas forman agregados, identificando solo las proteinas mas

termoestables.

Con los resultados presentados se demuestra que el proceso de elaboracion
de la harina de grillo en el cual se utilizan altas temperaturas generan agregados
proteicos y solamente el 5% de las proteinas se solubilizan. Por lo tanto, en esta
muestra no fue posible separar las proteinas de los carbohidratos complejos. En las

siguientes etapas del presente proyecto se trabajé con la harina completa de AD.
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7.2. Efecto de dietas suplementadas con harina de AD en un modelo de
obesidad

7.2.1. Peso corporal y el peso relativo del tejido adiposo blanco

Se evaluod el efecto del consumo de grillo (Acheta domesticus) sobre el
control de enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad. La suplementacion
de harina de AD en una DAGF, a pesar de no disminuir su ingesta calérica, produjo
un menor peso corporal y acumulaciéon de tejido adiposo. En el Cuadro 6 se
presenta el peso corporal inicial de los cuatro grupos experimentales, donde las
medias de todos los grupos fueron de 190-200 g; después de 16 semanas de
experimentacion, el grupo DAGF presentd un mayor peso corporal (30%) respecto
al peso corporal del grupo alimentado con una dieta estandar. Los animales en los
gue se incluyo AD al 4y 8 % en la dieta mostraron 6.9 y 11.6 %, respectivamente

menor peso corporal comparado con los animales alimentados con una DAGF.

En cuanto al consumo calorico no se observaron diferencias estadisticas en
los cuatro grupos experimentales. Por lo tanto, la reduccion de peso por la inclusion
de AD en la DAGF no se puede atribuir a una reduccion del apetito y a una menor

ingesta de energia (Cuadro 6).

La distribucién y el peso del tejido adiposo blanco (TAB) estan estrechamente
relacionadas con las comorbilidades de la obesidad. El riesgo de desarrollo de
resistencia a la insulina y las dislipidemias aumentan cuando incrementa un 65% el
tejido adiposo visceral (TAV) (Wajchenberg et al., 2002). Al igual que los humanos,
los roedores tienen diferentes depdsitos de TAB, como mesentérico, epididimal y
retroperitoneal, por lo que en este estudio se evaluaron de forma especifica

diferentes depdsitos de tejido adiposo blanco (Chusyd et al., 2016).
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Cuadro 6.

Efecto del consumo de una DAGF la suplementacién de Acheta

domesticus en sobre la ganancia de peso, consumo de alimento, indice de masa
corporal y peso relativo de los tejidos adiposos blancos en ratas Wistar.

Grupos
0,

Dieta estandar DAGF DAGF + 4 % AD DAGZS 8%
Peso corporal inicial (g) | 192.2+10.1a | 1940+ 125a 197.0+135a 198.2+13.2a
Peso corporal final (g) 542.4+23.7b 707.2+25.2a 658.8 + 23.7 a 625.6 £ 23.7 ab
Ganancia de peso (A) 350.1 £38.6¢C 511.7+60.4 a 461.8+81.8ab | 411.3 +50.1 bc
Consumo de alimento
(g/diarata) 28.2+30a 23.8+15b 235+1.4b 25.0+26b
Consumo calérico
(KJ/dialrata) 552.3+57.3a | 539.0+33.8a 528.7+32.1a 555.4 +56.8 a
Tejido adiposo blanco
(%)
Mesentérico 0.7+0.1c 1.8+0.4a 1.7+0.2ab 1.3+0.3b
Epididimal 1.5+02c 34+06a 3.6+05a 26+06b
Retroperitoneal 1.2+0.2b 42+05a 3.3+x06a 34+09a

Los valores corresponden a medias + desviacion estandar (n = 8). Letras diferentes indican diferencia
significativa segun la prueba de Tukey (0=0.05).

El tejido adiposo mesentérico (TAM) se localiza paralelo al intestino y se
menciona como el TAB mas parecido entre las ratas y humanos debido a su
ubicacion y vascularizacién (Chusyd et al., 2016). En este estudio, aumento el peso
relativo del tejido adiposo mesentérico del grupo DAGF un 59 % con respecto al
TAM del grupo DS. La inclusion de AD al 4 % en la DAGF tuvo un 6.5% menos
acumulacion de TAM. EI TAM del grupo DAGF + 8 % AD fue menor en un 27 %,

mostrando una diferencia estadistica respecto al TAM del grupo DAGF.

La acumulacion de TAM esté relacionada con el desarrollo de disfuncion
metabolica. EI TAM es el punto inicial de llegada de los quilomicrones desde el
intestino, se desplazan a través de la vena cava sin pasar por el higado, lo que
desencadena diversas respuestas inflamatorias en el TAM (Tchkonia et al., 2013).
Por lo tanto, la reduccion de la acumulacion de lipidos en la grasa mesentérica en
ratas que recibieron una dieta suplementada con harina de AD sugiere que el efecto

antiobesogénico podria disminuir las complicaciones asociadas a la inflamacion.
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Respecto al peso relativo del tejido adiposo epididimal (TAE), se observé un
incremento del 122% en el grupo DAGF comparado con el TAE de los animales
alimentados con una dieta estandar. En los animales donde se incluyé AD al 4 %
en la dieta, el TAE fue similar al de los animales alimentados con una DAGF. Sin
embargo, los animales consumieron la harina de AD al 8 % mostraron un 25 %
menos de acumulacion de TAE en comparacion con el TAE del grupo DAGF. Este
tejido adiposo se localiza en la region perigonadal y muestra un fenotipo tipico de
tejido adiposo blanco, por lo que la reduccion del TAE en los animales

suplementados con AD es beneficioso (Zhang et al., 2018).

El tejido adiposo retroperitoneal (TAR) se encuentra alrededor de los rifiones;
en este estudio, El TAR del grupo alimentado con una DAGF muestra un incremento
del 225%, en comparacion con el TAR del grupo dieta estandar. El consumo de una
DAGF suplementada con AD al 4 y al 8 % de AD no generé cambios en la

acumulacion de este tejido adiposo.

Interesantemente, el grupo suplementado con AD en la DAGF mostré una
reduccion en la acumulacion de TAE pero no mostré efectos en la acumulacion de
TAR; esto podria deberse a que existen diferencias en la dinamica celular de los
preadipocitos (Tchkonia et al., 2013). De acuerdo a lo reportado de por Wang y
colaboradores (1989), el tejido adiposo retroperitoneal tiene una mayor capacidad

de replicacion que el epididimal.

Finalmente, la suma del peso relativo del tejido adiposo visceral diseccionado
(TAM + TAE + TAR) en el grupo alimentado con la DAGF fue 164% mas alto
respecto al de las ratas alimentadas con una dieta estandar. Los grupos alimentados
con una DAGF + 4% AD y DAGF + 8% AD mostraron menor cantidad del tejido
adiposo visceral 7.5% y 22%, respectivamente, en comparacion con el TAV de los

animales alimentados con una DAGF.

La reduccion de la acumulacion de tejido adiposo visceral con la inclusiéon de
harina de AD en la DAGF sugiere que la harina de AD puede tener un efecto
protector en las complicaciones relacionadas con la obesidad de los animales

alimentados con la DAGF. La acumulacion de TAV esta estrechamente relacionada
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con el sindrome metabdlico. Se ha reportado la reduccion del 15% de la ganancia
de masa grasa (epididimal + visceral) con la suplementacién con quitina-glucano en
ratones con una dieta alta en grasa (Neyrinck et al., 2019). Por lo tanto, el efecto

observado podria estar asociado a la quitina.

7.2.2. Tamafio de adipocitos y triglicéridos en el tejido adiposo mesentérico.
En la Figura 10B se muestra que el grupo DAGF tiene mayor acumulacién de
triglicéridos en el tejido adiposo mesentérico en un 49 % en comparacion con las
ratas alimentadas con una dieta estandar. Mientras que, los animales tratados con
una DAGF + 4% AD y DAGF + 8% AD presentaron un menor contenido de TG en

el tejido adiposo en un 4y 19%, respectivamente.

La menor ganancia de peso corporal y la acumulacion de tejido adiposo (Cuadro 6),
asi como la reduccion del tamafio de los adipocitos y la acumulacién de TG en el
tejido adiposo (Figura 10) en las ratas alimentadas con DAGF y suplementada con
harina de Acheta domesticus, principalmente al 8% puede estar relacionada con

una menor absorcion intestinal de lipidos de la dieta.
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Figura 10. Efecto del consumo de una DAGF suplementada con la harina de Acheta
domesticus sobre la morfologia de los adipocitos (A) y el contenido de triglicéridos

en el tejido adiposo mesentérico (B). Los valores corresponden a medias + desviacion
estandar (n = 8). Letras diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a =
0.05).

En la Figura 11 se muestra que los animales alimentados con DAGF (20%
de grasa en la dieta tuvieron 47 % mas lipidos en las heces que los animales
alimentados con una dieta estandar (12 % de grasa en la dieta). Cuando los
animales consumieron 4 % de harina de AD en la DAGF se present6 un incremento
del 27 % de lipidos totales en heces comparado con el grupo alimentado con una

DAGF; al incluir AD al 8 %, el contenido de lipidos en las heces fue mayor en un
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98% al del grupo DAGF. El aumento significativo de la grasa fecal excretada cuando

se suplementd con AD indica que las grasas de la dieta fueron menor absorbidas.

Existen varias formas de explicar la excrecién de lipidos;, la primera es que
la harina de grillo tiene capacidad de retener entre 0.6 - 3 gramos de aceite por
gramo de harina de grillo (Zielinska et al., 2018). Otra explicacién para el incremento
de excrecion de lipidos fecales en los animales alimentados con dietas con 8 % de
harina de AD esta relacionada con la inhibicion de la enzima digestiva lipasa
pancreética (LP). LP es la lipasa secretada por el pancreas y tiene un papel central
en el metabolismo de las grasas; esta enzima hidroliza los triglicéridos del alimento
en monoglicéridos y acidos grasos libres, los cuales se absorben en el intestino
delgado, llegando al sistema circulatorio y posteriormente se almacenan en el tejido
adiposo. Por lo tanto, la inhibicion de LP podria reducir la absorcion de TG y la
acumulacion de tejido adiposo, mejorando el control de la obesidad (Mendoza-
Sanchez et al., 2019; Liu et al., 2020).
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Figura 11. Efecto de la suplementacion de la harina de Acheta domesticus en una

DAGF sobre los lipidos totales en heces. Los valores corresponden a medias + desviacion
estandar (n = 8). Letras diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a =
0.05).
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Un componente del grillo con un efecto inhibidor sobre LP es la quitina. La
quitina es un polisacarido de la N-acetilglucosamina y esta ampliamente distribuida
en invertebrados marinos, hongos e insectos (Ibitoye et al., 2018). De acuerdo a
Han y colaboradores (1999), el complejo quitina-quitosano administrado a ratones
con una dieta alta en grasas mejoro la excrecion de grasas y redujo el peso corporal.
En este estudio, la cantidad de quitina en la harina de AD es del 6 %, por lo que
parte del efecto de incremento de excrecion de grasas en los animales alimentados
con una DAGF suplementada con AD, podria atribuirse al contenido de quitina de
AD.

El incremento de la adiposidad y del peso corporal frecuentemente producen
un aumento de la concentracion de triglicéridos y colesterol en suero. Por lo tanto,
en este estudio se evalud el efecto de la suplementacion con AD sobre el perfil

lipidico en ratas alimentadas con DAGF.

