UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

ESCUELA DE POSGRADO
MAESTRIA EN NUTRICION

“PRODUCTOS ANTIOBESIDAD SOBRE EL PESO, BIOQUIMICA
SANGUINEA, BIOMETRIA, DEPOSICION DE GRASA Y
EXPRESION GENICA EN RATAS HOLTZMAN INDUCIDAS A
OBESIDAD”

Presentada por:
CRISTIAN GABRIEL UCULMANA MORALES

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE MAESTRO
MAGISTER SCIENTIAE EN NUTRICION

Lima — Peru
2018



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LAMOLINA

ESCUELA DE POSGRADO
MAESTRIA EN NUTRICION

“PRODUCTOS ANTIOBESIDAD SOBRE EL PESO, BIOQUIMICA
SANGUINEA, BIOMETRIA, DEPOSICION DE GRASA Y
EXPRESION GENICA EN RATAS HOLTZMAN INDUCIDAS A
OBESIDAD”

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE MAESTRO
MAGISTER SCIENTIAE EN NUTRICION

Presentada por:
CRISTIAN GABRIEL UCULMANA MORALES

Sustentada y aprobada ante el siguiente jurado:

Mg.Sc. Victor Hidalgo Lozano Ph.D. Carlos Vilchez Perales
PRESIDENTE PATROCINADOR
Dra. Maria Elena Villanueva Espinoza Mg.Sc. Elva Rios Rios

MIEMBRO MIEMBRO



AGRADECIMIENTOS

A mi familia por su inmenso apoyo y amor. A mi padre César, a mi madre Ursula y a mi

hermano Jarod.

A Mayra Calagua, por estar conmigo en todo momento y por su gran corazon.

A mi patrocinador y amigo, Carlos Vilchez Perales, por su apoyo incondicional y buenos

consejos.

A mis amigos de siempre: Elmer, Saira, Manuel, Liz, Jorge y Fabiola.

A la sefiora Amelia, por su inmensa amabilidad y comprensién.

A los miembros de mi jurado: Dra. Villanueva, Profesora Elva Rios e Ing. Victor Hidalgo.



2.1.
2.2.
2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

3.7.

4.1.
4.2.
4.3.

INDICE GENERAL

Introduccion
Revision de literatura
Obesidad en el contexto de salud publica
Tejido adiposo: implicancias y sindrome metabolico
Terapias comunes contra la obesidad

a) Acido linoleico conjugado (CLA)

b) Fibratos
Acidos grasos poliinsaturados
a) Aceite de oliva

b) Aceite de pescado

Nutrigendmica y activacion de genes relacionados con obesidad
a) Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)

Investigacion: dietas para inducir estados metabolicos

Materiales y métodos

Lugar de ejecucion y duracion
Animales en evaluacion
Instalaciones y equipos
Alimentacion

Tratamientos

Variables de respuesta

a) Peso y consumo de alimento
b) Bioguimica Sanguinea

c) Biometria e indices corporales
d) Peso del tejido adiposo e higado
e) Expresion génica

Disefio estadistico

Resultados y discusiones

Peso y consumo de alimento
Bioquimica Sanguinea

Biometria e indices corporales

Pagina

~N O w NN



4.4. Peso del tejido adiposo e higado

4.5. Expresion génica

V.
VI.
VII.
VIII.

Conclusiones
Recomendaciones
Bibliografia
Anexos

43
47
50
o1
52
70



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1: Evidencias de la influencia del aceite de oliva sobre el sindrome metabdlico

Cuadro 2: Composicion nutricional de las dietas empleadas

Cuadro 3: Primers utilizados para la expresion génica del gen PPARa

Cuadro 4: Variables registradas al finalizar el periodo de induccion a obesidad

Cuadro 5: Peso y consumo de alimento tras la administracion de los tratamientos

Cuadro 6: Perfil lipidico y nivel de glucosa en sangre tras la administracion de los
tratamientos

Cuadro 7: Caracteristicas biométricas e indices corporales tras la administracion de los
tratamientos

Cuadro 8: Peso del tejido adiposo e higado tras la administracion de los tratamientos

Cuadro 9: Expresion relativa del gen PPARa en higado tras la administracion de los

tratamientos

Pag

17
26
32
35
35
37

43

45
48



INDICE DE FIGURAS

Figura 1:Estructura quimica de los dos isomeros principales del CLA
Figura 2: Estructura quimica de los acidos grasos monoinsaturados
Figura 3: Estructura quimica de los acidos grasos poliinsaturados

Figura 4: Modo de suplementacion de los tratamientos

Pag

12
13

28



Anexo I.

Anexo IlI.
Anexo IlI.

Anexo V.

Anexo V.

Anexo VI.

Anexo VII.

Anexo VIII.

Anexo IX.

Anexo X.

Anexo XI.

INDICE DE ANEXOS

Ndmero de réplicas del mismo tratamiento en diferentes
estudios relacionados

Kit comercial para prueba de perfil lipidico
Kit comercial para prueba de glucosa

Peso corporal y ganancia de peso al finalizar el periodo de
induccion a obesidad

Perfil lipidico y glucosa en sangre al finalizar el periodo de
induccion a obesidad

Biometria e indices corporales al finalizar el periodo de
induccion a obesidad

Peso, ganancia de peso, consumo y conversion de alimento
tras la administracion de los tratamientos

Perfil lipidico, nivel de glucosa en sangre e indice de
aterogénesis modificado tras la administracién de los
tratamientos

Biometria e indices corporales tras la administracion de los
tratamientos

Peso del tejido adiposo e higado tras la administracién de
los tratamientos

Expresion génica tras la administracion de los tratamientos

Pag

71

72
73
74

75

76

77

78

79

80

81



RESUMEN

Los parametros de peso, bioquimica sanguinea (TG, HDL y glucosa), biometria, deposicién
de tejido adiposo y expresion génica relativa de PPARa en tejido hepatico fueron evaluados
después de la administracion de productos antiobesogénicos en ratas Holtzman de 3 meses,
previamente inducidas a obesidad. Los productos utilizados fueron: un nutracedtico (acido
linoleico conjugado, CLA), un farmaco (fenofibrato, F), un acido graso monoiinsaturado
(aceite de oliva, AO) y otro poliinsaturado (aceite de pescado, AP). El estudio se dividio en
dos etapas (E): E1, dieta obesogénica (DO) por 30 dias; E2, incorporacion de tratamientos
(T). T1: dieta estandar (DE); T2: DO; T3: DO + CLA; T4: DO + F; T5: DO + AO; T6: DO
+ AP. Paralos T3, T5y T6 se considerd 0.5 ml aceite/kg PV rata/dia; para el T4 la dosis de
F fue 100 mg/Kg PV rata/dia. EI consumo de alimento fue medido diariamente. Al final de
la fase experimental, se sacrificaron a los animales y se tomaron las siguientes mediciones:
peso, bioquimica sanguinea, biometria, grasa corporal y expresion del gen de PPARa
(higado). Los datos fueron sometidos a analisis de varianza bajo un DCA con 6 tratamientos
y 7 repeticiones utilizando el programa MINITAB, la diferencia de medias se calculé con la
prueba LSD. Al finalizar la E2 se encontré que los tratamientos tuvieron influencias
(P<0.05) sobre la ganancia de peso, nivel de HDL, grasa inguinal, total y en el peso del
higado, mas no asi (P>0.05) sobre el peso final ni en variables biométricas. Se encontr6 una
tendencia (0.05<P<0.1) en la expresion relativa de PPARa, donde el T6 tuvo el mayor valor
y el T1 tuvo el menor valor. Se concluye que los productos evaluados tienen diferentes
efectos benéficos a nivel de metabolismo y expresion génica relativa incluso bajo

condiciones alimentarias desfavorables.

Palabras claves: obesidad, perfil lipidico, acidos grasos



ABSTRACT

The parameters of weight, blood biochemistry (TG, HDL and glucose), biometry, deposition
of adipose tissue and relative gene expression of PPARa in liver tissue were evaluated after
the administration of antiobesgenic products in Holtzman rats of 3 months, previously
induced to obesity. The products used were: a nutraceutical (conjugated linoleic acid, CLA),
a drug (fenofibrate, F), a monounsaturated fatty acid (olive 0il,00) and another
polyunsaturated (fish oil, FO). The study was divided into two stages (S): S1, obesogenic
diet (OD) for 30 days; S2, incorporation of treatments (T). T1: standard diet (SD); T2: OD;
T3: 0D + CLA; T4: OD + F; T5: OD + OO; T6: OD + FO. For T3, T5 and T6, 0.5 ml oil /
kg PV rat / day was considered; for T4 the dose of F was 100 mg / Kg PV rat / day. Food
consumption was measured daily. At the end of the experimental phase, the animals were
sacrificed and the following measurements were taken: weight, blood biochemistry,
biometrics, body fat and expression of the PPARa gene (liver). The data were subjected to
analysis of variance under a DCA with 6 treatments and 7 repetitions using the MINITAB
program, the difference in means was calculated with the LSD test. At the end of the S2 it
was found that the treatments had influences (P <0.05) on the weight gain, HDL level,
inguinal fat, total and liver weight, but not (P> 0.05) on the final weight nor in biometric
variables. A trend (0.05 <P <0.1) was found in the relative expression of PPARa, where T6
had the highest value and T1 had the lowest value. It is concluded that the products evaluated
have different beneficial effects at the level of metabolism and relative gene expression even

under unfavorable food conditions.