7.2.3. Perfil lipidico

El efecto de AD sobre el perfil de lipidos se muestra en la Figura 12. Las ratas
alimentadas con DAGF presentaron un incremento del 125 % en los triglicéridos
séricos (Figura 12 A). En cuanto al colesterol total en suero, no se observaron
diferencias en el grupo alimentado con una DAGF respecto al grupo alimentado con
la dieta estandar (Figura 12 B). Sin embargo, el HDL-c en suero del grupo DAGF
disminuyé en un 28 % respecto al de los animales alimentados con una dieta

estandar (Figura 12 C).

Los animales que consumieron de la harina de AD mostraron una reduccion
en la concentracion de triglicéridos en suero en comparacion con el grupo DAGF
(31 — 37 %). En el parametro de colesterol total no se observaron diferencias entre
los valores de los animales suplementados con AD y el grupo control obeso.
Respecto a la concentracion en suero de HDL-c, el grupo DAGF + 4 % AD presentd
una concentracion similar al grupo con DAGF, los animales alimentados con una
DAGF + 8 % AD mostraron un aumento del 25 % respecto al grupo DAGF, con

valores similares a los animales alimentados con una dieta estandar.
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Figura 12. Efecto de la suplementaciéon de harina de Acheta domesticus en
una DAGF sobre triglicéridos en suero (A); colesterol total en suero (B); HDL-c en

suero (C) y TAG/HDL-c (D). Los valores corresponden a medias + desviacion estandar (n = 8).

Letras diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a = 0.05).

Estudios anteriores han informado de que los componentes presentes en el

grillo pueden mejorar el metabolismo de los lipidos. Segun Tao y colaboradores
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(2019), los oligosacéridos de quitosano (COS, por sus siglas en inglés) a una dosis
de 400 mg/kg de peso corporal administrados a ratones alimentados con una dieta
alta en grasas reduce el colesterol total, los triglicéridos séricos y la LDL y aumenta
los niveles de HDL en suero. Este efecto se relaciond con la disminucion de la
expresion de los genes hepaticos implicados en el metabolismo de los lipidos. Los
autores demostraron que el tratamiento con COS disminuy0 la expresion del factor
de transcripcibn SREBP-1c, el cual participa en la expresion de enzimas que
participan de la sintesis de lipidos. Ademas, los autores reportaron que el
tratamiento con COS aumenta la expresion hepética de los transcritos de la 3-
oxidacién, PPARa y CPT-1. Por lo tanto, el efecto antilipidémico de COS podria
estar relacionado con una induccién de la R-oxidacion y una disminucién de la
sintesis de acidos grasos. Debido a lo anterior, futuros estudios deberan determinar

el efecto del consumo de AD sobre los genes del metabolismo lipidico.

El efecto antilipidémico de la suplementacion con grillos en la dieta ha sido
reportado por Bergmans y colaboradores (2020). El consumo de una dieta
suplementada con grillo mostré6 un 42 % menos triglicéridos. Sin embargo, el
objetivo en estos estudios fue evaluar la calidad de las proteinas y la capacidad de
una dieta a base de grillos para recuperar la desnutricion proteica en etapas

tempranas.

Los altos niveles de triglicéridos y los bajos niveles de HDL-c en suero estan
estrechamente relacionados con complicaciones asociadas a la obesidad como la
resistencia a la insulina. Se ha demostrado que la relacion de TG/HDL-c
correlaciona positivamente con marcadores de resistencia a la insulina como
Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) e insulina sérica después de la prueba
de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) (Borrayo et al., 2018; Pantoja-Torres et al.,
2019). En la Figura 12D se muestra que el grupo DAGF tiene un valor DE HOMA-
IR 3.16 veces mas alto comparado con el HOMA-IR del grupo alimentado con la
dieta estandar, los grupos DAGF + 4% AD y el DAGF + 8% AD, mostraron un
comportamiento dosis-dependiente con una reduccion del 30 % y 60 9%,

respectivamente, en este parametro. Lo anterior puede sugerir que el consumo de
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AD puede ejercer un efecto benéfico en la resistencia a la insulina. Para corroborar
este Ultimo punto se evaluo el efecto de la suplementacién con AD en la DAGF

sobre el metabolismo de la glucosa.

7.2.4 Intolerancia alaglucosay laresistencia a la insulina.

La insulina es un regulador primario del homeostasis de la glucosa y tejidos
cémo el masculo y el tejido adiposo con resistencia a esta hormona se caracterizan
por la incapacidad de incorporar la glucosa sanguinea a sus celular, lo que genera
una tolerancia a la glucosa alterada, teniendo un papel importante en el desarrollo
de la diabetes tipo 2 (Singh & Saxena, 2010; Pantoja-Torres et al., 2019). Debido a
lo anterior se evalué la resistencia a la insulina de los animales suplementados con
AD en la DAGF.

La prueba de tolerancia oral a la glucosa es una prueba ampliamente utilizada
en la préactica clinica para detectar la eficiencia del cuerpo para la utilizacién de la
glucosa después de una carga de este carbohidrato, simulando la condicion
posprandial (Singh & Saxena, 2010). En esta investigacion se evalu6 el OGTT en el
modelo in vivo en la semana 16 del estudio, aproximadamente 5 dias antes del
sacrificio. En la Figura 13A se muestra que el grupo alimentado con una dieta
estandar presento los niveles mas bajos de glucosa en ayunas y también después
de la carga de glucosa (2 g/kg), la cual aumentd 60 % a los 60 minutos y con una
disminucién 13 % a los 120 minutos. El grupo alimentado con una DAGF tuvo el
nivel de glucosa inicial mas alto en condiciones de ayuno, con un nivel maximo al
minuto 60 después de la carga de glucosa, presentando una ligera disminucién del
10 % a los 120 minutos. Los animales alimentados con una DAGF y suplementada
con harina de grillo al 4 y 8 % tuvieron menores niveles de glucosa en ayunas
respecto al grupo alimentado con una DAGF. En ambos grupos se observo un
aumento en los niveles de glucosa en sangre en el minuto 60 después de la carga
de glucosa del 47 %, manteniéndose constante hasta lograr una ligera diminucion
del 5 % a los 120 minutos, con concentraciones de glucosa en sangre 20 % menor

comparado con el del grupo alimentado con la DAGF.
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El 4rea bajo la curva (AUC) es una métrica obtenida de OGTT para el
diagnéstico de hiperglucemia, es usada como un predictor para identificar a las
personas con riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (Alyass et al., 2014;
(Cheng et al., 2015; Kuo et al., 2018).

Como se esperaba, el AUC del grupo alimentado con una DAGF mostré un

aumento del 39% en el AUC en comparacion con los animales alimentados con la
dieta estandar (Figura 13B). Cuando los animales se alimentaron con la harina de
grilloal 4 % y al 8 %, el AUC fue menor en un 17% en comparacion con la AUC del
grupo alimentado con una DAGF, demostrando que la suplementacion con harina
de grillo en una DAGF durante 16 semanas disminuye la intolerancia a la glucosa
generada por una DAGF.
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Figura 13. Efecto del consumo de la DAGF suplementada con harina de grillo al 4 'y
8 % durante 16 semanas sobre la prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT)
(A) vy area bajo la curva correspondiente a la OGTT (B). Valores de glucosa en
sangre durante la OGTT y restando el nivel basal de glucosa (C) y area incremental

bajo la curva (D). Los valores corresponden a medias + desviacion estandar (n = 8). Letras
diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a = 0.05).

Debido a las variaciones en los niveles de glucosa en ayunas, se desarrollo
el area incremental bajo la curva (IAUC), restando la linea base de glucosa en
ayunas a los valores de glucosa sanguineos después de la carga de glucosa, lo
anterior para eliminar las interferencias en la interpretacion generada por los niveles
de glucosa sanguinea en ayunas (Cheng et al., 2015; Kuo et al., 2018) En este
estudio se evalud la suplementacién de la harina de AD en la DAGF sobre la iAUC
(Figura 13 C y D). El grupo DAGF mostré un incremento del 47 % de iIAUC en
comparacion con el grupo DS; mientras que, los grupos DAGF + 4 % AD y DAGF +
8 % AD presentaron un comportamiento similar en iAUC que al del grupo DS, lo que
sugiere que la harina de AD tuvo un efecto en la disminucion de la tolerancia a la

glucosa alterada ocasionada por la DAGF.
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El dltimo resultado debe tomarse con precaucion porque varios autores
sugieren que el nivel de glucosa basal no siempre se puede eliminar en las pruebas
de tolerancia a la glucosa, debido a varios factores que pueden afectar los niveles
de glucosa basal. En las ratas que reciben tratamiento pueden cambiar la glucosa
en ayunas por un efecto de disminucion en la resistencia a la insulina en higado,
musculo y tejido adiposo y este efecto puede no estar contemplado en iAUC (Cheng
et al., 2015; Kuo et al., 2018).

Diversos estudios han demostrado que la forma de la curva de glucosa
obtenida de la OGTT puede usarse como un predictor del desarrollo de diabetes
tipo 2 (Jagannathan et al., 2020). Por lo tanto, se han utilizado varios modelos
estadisticos para analiza4 la forma de la curva de glucosa y se han descrito cuatro
clases de patrones de esta curva. La clase 1-2 se asocia con un bajo riesgo de
diabetes tipo 2 y la clase 3-4 se asocia con un alto riesgo de desarrollar diabetes 2
(Hulman et al., 2018; Jagannathan et al., 2020).

Debido a lo anterior, en este estudio se empled la herramienta en linea
gratuita que ayuda a simplificar el analisis de la curva de forma de OGTT (https: //
steno.shinyapps.io/grc2 h /). Las ratas alimentadas con dieta estandar tuvieron un
98% de probabilidad de clasificarse como clase 2, es decir un nivel bajo de
intolerancia a la glucosa; en tanto, el grupo DAGF tuvo un 100 % de posibilidad de
clasificar como clase 4. Los grupos DAGF + 4 % AD y DAGF + 8 % AD también se
clasificaron como clase 4. Sin embargo, las probabilidades de ser clasificado en esta
clase disminuyeron a medida que se incluyo la harina de AD en la dieta al 4 y 8%,

con un 77y 65 %, respectivamente.

La prueba OGTT genera informacion util sobre la tolerancia a la glucosa, pero
no es precisa para el diagndéstico de la resistencia a la insulina; mientras que, el
valor de HOMA-IR es la alternativa mas utilizada para diagnosticar la resistencia a
insulina (Bonora et al., 2000). El valor de HOMA-IR es un modelo que se utiliza para
predecir las relaciones de la dinAmica de la glucosa y la insulina. El nivel de insulina
en suero depende de la actividad de las células 8 pancreéticas. La glucosa depende

de la produccion de glucosa en el higado y de la sefalizacion de la insulina. Por
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esta razon, en este estudio se determind la glucosa y la insulina en ayunas y se
calcul6 el indice HOMA.