Key words: obesity; lipidic profile; fatty acids



Abreviaturas:

AG: Acidos grasos

ALA: Acido linolénico (por sus siglas en inglés)

ARA: Acido araquidonico (por sus siglas en inglés)

CT: Colesterol total

DHA: Acido docosahexaenoico (por sus siglas en inglés)

DIO: Dietas que inducen obesidad (por sus siglas en inglés)
EPA: Acido eicosapentaenoico (por sus siglas en inglés)

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad (por sus siglas en inglés)
HFD: Dieta alta en grasa (por sus siglas en inglés)

LA: Acido linoleico (por sus siglas en inglés)

PPAR: Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (por sus siglas en inglés)
PUFA: Acidos grasos poliinsaturados (por sus siglas en inglés)
TG: Triglicéridos

n-3: Omega 3

n-6: Omega 6

n-9: Omega 9



l. INTRODUCCION

Las mejoras en el nivel socioecondmico, los estilos de vida y los habitos alimentarios
actuales han desencadenado la actual transicion epidemiolégica/nutricional. Se sabe que hay
mayor prevalencia y mayores tasas de mortalidad por enfermedades cardiovasculares que
muertes por enfermedades infecciosas (Aranceta y Pérez 2012). La obesidad es considerada
una patologia ya que esta relacionada con la disfuncion de muchos 6rganos y sistemas a
través de los méas complejos mecanismos. Los efectos mas comunes son: acumulacion de
tejido adiposo e inflamacion cronica, higado graso, disfuncion del pancreas, tracto
gastrointestinal deteriorado, microbiota alterada, complicaciones a nivel de sistema nervioso
central e incluso alteraciones de indole genética (Spiegelman y Flier 2001; Wang y Huang
2015; Simopoulos 2016), desencadenandose lo que hoy en dia conocemos como sindrome
metabolico (Garcia et al. 2016), siendo necesaria la intervencion multidisciplinaria para
controlar este gran problema de orden mundial (Barret et al. 2016). En la Gltima década, las
investigaciones en el campo de la obesidad han ido desde modelos basicos en roedores, hasta
el entendimiento de los circuitos neurales y su interaccion con la ingesta de alimento y el
balance energético. Actualmente las investigaciones estan orientadas a disefiar modelos
alimentarios mas realistas, mejor caracterizacion del comportamiento humano y aplicacion
de herramientas moleculares y genéticas para entender los complejos mecanismos de la
obesidad con el fin de obtener beneficios terapéuticos de aplicacién en salud publica (Barret
et al. 2016). Nutracéuticos, farmacologia y alimentos funcionales son considerados dentro
de los tratamientos mas efectivos contra patologias asociadas de la obesidad y expresion de

genes vinculados con el metabolismo lipidico.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de diferentes
productos antiobesogénicos sobre la ganancia de peso, la bioquimica sanguinea (TG, HDL
y nivel de glucosa), peso del tejido adiposo en diferentes localizaciones y del higado,
caracteristicas biométricas y expresion del gen PPARa en tejido hepatico en ratas Holtzman

previamente inducidas a obesidad.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Obesidad en el contexto de salud publica

La percepcién de obesidad ha ido cambiando a lo largo del tiempo; desde el punto de vista
evolutivo fue beneficioso para los cazadores y recolectores almacenar energia en forma de
tejido adiposo ya que habia temporadas en donde la ingesta energética era muy restrictiva.
Hipdcrates (460 — 370 ac) fue el primero en sefialar que la obesidad tiene una asociacion con
muerte prematura (Komaroff 2016). Se conoce que actualmente existe la mayor tasa de
sobrepeso y obesidad de la historia con un gran impacto negativo en el estado de salud de la
poblacién (Mohamed 2013; Trigueros et al. 2013; Bender et al. 2014; Brown et al. 2015); y
mas preocupante atn son los indices de sobrepeso y obesidad infantil que estdn aumentando
de manera exponencial, y no se sabe como repercutird este fenémeno en el futuro. En
términos de gestion publica, el sobrepeso es un problema no solo en los paises desarrollados
sino también en paises en via de desarrollo e incluso en poblaciones de bajos ingresos (Rocha
et al. 2007; Seoane et al. 2014). El sobrepeso y obesidad afectan enormemente la economia
de los paises ya que se incrementa el presupuesto destinado a salud publica (Vaneckova et
al. 2014; Du et al. 2015).

Oliveira et al. (2015) mencionan que la obesidad es una patologia cronica que esta asociada
con el consumo de dietas hipercal6ricas (comidas con azUcar afiadida e ingredientes con alto
contenido de grasa). La obesidad es caracterizada por causar inflamacién de menor grado en
el tejido adiposo (Teng et al. 2014); esta inflamacion local ejerce una profunda influencia
negativa en los diferentes sistemas y ademas favorece el cuadro de resistencia a la insulina
(Wang y Huang 2015). Se conoce que la prevalencia de resistencia a la insulina se ha
incrementado en todas las poblaciones (Sishi et al. 2010), siendo esta condicion la que agrava
todos los componentes del sindrome metabolico (Lucero et al. 2017). La diabetes mellitus
Tipo 2 es un desorden metabdlico ocasionado por una resistencia cronica a la insulina y que
tiene grandes complicaciones para la salud (alteracion del metabolismo de lipidos y
carbohidratos, sobre produccion de radicales libres, inflamacion cronica, dafio y disfuncion

del sistema cardiovascular y dafio renal) (Hassanali et al. 2010; Mirmiran et al. 2014).