En la Figura 14 se muestra que el grupo DAGF present6 niveles mayores de
los niveles de insulina y glucosa en ayunas (2.42 y 0.7 veces de cambio,
respectivamente) en comparacién con los valores de los animales alimentados con
una dieta estandar. asi mismo, se observé un incremento del 4.5 veces en el indice
HOMA. En el grupo alimentado con DAGF con harina de grillo al 4 % no se observé
ningun efecto en el valor de insulina, la glucosa y el indice HOMA-IR. Sin embargo,
cuando el tratamiento de harina de grillo aumenté al 8 %, durante 16 semanas
redujo significativamente la insulina y la glucosa en ayunas (52 y 19 %,
respectivamente), en comparacion con los valores del grupo DAGF y redujo el indice
homa en un 61% con valores similares al grupo DS, lo que sugiere que el consumo
de la suplementacion con harina de AD al 8 % en la DAGF mejora significativamente

la resistencia a la insulina.

La glucosa en ayunas incrementada y la respuesta mejorada en la tolerancia
a la glucosa presentes en los grupos DAGF + 4% AD y DAGF + 8% AD se
caracterizan por resistencia a la insulina en el higado y disfuncion de las células
beta-pancreaticas. Mientras tanto, la combinacion de las dos condiciones, la
glucosa en ayunas incrementada y la tolerancia a la glucosa alterada, una condicién
observada en el grupo DAGF, exhibe disfuncion progresiva de las células-beta
pancreaticas y resisstencia a la insulina en tejido adiposo, musculo e higado (Weir
& Bonner-Weir, 2004; Bock et al., 2007; Feerch et al., 2015; Kim et al., 2015;
Jagannathan et al., 2020).
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Figura 14. Efecto de la suplementacion de harina de Acheta domesticus sobre
parametros de resistencia a la insulina. Insulina en ayunas (A). Glucosa en ayunas

(B). indice HOMA-IR (C). Los valores corresponden a medias + desviacion estandar (n = 8).
Letras diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a = 0.05).

Se ha reportado que algunos compuestos presentes en el grillo pueden
impactar positivamente en la resistencia a la insulina y la tolerancia a la glucosa.
Zheng y colaboradores (2018) evaluaron el tratamiento con un derivado de la
quitina, los oligosacéridos de quitina (COS) a una concentracion de 200 mg/kg/dia,
en ratones alimentados con una dieta alta en grasas durante 20 semanas y se
observo una disminucion la de glucosa e insulina en ayunas en un 31y un 100 %,
respectivamente, en comparacion con los valores del grupo HFD. Los autores
reportaron que los ratones tratados con COS incrementaban la abundancia relativa
de bacterias benéficas en su microbiota intestinal como Lactobaccillus vy
Bifidobacterium y el incremento de las proteinas de union estrecha del intestino
gruaso, lo que generd una menor concentracion de lipopolisacaridos en el suero y
una disminucion en la expresién de citosinas inflamatorias en tejido adiposo

abdominal.

En nuestro trabajo, las ratas alimentadas con DAGF suplementada con 4y 8
% de harina de grillo consumieron aproximadamente una concentracion de quitina
de 144 y 288 mg/kg/dia, respectivamente. La mejora de la resistencia a la insulina
y la intolerancia a la glucosa en los grupos alimentados con una dieta suplementada

con harina de grillo podria estar relacionada con la modulacion de la microbiota
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intestinal y la inflamacién. Sin embargo, se necesitan mas estudios para discernir el
mecanismo que ejerce el consumo de la harina de AD sobre la resistencia a la

insulina y los componentes bioactivos responsables de este efecto.

7.2.5 Higado graso no alcohdlico

La esteatosis hepatica se caracteriza por un incremento del 5 % de la
acumulacién de grasa en el higado. La esteatosis hepética puede progresar a
esteatohepatitis, fibrosis y, en la etapa terminal, a cirrosis y hepatocarcinoma
(Anstee et al., 2019).

Estudios recientes han demostrado que el cons los insectos comestibles y
sus extractos pueden mejorar la esteatosis hepatica en ratas. Segun Ham vy
colaboradores (2021), un extracto obtenido de las larvas comestibles del insecto
Tenebrio molitor, como sustituto de la proteina de soya en dietas altas en grasas,
reduce el aumento del peso corporal, la masa grasa corporal, la intolerancia a la
glucosa, la resistencia a la insulina y disminuye la esteatosis hepatica. Ademas,
reduce la expresion de las proteinas hepaticas involucradas en la sintesis de lipidos
como CD36 y PPARY.

Respecto al grillo comestible Gryllus bimaculatus, Hwang y colaboradores (2019)
reportaron que el consumo los extractos de GB durante dos semanas antes de la
exposicion a etanol 3 veces con intervalos de 12 horas a una dosis de 6 g/kg,
atenuan la esteatosis hepatica inducida por alcohol, reduciendo el estrés oxidativo
y la respuesta inflamatoria. Sin embargo, a la fecha no existen reportes sobre el
efecto protector del consumo de AD contra el desarrollo de esteatosis hepatica no
alcohdlica en una DAGF. Por lo tanto, se exploro el efecto de la suplementacion de
harina de AD en los cambios morfolégicos de los hepatocitos, la acumulacién de

triglicéridos en el higado y otros parametros bioquimicos.

La Figura 15A muestra que el consumo de la DAGF durante 16 semanas
incrementé los lipidos almacenados en el tejido hepatico, comparado con los lipidos
hepaticos del grupo SD, siendo un indicativo del desarrollo de esteatosis hepatica.
El grupo tratado con AD al 4 % vy principalmente al 8 % mostraron una menor

acumulacién de gotas lipidicas en tejido hepéatico, siendo indicativo de un efecto
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protector por la inclusion de harina de AD en una DAGF contra el desarrollo de
higado graso. La Figura 15B muestra que el grupo DAGF tiene un aumento del 170
% de acumulacion de triglicéridos en el higado, en comparacién con el grupo DS.
Sin embargo, los niveles de triglicétidos hepaticos de los animales que consumieron
una DAGF que se complementd con harina de AD al 4 y el 8 % disminuyeron el 12
y el 31 %, respectivamente, de triglicéridos en higado. La quitina, un compuesto
presente en el exoesqueleto en el grillo AD y sus derivados, como los oligosacéridos
de quitosano, pueden disminuir la acumulacion de lipidos hepéticos, esto se
relacioné a la disminucién de la expresion de genes lipogénicos y al aumento de la
expresion de genes grasos relacionados con la B-oxidacion. Este efecto de
supresion de la actividad de la via de sefalizacion de la proteina quinasa activada
por monofosfato de adenosina (AMPK) (Yu et al., 2014; Tao et al., 2019).
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Figura 15. Efecto de la inclusion de (Acheta domesticus) en una DAGF sobre la
acumulacién de gotas lipidicas en tejido hepatico (A), acumulacion de triglicéridos

en higado (B) y acido urico en suero (C). Los valores corresponden a medias + desviacion
estandar (n = 8). Letras diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (a =
0.05).

El acido urico (AU) es el producto final del metabolismo de las purinas y de
la fructosa. El aumento del AU en plasma es un marcador de morbilidad y mortalidad
de las enfermedades cardiovasculares y el desarrollo de diabetes 2. El consumo de
fructosa en dietas hipercaloricas puede contribuir a la hiperuricemia al estimular el
catabolismo de los nucleétidos de adenina. Cuando se consumen grandes
cantidades de fructosa se acumula fructosa 1-fosfato en el higado y se reduce el
fosfato intracelular; sin embargo, esta reduccion activa la degradaciéon de AMP
mediada por AMP desaminasa incrementando la degradacion de purina y la
produccion de AU (Zhang et al., 2020).
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En el modelo in vivo de obesidad, los niveles plasmaticos de AU en ratas
alimentadas con una DAGF incrementaron un 97%, en comparacion con el grupo
alimentado con una dieta estandar (Figura 15). Sin embargo, cuando las ratas se
alimentaron con una DAGF y adicionada con grillo al 4 y 8%, los niveles de AU
disminuyeron en un 47 %, mostrando valores similares al grupo alimentado con una

dieta estandar.

7.3. Compuestos fendlicos y niveles de MDA en suero

Diferentes estudios han reportado que los extractos de insectos comestibles
muestran niveles de capacidad antioxidante in vitro. EI consumo de alimentos ricos
en antioxidantes tiene un papel esencial en la modulacién del estrés oxidativo, que
es un factor critico para el desarrollo de la resistencia a la insulina (Hurrle & Hsu,
2017). Por lo tanto, para abordar el potencial antioxidante de la harina de AD se
cuantificaron los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante por los métodos
ABTS y DPPH en el suero de ratas alimentadas con DAGF y suplementada con AD.
En cuanto a la capacidad reductora medida por el reactivo Folin, los grupos
alimentados con una DAGF vy dieta estandar tuvieron valores similares, pudiendo
ser un reflejo de la dieta base que consumieron (Figura 16). Por el contrario, la
suplementacion con 8 % de AD en las ratas alimentadas con DAGF aumentoé la

capacidad reductora en el suero en un 37 % (Figura 16 A).

Diferentes compuestos presentes en el suero, como las proteinas, pueden
interferir y sobreestimar la cuantificacién de los compuestos fendlicos totales en el
suero. Sin embargo, las muestras de suero fueron desproteinizadas antes de medir
los compuestos fendlicos totales. Por lo tanto, las proteinas podrian tener poca
interferencia en la cuantificacion de los compuestos fendlicos en el suero de las

ratas alimentadas con DAGF suplementado con un 8 % de AD.

La peroxidacion lipidica desempefia un papel importante en la patologia
inducida por la obesidad. Por lo tanto, se midié el MDA en suero, determinacion que
es considerada un biomarcador del estrés oxidativo, siendo un parametro derivado
de la peroxidacion lipidica sistémica (Spirlandeli et al., 2013). Para determinar si la

suplementaciéon con AD puede disminuir la peroxidacion lipidica. Como se muestra
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en la Figura 16, la concentracion de MDA en suero en el grupo DAGF fue un 50 %
en comparacion con los valores de MDA del grupo alimentado con una DS. Los
tratamientos con AD al 4 y al 8 % mostraron niveles menores en la concentracion
de MDA en suero hasta en un 43 % en comparacién con los valores de MDA del
grupo DAGF.

Por otro lado, la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) en suero
en el grupo fue similar en todos los grupos, por lo tanto, no se observéd efectos
significativos en funcion del grupo experimental en esta enzima, por los niveles
menores de peroxidacion lipidica encontrados en los tratamientos con AD al 4y 8

%, no pueden atribuirse al incremento del sistema antioxidante inducido por SOD.

La medicion in vivo de los ensayos ABTS y DPPH, normalmente realizada en
suero, esta influenciada por factores externos como los habitos dietéticos y los
tratamientos Las determinaciones de capacidad antioxidante in vivo son
influenciadas por varios parametros, como los habitos alimenticios y factores
ambientales, sin embargo, la capacidad antioxidante en plasma no puede
considerarse como un unico biomarcador del estado antioxidante de un individuo.
Por lo tanto, la capacidad antioxidante en suero puede combinarse con otros
marcadores metabdlicos, de inflamacion, asi como la composicion de la microbiota
para identificar las respuestas de una poblacion a un alimento (Pellegrini et al.,
2019). Sin embargo, la suplementacion de harina de AD en una DAGF no mejoro la

capacidad antioxidante sérica medida por los ensayos ABTS y DPPH.
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Por lo tanto, deben realizarse mas y mejores marcadores para investigar el
estatus antioxidante de los animales que se trataron con AD en una DAGF en un

modelo preventivo.

Para complementar el entendimiento del efecto fisiologico del consumo de
AD en una DAGF se exploro los cambios en la microbiota fecal de las ratas

alimentadas con una DAGF.

7.4 Andlisis de la microbiota fecal de ratas alimentadas con una dieta alta
en grasay fructosay suplementada con Acheta domesticus

7.4.1. Alfay beta diversidad de la microbiota fecal

Para determinar el efecto de Acheta domesticus en el control de la obesidad
y sus alteraciones metabdlicas y su asociacion con la microbiota se analizo la
composicion de las comunidades bacterianas de las heces de los animales de
experimentacion. Se utilizo la secuenciacion del gen ribosomal bacteriano 16 sy se

realizo posteriormente un analisis taxonomico.

En la Figura 17A se presentan las curvas de rarefaccion que muestran el
numero de secuencias obtenidas por grupo en relacion con el nimero de especies
observadas. Las curvas de rarefaccion muestran un comportamiento estacionario,
lo que indica que la mayor parte de la diversidad microbiana de cada grupo alcanzo6
una profundidad de secuenciacion suficiente. El nimero de especies observadas
oscilé entre 300 y 500, un namero similar reportado por Zhang y colaboradores
(2015) en su estudio de la microbiota fecal de ratas alimentadas con una dieta alta
en grasa (60 % de la energia de la dieta correspondia a grasas. En nuestro estudio,
en los grupos alimentados con la dieta rica en grasas Yy fructosa suplementada con
4y 8 % de AD se cuantificaron aproximadamente 100 especies mas en comparacion
con los grupos de control sanos y obesos (Figura 17B). Este hallazgo se refleja en
el indice de alfa diversidad (Figura 17C-D). La alfa diversidad mide la diversidad de
especies dentro de una muestra biolégica y puede evaluarse mediante los indices

de Shannon, Simpson y Fisher.
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En las Figuras 17C-D se muestra el indice de alfa diversidad de los diferentes
grupos experimentales. El grupo de ratas alimentadas con una DAGF disminuyo los
valores de este parametro en comparacion con los animales alimentados con una
dieta estandar. Por otro lado, los animales alimentados con la DAGF suplementada
con 4y 8% de grillos mostraron un nivel mayor del alfa diversidad comparacion con
los animales que sélo recibieron DAGF. La disminucién de la diversidad de la
microbiota intestinal se asocia a dishiosis, que conduce a alteraciones metabdlicas
(Zsalig et al., 2023). En la obesidad, el indice de alfa diversidad de la microbiota
fecal suele ser menor lo que indica una menor riqueza de especies microbianas en
el intestino, esto esta relacionado a que los individuos con altos indices de masa
corporal tienden a consumir niveles menores de carbohidratos complejos y fibra

dietaria, por lo tanto (Stanislawski et al., 2019)

La reduccion de la alfa diversidad, cuantificada por el indice de Shannon en el grupo
obeso (Figura 1D), coincide con los resultados de un meta analisis realizado por
Pinart y colaboradores (2021). Este meta analisis report6 que 22 estudios
encontraron reducciones estadisticamente significativas en el indice en Shannon
para individuos obesos en comparacion con los no obesos. Por el contrario, solo 22
estudios mostraron resultados opuestos, mientras que 7 estudios no identificaron

diferencias estadisticamente significativas.

El aumento de la alfa diversidad por el consumo de AD en una DAGF puede
atribuirse al contenido de fibra presente en la harina de grillo. Una dieta rica en fibra
puede aumentar la diversidad de la microbiota intestinal al proporcionar sustratos
para el crecimiento de una mayor variedad de microorganismos beneficiosos en el
intestino, favoreciendo la produccion de metabolitos microbianos beneficiosos como

los acidos grasos de cadena corta.

Segun el estudio reportado por Kopf y colaboradores (2018), una dieta rica en
granos enteros, frutas y verduras durante 6 semanas conduce a una reduccién en
los marcadores inflamatorios como IL-6 y TNF-a. Ademas, esta intervencion
dietética incrementa la alfa diversidad y disminuye la proporcion de Clostridiales del

filo Firmicutes.
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Con respecto a la quitina y sus derivados, se ha reportado que la suplementacién
con quitosano al 5 %, un derivado de la quitina obtenido mediante desacetilacion,
reduce los marcadores de inflamacion sistémica inducida por la obesidad en un
modelo de obesidad de raton durante 1 mes. Ademas, este tratamiento induce la
composicion de la microbiota, incrementando la abundancia de bacterias benéficas
como Coprobacillus cateniformis lo que sugiere un efecto prebiético (Tang et al.,
2020).

En un estudio reciente publicado por Kim y colaboradores (2023) se report6 que los
mamiferos codifican un circuito endégeno que permite el catabolismo de la quitina
mediante la produccién de la enzima quitinasa acida de mamiferos (AMCasa). Esta
via se caracteriza por la distension gastrica y la produccion de citoquina 2, lo que
provoca la remodelacion del tracto gastrointestinal y la induccion de la produccion
de AMCasa, mejorando asi la digestion de la quitina. La adaptacion del estdmago
de los mamiferos a la quitina mejora la homeostasis metabdlica, o que constituye

una diana terapéutica en enfermedades metabdlicas como la obesidad.
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Figura 17. Microbiota fecal de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y en
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La beta diversidad hace referencia a la variabilidad en la composicién de la
microbiota fecal entre distintos individuos. En la obesidad, la beta diversidad de la
microbiota fecal hace que haga una separacion entre los valores de los individuos
sanos. Varios estudios han encontrado una disminucién en la diversidad bacteriana
y un aumento en la proporcion de Firmicutes en comparacion con Bacteroidetes en
individuos metabdlicamente alterados, lo que correlaciona con un incremento en la

inflamacion y en la resistencia a la insulina (Castaner et al., 2018).

La beta diversidad se puede medir utilizando diferentes métodos estadisticos
y bioinforméticos para evaluar las similitudes y diferencias entre las comunidades
microbianas (Maziarz et al., 2018). La Figura 18 muestra un analisis de coordenadas
principales de la beta diversidad bacteriana fecal de los diferentes tratamientos,
donde destaca que los tres primeros componentes explican aproximadamente el
56% de la variacion observada. Por otro lado, se observa una clara separacion de
los animales alimentados con una dieta estandar con respecto a los animales

alimentados con una DAGF con o sin tratamiento.

De acuerdo a Zhang y colaboradores (2012), las dietas ricas en grasas
generan cambios en la beta diversidad en comparacion con el grupo control sano.
Sin embargo, el tratamiento con berberina revirtid6 parcialmente estos cambios,
restaurando la beta diversidad a niveles similares a la de las ratas alimentadas con
una dieta estandar. En este estudio no se observaron cambios en la beta diversidad
entre los tratamientos con AD a diferentes concentraciones; sin embargo, si se

observo una clara separacion en el grupo alimentado con una DAGF (Figura 18).
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Figura 18. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de la beta diversidad por
distancias de Bray-Curtis de la microbiota fecal de ratas alimentadas con una dieta
alta en grasas y fructosa (DAGF) y suplementadas con 4 y 8 % de Acheta
domesticus (AD).

Resultados similares a nuestro estudio fueron reportados por Zhang vy
colaboradores (2015), quienes evaluaron la beta diversidad de la microbiota fecal
en ratas obesas tratadas con berberina y metformina en comparacion con ratas
obesas no tratadas. Los resultados mostraron que tanto la berberina, como la
metformina, mejoraron la estructura general de la microbiota intestinal de las ratas.
Ambos tratamientos revirtieron los cambios estructurales inducidos por la dieta rica

en grasas en la microbiota fecal.

7.4.2 Abundancia relativa a nivel taxondmico de filo de la microbiota fecal

Al analizar la microbiota intestinal a diferentes niveles taxonomico se utilizan
categorias jerarquicas para clasificar los microorganismos en distintos niveles. En
cuanto al nivel taxonémico de filo, se han identificado varios filos bacterianos que
son comunes en la microbiota intestinal humana. Algunos de los filos bacterianos
mas abundantes son Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria y

Verrucomicrobia. Estos filos comprenden una amplia gama de especies bacterianas
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y cada una desempefia funciones especificas en el intestino y en la interaccién con

nuestro organismo.

Se ha reportado que existe una disminucion en la relacion de bacterias
Firmicutes/Bacteroidetes en los individuos obesos. Revisiones de la literatura han
reportado que los individuos obesos presentan una mayor proporcion de bacterias
Firmicutes y una menor proporcion de bacterias Bacteroidetes en comparacion con

los individuos con peso normal (Magne et al., 2020).

La Figura 19A muestra la abundancia relativa de la microbiota fecal de los
diferentes tratamientos experimentales a nivel taxondmico de filos, donde se puede
observar que méas del 80% de las bacterias encontradas en este experimento

corresponden a los filos Bacteroidetes y Firmicutes.

Los dos filos con mayor abundancia fueron Bacteroidetes y Firmicutes,
numerosos estudios sugieren que el cambio en la composicion de estos dos filos
puede ser un marcador de "dishiosis" intestinal causada por la obesidad (Magne et

al., 2020), las Figuras 19B y 19C muestran la abundancia de estos dos filos.

El filo Firmicutes es un grupo de bacterias grampositivas que comprende una
amplia variedad de especies presentes en la microbiota intestinal. La importancia
de los Firmicutes en la microbiota radica en su capacidad metabdlica para obtener
mas energia de los alimentos, no digeribles para el ser humano, lo que podria
contribuir al desarrollo de la obesidad (Magne et al., 2020). Por lo tanto, se ha
reportado que su incremento esta asociado con la obesidad, consistente con
nuestros resultados presentados en la Figura 19B, donde el tratamiento con una
DAGF presenta un incremento estadisticamente significativo (P < 0.05) de la
abundancia de Firmicutes comparado con el grupo DE, sin embargo, los grupos
alimentados con dieta suplementada con AD no presentaron una reduccion

significativa de la abundancia de Firmicutes.

Segun lo reportado por Harsch y colaboradores (2018), las bacterias
Clostridiales, pertenecientes al filo Firmicutes, abundan en individuos obesos con

dietas hipercaloricas. Estos grupos bacterianos pueden estar implicados en una
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mayor capacidad metabdlica de extraer energia de la fraccion no digerible de la
dieta y en dltima instancia, al desarrollo de la obesidad. Se ha sugerido que ciertas
bacterias Firmicutes tienen la capacidad de degradar componentes de la dieta que
otros grupos bacterianos no pueden, lo que les permite producir metabolitos que
promueven la sintesis de novo de acidos grasos y la acumulacién de tejido adiposo.
Algunas especies de Firmicutes pueden disminuir la sintesis en la produccion de
algunos acidos biliares, o que puede afectar al metabolismo lipidico y a la
regulacién de la glucosa (Lee et al., 2022).

Los Bacteroidetes son un filo de bacterias Gram negativas que estan
ampliamente distribuidas en diversos entornos. En el contexto de la microbiota
intestinal, los Bacteroidetes representan uno de los principales grupos bacterianos
presentes en el colon. Los Bacteroidetes estan adaptados para degradar una amplia
variedad de sustratos, incluidos polisacaridos complejos y componentes de la dieta
gue son resistentes a la digestion humana. Este filo esta inversamente asociado con
el indice de masa corporal (IMC) y otros marcadores de obesidad, asi como

asociado positivamente con dietas altas en fibra dietaria (Magne et al., 2020).