Se sabe también que la obesidad predispone a las enfermedades cardiovasculares y
aterosclerosis (Smith et al. 2014) existiendo también un componente genético y de influencia
del medio ambiente (Barret et al. 2016). Enfermedades cardiovasculares y aterosclerosis son
las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo (Chiesa et al. 2016) y estas
deben entenderse en su totalidad para desarrollar estrategias de prevencién y tratamiento
(Torrejon et al. 2007).

Recientemente la organizacion mundial de la salud (World Health Organization 2016) ha
reportado que:
e Desde 1975, la obesidad se ha triplicado en todo el mundo.
e En 2016, el 39% de las personas adultas (18 afios a mas) tenian sobrepeso, y el 13%
eran obesas.
e En 2016, 41 millones de nifios menores de 5 afios tenian sobrepeso u obesidad.
e En 2016, habia méas de 340 millones de nifios y adolescentes (5 — 19 afios) que tenian

sobrepeso y obesidad.

El objetivo de las proximas investigaciones en el campo de salud publica llevara a
comprender los mecanismos que regulan la obesidad y las patologias asociadas (Garcia et
al. 2016). Es indispensable conocer mas a detalle los mecanismos fundamentales del balance
energético para desarrollar estrategias cada vez mas efectivas para influenciar en los patrones
de consumo y en reducir la ingesta de energia (Barret et al. 2016), sabiendo, ademas, que
existen sustancias derivadas de los alimentos que pueden ser beneficiosas para la salud
(Abete et al. 2011).

2.2. Tejido adiposo: implicancias y sindrome metabdlico

El tejido adiposo juega un papel importante en la homeostasis metabolica debido a su rol
como almacenador y repositor de energia (White et al. 2015); esta funcidn garantiza la
supervivencia de los organismos durante periodos de baja ingesta calérica (Montanari et al.
2017). EL Tejido adiposo también funciona como tejido endocrino, secretando una variedad
de adipoquinas que estan relacionadas con el metabolismo y la inflamacién (Wendel et al.
2008). Un desbalance en el metabolismo energético relacionado a una mayor ingesta
energética en comparacion al gasto calorico es la causa de la obesidad; en este sentido, el

peso corporal puede ser un indicativo de obesidad (Ma et al. 2016).



En un estado de obesidad existe la infiltracion de macrdfagos y otras células inmunitarias en
el tejido adiposo, con la consecuente produccion incontrolada de citoquinas proinflamatorias
generando un estado de inflamacion cronica generalizada (Mohammadi et al. 2014; Wang y
Huang 2015). Las desaturasas de AG son importantes reguladores del metabolismo de los
AG poliinsaturados n-6 y n-3, y pueden regular la desaturacién hasta sus correspondientes
AG monoinsaturados; una mayor actividad de las desaturasas de AG estéa relacionada con la
formacion de los AG: oleico, palmitoleico y araquiddnico, que a su vez estan asociados con
obesidad, hipertrigliceridemia, sindrome metabdlico y el riesgo de presentar resistencia a la
insulina (Dasilva et al. 2015). Se conoce que el musculo esta involucrado en el 80% de la
captacion de glucosa y oxidacion de &cidos grasos mediado por insulina, por lo que, si
existen factores que ocasionen estrés mitocondrial y por consiguiente una incompleta
oxidacion de acidos grasos, puede existir resistencia a la insulina a nivel de mdsculo
esquelético, lo que es fundamental para desarrollar resistencia a la insulina a escala sistémica
(Koves et al. 2008).

El tejido adiposo produce una inflamacion crénica que contribuye a una serie de respuestas
patoldgicas, desencadenandose lo que hoy se conoce como sindrome metabodlico (Wendel et
al. 2008; Mohammadi et al. 2014; Garcia et al. 2016). Para algunos autores (Abete et al.
2011), el sindrome metabdlico incluye una combinacién de complicaciones clinicas como:
obesidad abdominal, resistencia a la insulina, dislipidemias, hipertension e higado graso no-
alcoholico; sin embargo, publicaciones recientes (Mohamed 2013; Teng et al. 2014)
consideran que existe el cuadro de sindrome metabolico cuando se presentan por lo menos

3 de las 5 siguientes alteraciones:

e Obesidad abdominal: si el perimetro abdominal es mayor que 94 cm en hombres y
80 cm en mujeres.

e Triglicéridos elevados: cuando la medicion es mayor que 150 mg/dl.

e HDL disminuido: cuando los niveles son menores que 40 mg/dl en hombres y menor
gue 50 mg/dl en mujeres.

e Presion sanguinea: cuando la presion sistolica es mayor que 130 mmHg vy la presién
diastdlica es mayor que 85 mmHg.

e Glucosa en sangre elevada: cuando la medicién es mayor que 100 mg/dl o que

previamente se hubiese detectado diabetes Tipo 2.



La hipertension es una patologia muy vinculada al sobrepeso y obesidad, y es uno de los
factores principales para que se desencadene cualquier problema cardiovascular, que
actualmente es la principal causa de muerte en el mundo (Sun et al. 2012; Vaneckova et al.
2014). Otra patologia muy estudiada desde hace muchos afios, por la repercusion en politicas
de salud puablica, es la diabetes Tipo 2, que causa multiples complicaciones de salud,
afectando diversos 6rganos del cuerpo, existen lineas de investigacion que se centran en el
desarrollo de estrategias para el manejo de la resistencia a la insulina y del sindrome
metabdlico, ademas de la reduccion del estrés oxidativo (Bagul et al. 2012).

Finalmente, el concepto de lipotoxicidad se puede definir como: los efectos adversos de la
acumulacion ectopica (6rganos) de é&cidos grasos que puede alterar el normal
funcionamiento. Se ha reportado que la lipotoxicidad aumenta la resistencia a la insulina y
en la revision de Saad et al. (2016) nos describen el efecto negativo en algunos 6rganos y

tejidos:

e Mdsculo esquelético: la concentracién de &cidos grasos libres disminuye la
sefializacion de la insulina, ocasionando la resistencia de esta hormona en este nivel.

e Pancreas: los acidos grasos libres pueden alterar la funcionalidad de este 6rgano. El
exceso cronico en la sintesis de insulina desencadena diabetes tipo I1.

e Higado: la disfuncion mitocondrial en los hepatocitos es ocasionada por los acidos
grasos libres y ocasiona estrés oxidativo. Existe una alta correlacion entre un higado
con funcionalidad deteriorada y la presencia de sindrome metabdlico.

e Vasos sanguineos: en este caso, existe una relacion muy cercana con el riesgo de
presentar hipertension. El 6xido nitrico pierde bio-actividad en condiciones de dafio
a este nivel.

e Rifiones: a traveés del complejo renina-angiotensina, hay predisposicion a la

hipertension.

2.3. Terapias mas comunes contra la obesidad

Existe gran variedad de estrategias que han sido usadas para combatir la obesidad, dentro de

las mas comunes tenemos:



e Buenas précticas alimentarias (Mirmiran et al. 2014)

e EI consumo en la cantidad adecuada de alimentos saludables (PUFA, lacteos,
pescado, legumbres, frutas y verduras) (Abete et al. 2011 y Mohamed 2013).

e Ejercicio (Rocha et al. 2007)

e Farmacoterapia e intervencion médica (Trigueros et al. 2013; Nazari et al. 2016)

Es muy notoria la necesidad de encontrar fuentes alternativas que ayuden al control de peso
y que puedan complementar a las ya existentes (Medina et al. 2017). Hasta hace poco, los
esfuerzos en controlar la diabetes tipo 2 se centraban en el manejo de la glucosa en sangre;
sin embargo, recientemente se prefiere abordar el tema desde diversos angulos, y uno de
ellos es reducir también las complicaciones metabolicas como el estrés oxidativo
caracteristico en personas con esta enfermedad (Bagul et al. 2012), sin dejar de lado los
posibles efectos adversos para la salud (Brown et al. 2015). En la revision de Trigueros et
al. (2013) se discuten los posibles mecanismos por los cuales los alimentos pueden contribuir
positivamente con las complicaciones del sobrepeso y obesidad: disminuyendo la ingesta de
alimento (a nivel del sistema nervioso), disminuyendo la disponibilidad de nutrientes (a nivel
enzimatico o de absorcién), modificando la microbiota y aumentando la termogénesis. La
termogénesis adaptativa desperto el interés cientifico hace mucho tiempo (Rothwell y Stock
1979; Sims y Danforth 1987; Levine et al. 1999) ya que es una forma de pérdida de calor en

respuesta a cambios ambientales de temperatura y alteraciones en la dieta.

Debido al frecuente fracaso de encontrar farmacos adecuados para el control de la obesidad,
es necesario evaluar la administracién de suplementos que estén relacionados directa o
indirectamente con el metabolismo energético (Nazari et al. 2016). Los flavonoides
(antocianinas de los vegetales con pigmentos de tonalidad rojiza; quercetina y rutina), las
catequinas del té verde, los polifenoles de los berries y del vino, el resveratrol, los alcaloides
del café y los simbi6ticos son algunas de las sustancias utilizadas en el control del peso y de
sus implicancias a nivel metabdlico (Brown et al. 2015). Montanari et al. (2017)
complementan la lista con capsaicina, 3-caroteno, EPA, DHA, CLA, curcumina y mentol,
mencionando la capacidad de estas sustancias para diferenciar el tejido adiposo blanco en

uno intermedio con el tejido adiposo marrén.