En este sentido, se ha sugerido que los cambios en la dieta, como una
ingesta elevada de grasas y azUcares, pueden promover el crecimiento de otros
grupos bacterianos en detrimento de los Bacteroidetes. Ademas, se ha observado
gue en la obesidad se promueven el crecimiento de bacterias patdgenas
intestinales, en decrimento de Bacteroidetes, estas bacterias secretan endotoxinas
e incrementan la permeabilidad intestinal favoreciendo la inflamacion crénica (Zafar
et al., 2021).

Los miembros del filo Bacteroidetes muestran una notable diversidad en
varios niveles de resolucién, aunque comparten caracteristicas distintivas que
subrayan su ascendencia comudn. Su composicién genémica revela una capacidad
excepcional para utilizar eficazmente los polisacaridos. Esta notable capacidad
permite a estas bacterias interactuar con una amplia gama de glicanos, lo que las
hace especialmente adecuadas para un huésped omnivoro con una dieta diversa
(Jhonson et al., 2017).
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Las ratas con dietas suplementadas con un 4 y 8% de harina de grillo
mostraron un aumento estadisticamente significativo (P < 0.01) en la abundancia
de Bacteroidetes en comparacion con los animales alimentados sélo con la DAGF
(Figura 19). Este incremento puede estar asociado con el contenido de fibra, en
particular la quitina y otros compuestos no digeribles como las proteinas, que llegan
al intestino grueso y son fermentados por la microbiota, aumentando asi la
abundancia del filo Bacteroidetes. Ademdas, es interesante observar que,
independientemente del consumo de grillo evaluado en este estudio, se observa un
aumento similar en el filo Bacteroidetes, lo que podria sugerir una saturaciéon de la
fermentacion en las condiciones de estudio evaluadas, lo que concuerda con los

resultados de alfa y beta diversidad presentados anteriormente.

Lopez-Santamarina y colaboradores (2020) han sugerido que los
carbohidratos no digeribles, como la quitina, llegan al intestino grueso y son
fermentados por la microbiota, promoviendo el crecimiento de bacterias del filo
Bacteroidetes. Se ha propuesto que estos microorganismos tienen la capacidad de
degradar y utilizar la quitina como fuente de energia, lo que conduce a un aumento
de su abundancia. Ademas, se ha demostrado que la fermentacion de la quitina por
las bacterias Bacteroidetes produce metabolitos beneficiosos, como los acidos
grasos de cadena corta, los cuales se asocian a efectos positivos sobre la salud

intestinal y la regulacion del peso corporal.
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Figura 19. Abundancia relativa a nivel de filo de la microbiota fecal de ratas
alimentadas con una dieta rica en grasas Yy fructosa (DAGF) y suplementadas con

4y 8% de AD (A). Abundancia de los filos Firmicutes (B) y Bacteroidetes (C). Las
barras indican la media + desviacion estandar (n = 5). *** p < 0.001 mediante la prueba de Kruskal-
Wallis.
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Se realiz6 el andlisis Linear discriminant analysis Effect Size (LEfSe) para identificar
las familias bacterianas clave que presentaban cambios en los distintos grupos
experimentales (Figura 20). El andlisis LEfSe es una herramienta estadistica
utilizada en estudios de microbiota para identificar biomarcadores microbianos que
difieren significativamente entre distintos grupos o condiciones. LEfSe combina el
analisis discriminante lineal con el tamafio del efecto para determinar las

caracteristicas microbianas mas relevantes y distintivas asociadas a cada grupo.

En el analisis Lefse, bacterias como Prevotellaceae se identificaron como
marcadores de animales alimentados con una dieta rica en grasas y la familia
Clostridiaceae se asocio con animales alimentados con una dieta rica en fructosa.
Ademas, las familias Peptococcaceae y Ruminococcaceae se identificaron como
marcadores microbianos clave para los grupos suplementados con grillo al 4y 8 %,

respectivamente.

Se eligieron seis familias bacterianas en base al analisis LEfSe para determinar sus
variaciones en términos de abundancia relativa individual, como se muestra en la
Figura 21. En cuanto a la familia Prevotellaceae, se observd una disminucion
estadisticamente significativa (P < 0.001) en los animales alimentados con una
DAGF en comparacion con los alimentados con una DE. Mientras tanto, en los
grupos suplementados con grillo al 4 y 8 %, independientemente del consumo a
partir de la dieta, se observo un aumento de la abundancia de esta familia bacteriana
(P < 0.01) en comparacion con los animales alimentados Unicamente con una
DAGF.

De acuerdo a lo reportado por Karlsson y colaboradores (2013), mujeres suizas de
63 afios con respuesta normal a la prueba oral de tolerancia a la glucosa, tienen
una mayor abundancia de la familia bacteriana Prevotellaceae en la microbiota
intestinal en comparacion con el grupo de mujeres suizas de 63 afios de edad que

fueron catalogadas como intolerantes a la glucosa.

Por otro lado, el aumento observado en la abundancia de la familia bacteriana
Prevotellaceae en los animales que consumieron grillos puede atribuirse al

contenido de fibra en este insecto. Varios estudios han evaluado la capacidad de
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las bacterias Prevotellaceae para fermentar hidratos de carbono complejos. En este
sentido, Kovatcheva-Datchary y colaboradores (2015) realizaron un estudio de
intervencion evaluando el consumo de pan integral a base de cebada con alto
contenido de fibra encontraron un aumento en la familia Prevotellaceae, la cual se
asocia con una mejora en el metabolismo de la glucosa. Ademas, un tratamiento
con inulina en ratones genéticamente propensos para desarrollar obesidad, genero
un incremento en la abundancia de Prevotellaceae y se correlacioné negativamente

con parametros de lipidos en sangre (Song et al., 2019).
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Figura 20. Andlisis Lefse (LDA Effect size) a nivel familia de la microbiota fecal de
ratas alimentadas con una DAGF suplementada con Acheta domesticus (AD) al 4
y 8%.
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Figura 21. Abundancia relativa de familias de la microbiota fecal de ratas
alimentadas con una dieta rica en grasas Yy fructosa (DAGF) y suplementadas con
4y 8% de AD. Las barras indican la media + desviacion estandar (n = 5). *p < 0.05, ** p < 0.01,

*** n < 0.001 mediante la prueba de Tukey.
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Otra familia bacteriana que incremento significativamente en los grupos alimentados
con una DAGF fue la Clostridiaceae, en comparacion con el grupo DE (p < 0.001).
Por el contrario, los animales tratados con grillo mostraron una disminucion de esta
familia comparado con la abundancia de Clostridiaceae del grupo alimentado con la
DAGF (p < 0.001).

Gomes y colaboradores (2018) realiz6 un meta andlisis de la composicién de la
microbiota intestinal en individuos con obesidad y encontraron un aumento
significativo en la abundancia de Clostridiaceae en comparacion con individuos de
peso normal. Este aumento se asocié con un incremento en el metabolismo de los
lipidos y el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la obesidad y la
resistencia a la insulina. Si bien algunas cepas de la familia Clostridiaceae pueden
producir toxinas y metabolitos nocivos para el hospedador, el impacto negativo de
la familia Clostridiaceae depende de la especie y la cepa, asi como de las
condiciones del hospedador y del equilibrio de la microbiota intestinal (Gomes et al.,
2018).

La adicion de grillos a la DAGF provocé un aumento de Ruminococcaceae,
P < 0.05) en comparacion con los valores de Ruminococcaceae del grupo DAGF.
Se han encontrado asociaciones entre una mayor abundancia de Ruminococcaceae
y una disminucion de la hipertension, asi como un menor riesgo de obesidad y
diabetes tipo 2. Las Ruminococcaceae se han relacionado con el consumo a largo
plazo de frutas y verduras y su presencia se ha asociado con una menor prevalencia

de hipertensiéon y un estado antiinflamatorio (Song et al., 2023).

Por otro lado, en la figura 15, se observo un patréon interesante en la familia
Methanobacteriaceae en los animales alimentados con una DAGF, ya que aumento6
su abundancia relativa en comparacion con la de los alimentados con una dieta
estandar. En los animales que recibieron harina de grillo al 8% en la DAGF se
produjo un aumento adicional de la abundancia de esta familia en comparacion con

el control obeso.

Ruaud y colaboradores (2020) que la abundancia de Methanobacteriaceae ha

correlacionado negativamente con un estado de obesidad y alteraciones
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metabdlicas. Ademas, se encontr6 que estas bacterias estan asociadas con
Christensenellaceae, que son bacterias productoras de H.. Este hidrégeno es
capturado por las bacterias productoras de metano, lo que favorece la presencia de
Methanobacteriaceae que, a su vez, reducen la fuente de energia disponible para
el huésped a través de la pérdida de carbono en forma de metano. Ademas, las
Methanobacteriaceae promueven la degradacién de polisacaridos complejos, lo que
conduce a un aumento de las bacterias productoras de acetato. En nuestro estudio,
los animales alimentados con una DAGF suplementada con harina de grillo

mostraron una mayor abundancia de la familia Christensenellaceae.

En nuestro estudio se observé un comportamiento interesante en la familia
Streptococcaceae, cuyos niveles se mantuvieron similares en los animales
alimentados con la DE y la DAGF; sin embargo, su abundancia incremento cuando
se incluy6 harina de AD en la DAGF. Se ha observado que las especies de esta
familia, como Streptococcus thermophilus, poseen una elevada capacidad de
degradacion de derivados de la quitina, incluidos los oligosacaridos de quitina.
Ademas, Streptococcus thermophilus se ha relacionado con la reduccion de la

inflamacion en ratones con septicemia (Mao et al., 2013; Han et al., 2020).
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Figura 22. Heatmap de analisis de agrupamientos de correlaciones de familias
bacterianas en heces de ratas alimentadas con una DAGF suplementada con AD al
4y al 8% y parametros metabdlicos asociados a la obesidad.

En la figura 22, se muestra un analisis de agrupamientos a partir de una correlacion
de Pearson, donde se correlaciona la abundancia relativa de las familias bacterianas
de la microbiota fecal y los parametros metabdlicos y fisiologicos de ratas

alimentadas con una DAGF y suplementada con harina de grillo al 4 y al 8%.

Respecto a las familias bacterianas que correlacionaron positivamente con los
valores de parametros metabdlicos y fisiol6gicos relacionados con la obesidad y los
cuales se muestran en color rojo, destaca la familia Alcaligenaceae, la cual es una
familia bacteriana que pertenece al filo de las Proteobacterias, bacterias que
frecuentemente se asocian con una mayor prevalencia de enfermedades
metabolicas (Rizzatti et al.,, 2019). Por otro lado, las familias bacterianas que
mostraron una mayor asociacién negativa con los parametros de metabdlicos y
fisiol6gicos relacionados con la obesidad y los cuales se muestran en color azul, fue
la familia Prevotellaceae, la cual como se mencioné anteriormente, su abundancia
relativa se correlaciona con dietas altas en fibra y en menor inflamacion sistémica y

reduccion en los niveles de lipidos y glucosa (Song et al., 2019).
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De acuerdo a los resultados observados en la figura 22, se concluye que la inclusién
de harina de grillo en la DAGF genera cambios importantes en el perfil bacteriano
fecal de los animales tratados, sobre todo un incremento en bacterias consideradas
como beneficiosas y una reduccion de bacterias relacionadas con un fenotipo
relacionado con la obesidad y sus complicaciones. Ambos grupos alimentados con
dietas suplementadas con AD al 4 y 8 %, independientemente de su concentracion,
generaron cambios similares, resultados no concordantes con los parametros
bioquimicos, ya que para la resistencia a la insulina solamente los animales tratados
con AD al 8 % muestran una mejora en el indice HOMA-IR. Por lo tanto, los
beneficios inducidos por Acheta domesticus podrian relacionarse parcialmente a los

cambios en la microbiota.

7.5 Analisis metabolomico del contenido intestinal de ratas alimentadas con
una DAGF y Acheta domesticus
Para una comprensién mas profunda del proceso digestivo de la harina de AD en

los animales que consumieron la DAGF su efecto en el metabolismo e interaccion
con la microbiota se realizé un analisis metabolomico por UPLC-ESI-MS-QTof del
contenido cecal de los animales del presente estudio. El estudio metabolémico del
contenido intestinal puede proporcionar informacion valiosa sobre la funcion
metabolica de los microorganismos intestinales y su relacion con la salud. Asi
mismo, la metaboldmica permite identificar metabolitos especificos que podrian
tener efectos beneficiosos o perjudiciales para el hospedero, lo que puede ayudar
a comprender mejor los mecanismos de las interacciones entre la microbiota

intestinal y el metabolismo.

Para el analisis de datos del estudio metabolémico, primero se realizé un
alineamiento de los cromatogramas, posteriormente se realiz6 una deconvolucion
manual de los cromatogramas separando los compuestos de posibles sefales
derivadas de las sefales del ruido instrumental por su forma cromatografica, su

distribucion isotdpica y su patron de fragmentacion.
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Figura 23. Diagramas de caja y graficas de densidad de compuestos encontrados
en analisis metabolémico en el colon antes y después de filtrar, normalizar y escalar
los datos.
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En el presente estudio, de los 7,121 picos cromatograficos detectados (mz/rt), 2847
fueron removidos por no considerarse como picos cromatogréaficos, 421 no tuvieron
una distribucion isotopica y 16 picos no presentaron fragmentacion. Por lo tanto, los
analisis se llevaron a cabo Unicamente con una matriz con 3837 picos
cromatograficos, los cuales se analizaron en la plataforma Metaboanalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca) con el fin de normalizar los datos y buscar las

diferencias estadisticas entre los tratamientos. Se seleccionaron los metabolitos que
fueron diferentes entre los grupos, los cuales posteriormente se identificaron para

llevar a cabo la interpretacion biolégica.
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Figura 24. Andlisis de componentes principales (PCA) de los metabolitos del
contenido intestinal de ratas alimentadas con una DAGF y suplementada con
Acheta domesticus (AD) al 4 y 8%.

Para el procesamiento de los datos se eliminaron los compuestos que presentaron

un 50 % de valores sin sefal, ademas, los datos se normalizaron por el método de
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cuartiles y transformados por la raiz cuadrada. Finalmente, los datos se sometieron
a un escalado con el método de auto escalamiento. En la Figura 23 se muestran los
diagramas de caja y gréficas de densidad de compuestos encontrados en el andlisis
metabolomico antes y después de ser normalizados. La normalizacion y el escalado
generaron una distribucion tipo gaussiana, lo que permite el posterior analisis de

forma adecuada.

Para identificar si existe una separacién de acuerdo al perfil de metabolitos de los
diferentes grupos en estudio, se realizé un analisis de componentes principales PCA
(Figura 24). Para los estudios exploratorios donde las diferencias metabolémicas
entre los grupos experimentales pueden ser desconocidas o impredecibles, el
analisis inicial por PCA proporciona una primera informacion de la estructura del
conjunto de datos y las relaciones entre los grupos. Incluso cuando la estructura del
conjunto de datos puede ser predecible, el uso inicial de métodos imparciales como
PCA proporciona una confirmacion adicional antes del analisis mediante métodos

supervisados.

En la Figura 24 se muestra el andlisis de componentes principales donde los dos
primeros componentes explican aproximadamente un 36% de la variacion de los
datos. En cuanto al componente 1 se aprecia una tendencia a la separacion entre
el grupo DE y los grupos tratados con harina de grillo al 4 y 8 %, ubicandose en
medio el grupo alimentado con una DAGF. En el componente 2 (15% de la variacion
explicada) existe una tendencia a la separacion entre el grupo DAGF y los grupos
DE y 8 % AD , destacando que el grupo suplementado con 8% de AD fue el que
tuvo un mayor efecto bioldgico benéfico en la DAGF. A pesar de la poca variacion
gue explica este andlisis de componentes principales (PCA) y que no existe una
separacion clara entre los grupos, hay una tendencia a la separacion entre grupos
experimentales. Lo anterior sugiere posibles cambios el perfil de metabolitos
colonicos. Por lo anterior, se realizd a un analisis discriminante por minimos

cuadrados parciales (PLS-DA).

El andlisis PLS-DA del metaboloma derivado del contenido intestinal de las ratas se

muestra en la Figura 25 y los resultados de validacién en el Anexo 4. El PLS-DA es
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un metodo estadistico comunmente utilizado en la metabolémica para analizar
datos de alta dimensidn e identificar patrones o diferencias entre grupos. Asi mismo,
PLS-DA es una técnica estadistica multivariante supervisada que combina
caracteristicas de analisis de componentes principales (PCA) y regresion lineal
multiple (Gromski et al., 2015). En el anexo 4 se muestra que con dos componentes
se tienen valores de Q2 mayores a 0.6 lo que indica una buena capacidad del

modelo predictivo.
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Figura 25. Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) del
metaboloma derivado del contenido intestinal de ratas alimentadas con una DAGF
y suplementada con Acheta domesticus (AD) al 4 y 8 % (A). Importancia de la
variable en el PLS-DA (VIP score) responsable de la discriminacion y sus
puntuaciones para los componentes 1 (B) y 2 (C).
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En la Figura 25 se observa que los grupos DAGF y DE se encuentran en lados
opuestos del componente 1, encontrandose los tratamientos en medio de ambos,
interesantemente el tratamiento que espacialmente se colocé mas préximo al grupo
DE fue el 8 % AD, este grupo mostro la mejoria mas importante de los pardmetros
alterados asociados a la obesidad. Como lo fue la resistencia a la insulina y los

niveles de lipidos hepaticos.

En la Figura 26 se muestran los cuatro metabolitos con un valor de VIP score mas
alto en el analisis de PLS-DA, donde las mayores abundancias de estos metabolitos
se presentan en el grupo DAGF y de manera interesante, ambos grupos tratados
con grillo muestran menor concentracién de estos compuestos, sin embargo, no se
presentd una diferencia significativa de este la disminucion de la abundancia de

estos metabolitos.

Algunos metabolitos como el 18.51_887.70m/z, se presento una reduccion de hasta
el 50% en el grupo 8% AD comparado con el control obeso. En la dltima etapa de
este proyecto estos y otros metabolitos fueron identificados para realizar una
interpretacion biologica. Se ha reportado que algunos de los metabolitos
incrementados en el colon de animales alimentados con la DAGF provienen de las
bacterias intestinales y estos se relacionan con complicaciones asociadas a la
obesidad, como los acidos grasos de cadena corta, los lipopolisacaridos, el indol y

los aminoéacidos de cadena ramificada (Agus et al., 2016).
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Figura 26. Area relativa de las cuatro principales variables responsables de la
discriminacion en el PLS-DA del metaboloma obtenido del contenido intestinal de
ratas alimentadas con una DAGF y suplementada con Acheta domesticus (AD) al 4
y 8 %. Las barras indican la media + desviacion estandar (n = 6).

El andlisis SPLSDA (Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis) es una
técnica estadistica utilizada en metabolédmica para el andlisis de datos
multivariados. SPLSDA combina dos métodos principales: Analisis de
Componentes Principales Parciales (PCA) y Analisis de Regresion Parcial de
Minimos Cuadrados (PLS-DA). A diferencia del analisis PLS-DA tradicional,
SPLSDA tiene la ventaja de seleccionar automaticamente un subconjunto relevante
de variables (metabolitos) que estan mas relacionadas con la variable de respuesta.
Esto se analiza a través de la introduccién de una restriccion de sparsity (dispersion)
en el modelo, lo que significa que solo un subconjunto de variables es seleccionado

y considerado importante para la clasificacién (Cao et al., 2011). Se estimo la tasa
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de error del andlisis SPLS-Da en funcién del nimero de componentes, lo que se
muestra en el anexo 5, donde al mostrar dos componentes solamente se tiene una

tasa de error del 20%, por lo que se procedio con el analisis.

En el presente trabajo para la construccion del andlisis SPLSDA se seleccionaron
los 15 compuestos mas relevantes para la clasificacion y construccion del analisis,
los cuales se muestra en la Figura 27, donde se aprecia una clara separacion de las
muestras con las del grupo alimentados con la DAGF y la DE. Adicionalmente, los
grupos tratados con grillo presentaron una ligera separacién entre ambas
concentraciones de grillo evaluadas. Ademas, se presentan los compuestos mas

importantes que marcan una separacion,
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Figura 27. Andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales dispersos
(sPLSDA) del metaboloma obtenido del contenido intestinal de ratas alimentadas
con una DAGF y suplementada con Acheta domesticus (AD) al 4 y 8 % (A).
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Importancia de la variable en el sPLS-DA (VIP score) responsables de la
discriminacion y sus puntuaciones para los componentes 1 (B) y 2 (C).

Por dltimo, para identificar los compuestos que marcan una diferencia
estadisticamente significativa, se realiz6 un Volcan Plot, el cual se muestra en la
Figura 28. El Volcan Plot es una herramienta grafica ampliamente utilizada en
metabolomica para visualizar y analizar datos de perfiles metabdlicos. Su objetivo
principal es identificar metabolitos que sean estadisticamente significativos en
términos de cambios en su abundancia entre diferentes grupos o condiciones

experimentales.

De acuerdo a la Figura 28, de los 8000 metabolitos intestinales que se encontraron
al inicio de este analisis, tras el proceso de filtracion, seleccion de picos y
deconvolucion, solamente se seleccionaron 3265 de los cuales s6lo 66 mostraron
un valor P inferior a 0.05 del recuento en la prueba paramétrica de Kruskall-Wallis
en una comparacion entre los grupos experimentales. Este analisis sugiere que
estos 66 metabolitos pueden proponerse ser identificados para predecir las vias

metabolicas que estan siendo reguladas y obtener asi una interpretacion bioldgica.

-log10(raw-p)
38

-log10(raw-p)

0 1000 2000 3000
Peaks(mz/rt)

Figura 28. Volcan plot de metabolitos y su poder de discriminacion por la prueba de
Kruskall-Wallis, del metaboloma obtenido del contenido intestinal de ratas
alimentadas con una DAGF suplementada con Acheta domesticus (AD) al 4 y 8 %.
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En la Figura 29 presentan los 5 metabolitos que mostraron un P valor menor, de
acuerdo a la prueba de Kruskall-Wallis, al comparar los diferentes grupos
experimentales. Para alguno de estos metabolitos, los grupos alimentados con la
DE y DAGF presentan valores muy bajos, casi imperceptibles comparados con los
grupos suplementados con grillo. Ademas, es interesante que la abundancia de
estos metabolitos incrementd conforme fue mayor la concentracion de grillo en la
dieta. Por lo que es posible que estos metabolitos sean derivador de la fermentacion
los compuestos no digeribles del grillo, como los carbohidratos complejos y las

proteinas no digeribles.
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Figura 29. Area relativa de los principales metabolitos con una mayor diferencia
estadistica significativa entre los 4 tratamientos experimentales del metaboloma
obtenido del contenido intestinal de ratas alimentadas con una DAGF suplementada
con Acheta domesticus (AD) al 4 y 8 %. Las barras indican la media + desviacién
estandar (n = 6).
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Se los 5 metabolitos con una mayor puntuacion en el VIP-SCORE en el andlisis
PLS-DA para su identificacion, junto con los 66 metabolitos que mostraron
diferencias significativas entre tratamientos en el diagrama de volcan. La
identificacion putativa se llevo a cabo utilizando el software Progenesis QI de Waters
Company (Massachusetts, EE.UU.). Los patrones de fragmentacidén se compararon
con los de KEGG, Lipidmaps, Human Metabolome Database y Serum Metabolome
Database, empleando una tolerancia de 10 ppm del ion molecular y de los

fragmentos.