Se ha demostrado que los acidos poliinsaturados n-3 estan asociados con la reduccion de
enfermedades cronicas no transmisibles como la resistencia a la insulina, cancer y
enfermedades cardiovasculares (Xie et al. 2016). Los mamiferos no tienen la capacidad para
sintetizar PUFA 'y por lo tanto estos deben provenir de la dieta (Ma et al. 2016). Segun Boyle
et al. (2017) ain no es claro como los mecanismos que propician la oxidacion de acidos
grasos estan relacionados con la inflexibilidad metabdlica (se entiende por flexibilidad
metabolica la posibilidad de ajustar apropiadamente la oxidacion a los cambios en la
disponibilidad de nutrientes). Las grasas son muy importantes para una vida saludable ya
que son una importante fuente de energia (Aranceta y Pérez 2012) que ademas facilitan la
absorcion de muchos compuestos lipidicos, como las vitaminas liposolubles (Aranceta y
Pérez 2012). Finalmente, es ampliamente reconocido (Lehnen et al. 2015; Brown et al. 2015;
Chiu et al. 2017) el rol beneficioso de los alimentos funcionales (alimentos que poseen
beneficios extra nutricionales que demuestren sus efectos en cantidades que puedan ingerirse
normalmente) y de los nutracéuticos (cualquier parte o sustancia de un alimento que tenga

efectos benéficos en la salud) en nutricién humana.

Por formar parte de la presente investigacion, a continuacion se hara una revision sobre dos
productos utilizados para combatir la obesidad y sus patologias asociadas, es el caso del

CLA (tratamiento nutraceutico) y de los fibratos (tratamiento farmacologico).

a) Acido linoleico conjugado (CLA)

Gebauer et al. (2011) mencionan conceptos importantes sobre los acidos grasos trans; estos
se pueden formar artificialmente con una hidrogenacion parcial de los aceites vegetales
(comUnmente asociados con problemas para la salud) y naturalmente por la

biohidrogenacion que ocurre en rumiantes (acido vaccénico e isomeros del CLA).

El &cido linoleico conjugado (CLA) son isémeros del acido linoleico (C18:2, n-6), que se
encuentran principalmente en la carne y en los productos lacteos exclusivos de rumiantes
(Whigham et al. 2007; Wendel et al. 2008; Montanari et al. 2017). EI CLA es naturalmente
producido en el rumen-reticulo de los rumiantes, y en menor grado en monogastricos, por
bacterias fermentativas (Butyrivibrio fibrisolvens) que isomerizan el &cido linoleico
(Kishino et al. 2002), y la sintesis endogena dependera de la fuente alimentaria, de la edad

del animal y de la microflora ruminal (Shen y Mcintosh 2016).



Ademaés, el CLA puede ser obtenido de forma industrial a partir del aceite de cartamo o de
girasol (hidrogenaciones parciales del acido linoleico) y asegurar un compuesto con la
maxima actividad bioldgica y con una composicion quimica definida (Blankson et al. 2000).
Oleszczuk et al. (2012) mencionan que el mayor isomero de manera natural (90 por ciento
segun Silveira et al. 2007) es el 18:2 cis-9, trans-11 (c9,t11) o acido rumenico; mientras que
en los CLA comerciales puede haber una mixtura (40% - 40%) entre el acido ruménico con
el 18:2 trans-10, cis-12 (t10,c12); que en conjunto son los 2 isomeros mas comunes (Figura
1), aunque se ha reportado que existen 28 isdmeros distintos. Ademas, el CLA tiene el estatus
de GRAS (generalmente reconocido como seguro) avalado por la US FDA (US Food and
Drug Administration) desde el 2008 (Shen y Mclintosh 2016).

El CLA fue descubierto inicialmente en 1987 en la Universidad de Wisconsin y en primera
instancia fue identificado como un anticarcindgeno (Ha et al. 1987). Posteriormente mostro
efectos positivos a nivel de la aterosclerosis en ratones (Mitchell y McLeod 2008) y luego
propiedades antiobesogénicas en humanos, roedores y cerdos (kennedy et al. 2010). Durante
este periodo los mecanismos de accion, fuentes, proporcion de isdbmeros y mecanismos
moleculares han sido muy estudiados en esta molécula por su gran versatilidad en cuanto a
los potenciales efectos benéficos en la salud humana, aunque aln se debe revisar los casos
en los que no se deberia de recomendar, para ello se debe afinar ain mas los detalles en las

investigaciones futuras.

cis, trans PUFA; Congujated linoleic acid
o

e t11-CLA (Rumenic acid) \/\/\/\/W\)I\OH
10,c12-CLA \/\/\/\_/\/\/\/\)LOH

Figura 1. Estructura quimica de los dos isémeros principales del CLA. Fuente: Brown et
al. (2015)