Entre los 14 metabolitos identificados putativamente que se muestran en el cuadro
7, el compuesto 1 se ha descrito como un subproducto de la degradacion microbiana
del bisfenol A (Narayanan et al., 2022). Este compuesto esta reconocido como un
potente disruptor endocrino relacionado con la obesidad, la resistencia a la insulina

y la inflamacion (Li et al., 2022).

En el cuadro 8 se muestran las abundancias relativas promedio de los 14
metabolitos que se logro realizar una identificacion putativa. En el cuadro 8 se
muestra que respecto al compuesto 1 los tratamientos con AD en la DAGF
aumentaron la abundancia de este metabolito de degradacion en el contenido cecal.
Asi, aunque la exposicion potencial al bisfenol A en este experimento sigue siendo
desconocida, la identificacion de una mayor presencia de este producto de

degradacion en el contenido cecal podria considerarse un hallazgo positivo.

Un resultado inesperado tiene que ver con el compuesto 2, identificado como acido
fenilpirdvico, un metabolito derivado de la fenilalanina y asociado a enfermedades
cardiovasculares en ciertos estudios (Chen et al., 2023). De acuerdo al cuadro 8,
este metabolito no se detectdé en los grupos alimentados con DE y DAGF. Sin
embargo, en los grupos suplementados con 4 y 8 % de harina de grillo se observo
este compuesto en el contenido cecal, incrementando su concentracion a medida
gue aumentaba la cantidad de grillo en la dieta. Una posible explicacién es que la
harina de grillo tiene una concentracion de fenilalanina de 2.38 g/100 g (Udomsil et
al., 2019) y parte de esta proteina, al unirse a la quitina, no es digerida en el intestino

delgado y es fermentada por la microbiota intestinal.

99



El compuesto 3 se identifico como fosfatidiletanolamina, un componente primario de
las membranas celulares bacterianas (Zhang et al., 2022). Estudios recientes han
sugerido que la suplementacion con etanolamina, el principal constituyente de la

fosfatidiletanolamina, mejora la capacidad antioxidante intestinal (Zhou et al. 2018).

Los compuestos 4, 5, 7 y 11 correspondieron a derivados de acidos biliares,
mostrando cada uno de ellos comportamientos distintos. EI compuesto 4 se
identific6 como acido norlitocdlico, que es derivado del acido litocdlico, un &cido
biliar secundario de la fermentacion bacteriana conocido como agente colestasico.
Este acido biliar incremento en los animales alimentados con la DAGF, mientras

gue su abundancia se redujo con los tratamientos con AD.

El compuesto 5 se identifico putativamente como acido 12-ketodesoxicolico (acido
biliar secundario), mostrando una reduccién en su abundancia en los animales
alimentados con la DAGF, siendo mayor esta disminucion de este compuesto en el
contenido cecal en los animales los que se afadié harina de AD en la DAGF. Estos
resultados contrastan con los reportados por Nogacka y colaboradores (2021),
guienes observaron que los individuos con obesidad tienen tres veces mas acido

12-ketodesoxicolico que los individuos con peso normal.

El compuesto 7 se identifico como 22B-hidroxicolesterol, un derivado hidroxilado del
colesterol, también conocido como oxiesterol. Estos compuestos sirven como
intermediarios en el metabolismo de los acidos biliares y se ha reportado que
disminuyen la inflamacion intestinal y mejorando el metabolismo del colesterol
(Willinger et al., 2019). EI comportamiento de este metabolito es interesante; tanto
los animales de los grupos control sanos como obesos muestran una baja
abundancia, pero incrementando en los grupos alimentados con grillos muestran un

aumento en la abundancia de este compuesto de hasta 9 veces.

El compuesto 11 se identific6 como &cido 3b-litocdlico. Curiosamente, la
abundancia de este compuesto en el grupo DAGF disminuyd en comparacion con
la de los animales alimentados con DE. Sin embargo, al afiadir harina de grillo a la
DAGF, la abundancia de este acido biliar secundario aumenté en comparacion con

el grupo de control obeso. Se ha reportado que este metabolito inhibe la inflamacion
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intestinal al suprimir la apoptosis en las células epiteliales intestinales, protegiendo

asi contra la pérdida de la barrera intestinal (Lajczak-McGinley et al., 2020).
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Cuadro 7. Metabolitos identificados de manera putativa en contenido cecal.

Error de Tiempo de

Compuesto ID Compuesto ID [Aductos Formula Score |masa (ppm) |ldentificacion putativa * m/z retencion (min)

Compuesto 1 6.45_258.0917n M-COOH, M-H C15H1404 42 9.51 2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)propanoic acid 257.08 6.45

Compuesto 2 9.04_209.0449m/z M+FA-H CO9H803 40.3 -3.87 Phenylpyruvic acid 209.04 9.03

Compuesto 3 10.61_816.5708m/z |M-COOH C4A5H84NO12P 42.7 -2.74 Am-PE(P-18:0/18:2(92,127)) 816.57 10.61
(3R)-3-[(3R,5R,8R,9S,10S,13R,14S,17R)-3-Hydroxy-10,13-
dimethylhexadecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-

Compuesto 4 11.52_362.2812n M-H20-H, M+FA-H C23H3803 47.9 -2.52 yl]butanoic acid 407.28 11.52

Compuesto 5 12.20_390.2785n M-H, 2M-H, M+FA-H C24H3804 36.1 3.94 12-Ketodeoxycholic acid 389.27 12.19

Compuesto 6 14.17_407.3290m/z  |M-COOH C30H4403 42.3 -0.14 (24E)-3,11-Dioxolanosta-8,24-dien-26-al 407.32 14.17

Compuesto 7 14.81_383.3302m/z  |[M-H20-H C27H4602 40.8 -4.44 22beta-Hydroxycholesterol 383.33 14.81

Compuesto 8 15.25_409.3441m/z |[M-COOH (C30H4603 42.9 -1.35 Moronic acid 409.34 15.24
O-{[(2R)-3-(Docosanoyloxy)-2-

Compuesto 9 15.99 536.3680m/z |[M-COOH C28H56NO9P 40.7 -2.14 hydroxypropoxy](hydroxy)phosphoryl}-L-serine 536.36 15.98
3,16,21,28-Tetrahydroxyolean-12-en-22-yl (2Z)-2-methyl-2-

Compuesto 10 16.49_553.3948m/z  |[M-H20-H (C35H5606 423 8.55 butenoate 553.39 16.49

Compuesto 11 16.56_376.2978n M-H, M+FA-H, 2M-H C24H4003 39.2 6.04 3b-Lithocholic acid 375.29 16.56

Compuesto 12 16.56_411.3561m/z |[M-COOH (C30H4803 52.1 -9.31 Betulinic acid 411.35 16.56
O-(Hydroxy{(2R)-2-hydroxy-3-[(2-

Compuesto 13 17.37_538.3833m/z  |M-COOH (C28H58NO9P 38.1 -2.71 methoxyhenicosyl)oxy]propoxy}phosphoryl)-L-serine 538.38 17.36
(2R)-3-{[(2-Aminoethoxy)(hydroxy)phosphoryl]Joxy}-2-

Compuesto 14 17.60_562.4204m/z  |M-COOH C31H62NO8P 40.9 -1.53 (dodecanoyloxy)propyl myristate 562.42 17.60

*La identificacion putativa fue realizada con el software Progenesis QI, usando un valor de confianza mayor a 38.
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Otro grupo de metabolitos identificados corresponden a los triterpenos; los
compuestos 6, 8, 10 y 12 se clasificaron en esta categoria. Estos compuestos se
han detectado en varias plantas y estos se encontraron en mayor abundancia en
los grupos con 4y 8 % de grillo en comparacion con los animales de los controles

sanos y obesos.

Se proponen dos explicaciones para este comportamiento; en primer lugar, como
estos compuestos son liposolubles y, como se demostré anteriormente, la
suplementacion con harina de grillo en la DAGF aumenta la excrecion de lipidos en
las heces. Por lo tanto, estos compuestos podrian estar presentes en la dieta
estandar y, al incluir AD en la dieta, podrian no ser absorbidos en el intestino

delgado, encontrandose en el contenido cecal.

Otra posibilidad es que estos compuestos estén presentes en la propia harina de
grillo. Reportes recientes han demostrado que los insectos comestibles son
abundantes en fitosteroles y estos son obtenidos de la dieta, una situacion similar
podria aplicarse a los triterpenos encontrados en el contenido intestinal de los
animales suplementados con harina de grillo en este estudio (Mudalungu et al.,
2023). A los triterpenos vy fitoesteroles se les han atribuido diversas actividades

biologicas, incluidos efectos antiinflamatorios (Zhu et al., 2022).
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Cuadro 8. Abundancia normalizada de metabolitos identificados en el contenido cecal de ratas alimentadas con una dieta

alta en grasas y fructosa (DAGF) y suplementadas con 4 y 8% de Acheta domesticus (AD). Los resultados indican la media +
desviacion estandar (n = 6).

Compuesto Compuesto ID DE DAGF DAGF + 4 %AD DAGF + 8 %AD
Compuesto 1 6.45_258.0917n 303+52c 267 £35¢ 876 +114 b 1103+ 197 a
Compuesto 2 9.04_209.0449m/z 0+x0ab 0+0b 23+x9ab 40+19a

Compuesto 3

10.61_816.5708m/z

196838 + 55555 ab

80025 * 20650 b

91002 + 28063 b

98875 * 16554 b

Compuesto 4

11.52_362.2812n

32293+ 18417 Db

165737 £ 92946 a

105184 *+ 65454 ab

57378 £ 31005 b

Compuesto 5

12.20_390.2785n

216352 + 69454 ab

84134 + 37774 b

97349 + 33138 b

137299 + 32092 b

Compuesto 6 14.17_407.3290m/z 134+39b 179+66 b 2392 £ 967 a 3354 + 2386 a
Compuesto 7 14.81_383.3302m/z 221+61b 195+46b 1275+ 329 a 1814 +£ 1097 a
Compuesto 8 15.25_409.3441m/z 167 +27b 176 £49b 1405 + 356 a 2058 + 1334 a
Compuesto 9 15.99_536.3680m/z 130+21b 146 + 24 b 1066 + 351 a 929+ 418 a
Compuesto 10 16.49_553.3948m/z 80+16b 84+25h 524 + 213 a 330+ 136 a

Compuesto 11

16.56_376.2978n

140550 * 41599 a

55055 + 23742 b

76356 + 18080 b

99977 + 29683 ab

Compuesto 12 16.56_411.3561m/z 64+17Db 96 +42b 269+ 110 a 304+132a
Compuesto 13 17.37_538.3833m/z 216 +37b 262 +106 b 1309 + 453 a 1104 £ 385 a
Compuesto 14 17.60_562.4204m/z 118+8b 99+15hb 1576 + 618 a 1345 + 606 a
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7.5 Efectos antiinflamatorios producidos por el consumo de Acheta
domesticus en animales alimentados con la DAGF

La inflamacién sistémica es un factor critico que influye en la dinAmica de la
microbiota intestinal. Existen una serie de estudios que demuestran una relacion
entre la inflamacion sistémica y las alteraciones en la composicion y funcion de la
microbiota intestinal. Los estudios de Smith y colaboradores (2013) demostraron
que la disbiosis intestinal, asi como los cambios en los metabolitos microbianos
producidos en un estado de obesidad puede inducir la inflamacién sistémica. Esta
disbiosis, caracterizada por cambios en los taxones microbianos y un desequilibrio
en los metabolitos microbianos pro y antiinflamatorios, exacerba ain mas la
inflamacion sistémica, creando un bucle de retroalimentacién perjudicial (Brown et
al., 2012). Comprender esta intrincada interaccion entre la inflamacion sistémica y
la microbiota intestinal es fundamental para dilucidar posibles dianas terapéuticas

para disminuir la inflamacion sistémica y sus implicaciones para la salud.