Se han descrito (Larsen et al. 2003; Silveira et al. 2007; Oleszczuk et al. 2012; Lehnen et al.
2015; Shen y Mclintosh 2016) los siguientes efectos benéficos del CLA:

e Reduccion de la grasa corporal

e Mejora la resistencia a la insulina




e Reduccion del estado perjudicial de la aterosclerosis

e Mejora el perfil lipidico

e Disminuye la adipogénesis y la lipogénesis

e Apoptosis de adipocitos

e Incrementa el gasto energético

¢ Diferenciacion de pre-adipocitos (pardeamiento - browning - beiging)

e Modula el sistema inmune

e Estimula la mineralizacion 6sea

e Mejora el perfil glicémico

e Efectos anticancerigenos en modelos preclinicos ya que, in vitro, se ha demostrado
que suprime la sintesis de ciertos AG vinculados con esta enfermedad (McGowan et
al. 2013)

En una revisién del afio 2007 (Whigham et al.) y en otra del afio 2013 (Trigueros et al.) se
concluye que en estudios con animales experimentales la respuesta benéfica del CLA ha sido
mayor en comparacion con estudios con humanos. A pesar de que existen numerosos
estudios que comprueban la eficacia del CLA en la reduccion del peso y la mejora del perfil
lipidico (CLA provenientes de suplementos comerciales), también existen varios articulos
que muestran datos contradictorios (CLA provenientes de fuentes naturales), por lo que debe
seguir investigandose los posibles mecanismos de accion de los isémeros del CLA (Lehnen

et al. 2015) y/o proponer modelos animales mas realistas.

En las fuentes comerciales el CLA se puede encontrar bajo la forma de TG o bajo la forma
de AG libres, mientras que en fuentes alimentarias naturales el CLA se encuentra bajo de
TG, la forma maés biodisponible (Shen y Mcintosh 2016). Debido a su incorporacién en los

TG, también se conoce que el CLA puede estar presente en diversos tejidos y 6rganos:

e Cerebro (Sartorius et al. 2015)

e Higado (Shen et al. 2013)

¢ Rifiones (Yuan et al. 2009)

e Corazon (Czauderna et al. 2007; Yuan et al. 2009)
e Pulmones (Yuan et al. 2009)

e Musculo (Czauderna et al. 2007)

e Tejido adiposo epididimal (Shen et al. 2013)



En estudios experimentales la dosis de CLA proveniente de los alimentos debe ser realista y
alcanzable a través de dietas convencionales; por tanto, la potencia estadistica que se utilice
en este tipo de estudios debe ser revisada por un especialista para evitar posibles sesgos a
este nivel (Gebauer et al. 2011). Por otro lado, en algunas revisiones se ha reportado que el
CLA puede causar resistencia a la insulina (Oleszczuk et al. 2012) y este efecto negativo
podria atribuirse a los CLA comerciales por la manipulacion y por el desbalance en los
isdbmeros en comparacion con los isomeros del CLA de origen natural (Larsen et al. 2003).
También se ha reportado que con el consumo del isémero comercial del CLA (trans-10, cis-
12) hay mas probabilidad de desarrollar mayor peso del higado debido a una esteatosis (Li
etal. 2012).

Finalmente, se conoce que la suplementacion con CLA puede incrementar la lipolisis y
reducir la acumulacion de acidos grasos en el tejido adiposo bajo los siguientes posibles
mecanismos: reducir la actividad de la lipoprotein lipasa, incrementar la actividad de la
carnitina-palmitoil-transferasa-1 (CAT-1), interactuar con PPARy e incrementar la
expresion de UCP-1 (Lehnen et al. 2015). Ademas, el isbmero trans-10, cis-12 puede reducir
la adiposidad mediante dos mecanismos adicionales: causando estrés celular e inflamacién
en los adipocitos y por activacién indirecta del sistema nervioso activando la termogénesis
(Shen y Mclntosh 2016).

b) Fibratos

Algunos farmacos se pueden utilizar para disminuir los efectos adversos del sindrome
metabdlico (Mancini et al. 2001; Smith et al. 2014). En el rubro de la farmacologia, existe
un tratamiento convencional en los pacientes con sobrepeso y con sindrome metabdlico, son
los farmacos denominados fibratos, cuya accién esta involucrada a nivel génico, activando
los PPAR (Rizvi et al. 2003; Haile y Kosten 2017), aumentando la oxidacién de las grasas y
disminuyendo la resistencia a la insulina, aunque los mecanismos exactos aun tienen que
esclarecerse (Dai et al. 2016). Existen 10 tipos diferentes de fibratos; sin embargo, los méas
utilizados por ser activadores de PPAR y por estar indicados en el tratamiento contra la
hipercolesterolemia y dislipidemias son el gemfibrozil y el fenofibrato (Haile y Kosten
2017).
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Los efectos asociados al consumo de fenofibratos han sido revisador por Zheng et al. (2017):

e Disminuye la concentracion en plasma de IL-6 (interleuquina 6)
e Modulador de la inflamacion
e Prevencion de obesidad en mujeres con sobrepeso que estén en la etapa de

menopausia (Jeong et al. 2004)