En este estudio se encontré que la adicion de harina de grillo a la DAGF puede
inducir cambios en la microbiota intestinal, y que esta harina mejoré los parametros
relacionados con la resistencia a la insulina y el metabolismo lipidico. Debido a lo
anterior, en el presente estudio se investigo si la suplementacion con grillos puede
reducir los marcadores de inflamacion sistémica en suero. Para posteriormente
realizar un analisis de correlacion entre las citosinas inflamatorias en suero,
abundancia de la microbiota intestinal y parametros metabdlicos. Se realiz6 un perfil
de 10 marcadores de inflamacion, y los resultados se presentan en el anexo 6. Cabe
destacar que, de las 10 citosinas evaluadas, solo los niveles séricos de TNF- q, la
IL-2, la IL-1a y la IL-18 mostraron cambios significativos en los grupos alimentados
con la DAGF y suplementada con harina de grillo en comparacion con los valores

del control obeso (Figura 30).
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Figura 30. Perfil de citosinas inflamatorias y antiinflamatorias en suero de ratas

alimentadas con una DAGF suplementada con 4 y 8 % de Acheta domesticus. Las

barras indican media * desviacién estandar. *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 mediante prueba de
Kruskal-Wallis. Las barras indican la media + desviacion estandar (n = 5).

Los miembros de la familia de la interleucina-1 desempefian un papel fundamental

en el contexto de la obesidad. Estas citosinas proinflamatorias son mediadores
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clave de la respuesta inflamatoria y estan significativamente elevados en el suero
de individuos con obesidad, contribuyendo a la inflamacion crénica de bajo grado
asociada al tejido adiposo. La IL-1a y la IL-1B estan implicadas en diversas
complicaciones relacionadas con la obesidad, como la resistencia a la insulina, la
disfuncién del tejido adiposo y el sindrome metabdlico (Larsen et al., 2007; Donath
y Shoelson, 2011).

El TNF-a desempeia un papel crucial en la obesidad como citosina pro inflamatoria
proveniente principalmente de los macrofagos residentes del tejido adiposo. Este
TNF-a induce la resistencia a la insulina, ademas incrementa la lipolisis del tejido
adiposo incrementando la sintesis de acidos grasos libres, lo que se ve reflejado en
un aumento de la sintesis hepatica de glucosa. Ademas, TNF-a desencadena una
cascada de respuestas inflamatorias al activar otras citosinas proinflamatorias como
la IL-6 y la IL-1B, exacerbando el estado inflamatorio crénico prevalente en la
obesidad (Catworn et al., 2008). Al infiltrarse el TNF-a a los macrofagos M1 en el
tejido adiposo, el TNF-a promueve la activacion de quinasas que fosforilan los
residuos de serina del IRS-1, reduciendo la captacion de glucosa dependiente de la

insulina en este tejido (Kojta et al., 2020).

En la Figura 30 se observa una disminucién de los niveles séricos de las citosinas
inflamatorias en los grupos suplementados con grillo al 4 y 8 %, los que podria
atribuirse a cambios en la microbiota intestinal y conducir a una menor
permeabilidad intestinal y a una menor infiltracion de endotoxinas. Esto podria dar
lugar a una menor inflamacion sistémica mediada por TLR-4 en respuesta al LPS
bacteriano, lo que podria estar relacionado con cambios en la resistencia a la

insulina. No obstante, este mecanismo debera confirmarse en futuros estudios.

Para evaluar si alguna de las familias bacterianas de la microbiota fecal, estaba
correlacionada con cambios en la concentracion de citosinas inflamatorias en suero
se realizd un analisis de correlacion de Pearson, entre las concentraciones séricas
de TNF- q, la IL-2, la IL-1a y la IL-1B y la abundancia relativa a nivel familia de la

microbiota fecal.
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De los andlisis de correlacidén se encontron que de las citosinas que se usaron para
la prueba estadistica, solamente IL-13 mostré correlaciones negativas significativas

con las bacterias Rikenellaceae, Bacteroidaceae y Prevotellaceae (Figura 31).
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Figura 31. Andlisis de correlacion de Pearson entre las concentraciones séricas de
IL-18 y la abundancia relativa de las familias bacterianas Rikenellaceae A),
Bacteroidaceae B) y Prevotellaceae C).

El resultado anterior indica que existe una relacion donde entre mas se incrementa
la abundancia de familias bacterianas como Prevotellaceae existe una menor

concentracion de la citosina proinflamatoria IL-1.

Numerosos estudios discutidos en el presente documento han sefialado que
intervenciones dietéticas altas en fibra se correlacionan positivamente con la
abundancia de Prevotellaceae, la cual su abundancia esta también relacionada con
una mejora en la integridad intestinal, una menor inflamacion intestinal y una menor

infiltracion de endotoxinas bacterianas (Balfego et al., 2016; Song et al., 2019).
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Una posible explicacion del efecto que tiene la suplementacion de la harina de AD
en la DAGF sobre la dislipidemia y la resistencia a la insulina podria estar
relacionada con la llegada de la fraccion no digerible de AD al intestino grueso,
siendo fermentada por la microbiota, incrementando la abundancia de bacterias
benéficas como Rikenellaceae, Bacteroidaceae y Prevotellaceae, las cuales
promueven un incremento en la permeabilidad intestinal, y por ende una menor
endotoxemia metabdlica, lo que se ve reflejado en la correlacion inversa entre la IL-

1B y algunas familias bacterianas.

La disminucion de la inflamacion relacionada con la microbiota podria estar
relacionada con una mejora en parametros metabdlicos relacionados con la
obesidad. Para evaluar lo anterior se realizd un analisis de correlacion entre la
citosina IL-1B y parametros como la AUC de la OGTT, triglicéridos y glucosa sérica,
asi como el peso del tejido adiposo blanco y visceral, lo cual se muestra en la figura
32. En el analisis de correlaciéon se muestra que existe una correlacion positiva y
significativa entre las concentraciones séricas de IL-13 y la area bajo la curva de la
OGTT, la acumulacién de tejido adiposo asi como en las concentraciones séricas
de glucosa y triglicéridos, por lo cual sugerimos que la mejora en estos parametros
de los animales que fueron suplementados al 8 % con harina de AD en una DAGF
esta relacionada con una disminucion en la inflamacién causada por modificaciones

en la microbiota intestinal
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Figura 32. Andlisis de correlacion de Pearson entre las concentraciones séricas de
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8. CONCLUSIONES

Acheta domesticus al 8 % incorporado en la DAGF previene la ganancia de
peso corporal, la acumulacion de tejido adiposo visceral, los triglicéridos en suero y
en higado, mejorando la resistencia a la insulina y la intolerancia a la glucosa. El
efecto en los lipidos se relacioné con una mayor excrecion de estos en heces,
posiblemente debido a la inhibiciébn de la enzima lipasa pancreética, lo cual se

demostro in vitro.

Los animales que fueron suplementados con AD en la DAGF mostraron
niveles mayores de diversidad microbiana, contrarrestando los cambios inducidos
por la DAGF. Se observaron alteraciones en la composicion taxonomica, con un
aumento de Bacteroidetes y una disminucion de Firmicutes, asociados con una
mejor salud metabolica. El analisis del metaboloma intestinal revel6 que los
animales que fueron suplementados con AD al 8% en una DAGF tuvieron mayores
abundancias de metabolitos bacterianos, los acidos biliares y los triterpenos

asociados con una mejora en la salud metabdlica.

Ademas, la suplementacion con AD redujo los marcadores de inflamacion
sistémica, como el TNF-alfa y la IL-1B, lo que indica disminucién de la inflamacién
lo que correlacion6 con una mejora en los parametros metabdlicos asociados a la

obesidad.

Estos resultados sugieren que la AD puede tener un papel terapéutico en
enfermedades relacionadas con la obesidad correlacionadas con cambios en la

microbiota intestinal y en la inflamacién.
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Anexo 1: Dictamen de aprobacion del protocolo de investigacion por el comité
de bioética de la facultad de quimica.

C.U., Querétaro, 31 de agosto de 2020
No. de oficio. CBQ20/100

Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Facultad de Quimica
Presente

At'n. Alexandro Escobar Ortiz

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
bioldgicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Efecto de la dieta en el contenido
nutrimental y de compuestos bioactivos de grillo (Acheta domesticus) y
evaluacion in vivo de sus fracciones en enfermedades metabdlicas asociadas
ala obesidad”, del cual Usted es responsable, fue evaluado con una resolucion de
aprobado.

Sin mas por el momento, quedamos a sus ordenes para cualquier duda o aclaracion.

M.I.M. David Gustavo Garcia Gutiérrez M. C. Eduardo Balderas Martinez
Representante investigador Representante investigador
Ccp archivo
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Anexo 2: Analisis multivariado donde se muestra la distribucion de los datos
del analisis de metaboldmica, los blancos y los controles de calidad (QC).
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Anexo 3: Porcentaje de identificacion y picos mayoritarios de identificacién
putativa de metabolitos de bajo peso molecular de extracto en metanol de

harina de AD.

Naturaleza del Identificacién RT Porcdeentaje ma F:)Hr:i(t)asrios
compuesto putativa (min) identificacion y(m/z)
L-leucina 5.22
L-valina 6.1
L-serina 8.8
Aminoacidos Treonina 9.3
Cistationina 9.6
Prolina 11.9
Fenilalanina 13.8
Carbohidratos Galactopirar'wé.sido 10.1
Glucopianosido 10.9
] 299 999 | 73 352 |
. . Acido fosfoérico 5.86 300 239 | 314 157 |
Acidos organicos 301 133 |
Acido glucénico 20.6
Acidos grasos Acido caprico 10.4
Otros Pirimidina 8.35
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Anexo 4: Validacién cruzada del andlisis PLS-DA de los metabolitos cecales.
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Anexo 5: Porcentaje de error en clasificacion del analisis sPLS-DA en
funcién del namero de componentes.
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Anexo 6: Citosinas en suero de ratas alimentadas con una DAGF y AD
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