También se han reportado los siguientes efectos benéficos:

e Regulador del metabolismo (Mancini et al. 2001)

e Ayuda a disminuir el perfil lipidico en sangre (Haile y Kosten 2017)

e Disminuye la lipotoxicidad inducida por la disfuncion de las células B del pancreas
en un estado de resistencia a la insulina (Zheng et al. 2017)

e Incrementa los niveles de adiponectina (hormona secretada por el tejido adiposo con
propiedades anti inflamatorias) en pacientes con sindrome metabolico (Rosenson
2008)

e Disminuye los niveles de acidos grasos libres mejorando la funcion cardiaca a la vez

que disminuye los transtornos cardiovasculares (Sun et al. 2012)

Existen farmacos de Gltima generacion que combinan estructuras quimicas de sustancias
diferentes. Por ejemplo, Sashidhara et al. (2012) combinaron determinadas estructuras del
fenofibrato, gemfibrozilo y fluvastatina para posteriormente probarlo en dos modelos
animales de induccién a obesidad, con resultados a favor del uso de estos farmacos. Sin
embargo, a pesar de que se conoce la accidn directa de los fibratos, aln se viene investigando

de qué manera tiene relacion con los diversos tejidos corporales (Dai et al. 2016).

2.4. Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

Los PUFA son nutrientes importantes ya que tienen funcién a nivel de crecimiento y
desarrollo de todos los organismos vivos: brindan sustratos para el metabolismo energético,
tienen funcion estructural al ser componentes de las membranas celulares y tienen funcién
como moléculas sefializadoras (Caputo et al. 2010); ademas, son considerados de gran
interés para la salud humana por su potencial anti inflamatorio, por la proteccion que brindan

en enfermedades degenerativas, por aliviar las complicaciones del sindrome metabdlico y
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porgue su consumo se ha asociado con una disminucion en el riesgo de desarrollar ciertos
tipos de cancer (Marventano et al. 2015). Los &cidos grasos poliinsaturados se clasifican de

acuerdo con su estructura quimica en (Poudyal et al. 2013):

e MUFA: acido graso monoinsaturado, con un doble enlace (Figura 2)

e PUFA: &cido graso poliinsaturado, con dos o més dobles enlaces. Estos a su vez se
clasifican en n-3 y n-6, de acuerdo con la posicion del primer doble enlace contando
desde el carbono del grupo metilo terminal (Figura 3). Estos enlaces son de

configuracién cis.

A su vez, la mayoria de las fuentes lipidicas alimentarias tienen 18 carbonos y se dividen en:

e SFA: 4cido estearico (C18:0) - acidos grasos saturados.

e MUFA: &cido oleico (C18:1n-9) / 1 doble enlace en la posicion n-9. Ejemplo comun:
aceite de oliva.

e n-6 PUFA: acido linoleico (C18:2n-6) / 2 dobles enlaces en las posiciones n-6 y n-9.
Ejemplo comun: aceite de maiz o de soya.

e n-3 PUFA: acido a-linolénico (C18:3n-3) / 3 dobles enlaces en las posiciones n-3, n-

6 y n-9. Ejemplo comun: aceite de pescado.

cis MUFA o

Palmitoleic acid \/\/\/—\/\/\/\)L_
OH

o]

Oteic acid \WN\/\)\
OH

Figura 2. Estructura quimica de los acidos grasos monoinsaturados. Fuente: Brown et al.
(2015)
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Linoleic acid
o~ Linolenic acid OH

Eicosapentaenoic acid OH

o]

Docosahexaenoic acid M\—AM—A—/\)L___GH

Figura 3. Estructura quimica de los acidos grasos poliinsaturados. Fuente: Brown et al.
(2015)

Debido a cambios en la alimentacion y al comercio de alimentos, las dietas occidentales
presentan altas concentraciones de n-6 PUFA y muy bajas concentraciones de n-3 PUFA,
llegando a relaciones n-6/n-3 PUFA de 20:1. Es bien conocido que los acidos grasos
saturados y los n-6 PUFA tienen un efecto proinflamatorio (Teng et al. 2014); asi, en el
articulo de revision de Simopoulos (2016) se presentd una serie de conclusiones y

recomendaciones en torno al uso de los PUFA:

e Unaalta relacion n-6/n-3 PUFA esta asociado con el sobrepeso mientras que un alto
consumo de &cidos grasos n-3 disminuye el riesgo de aumento de peso, asi como
mejorar es balance metabdlico.

e Losn-6yn-3PUFA compiten por las enzimas que las metabolizan, y estos dos tipos
de acidos grasos tienen distintas propiedades fisioldgicas y metabdlicas.

e El consumo de EPA y DHA conduce a la homeostasis del tejido adiposo a través de
la disminucion de la inflamacion y aumento en la génesis de mitocondrias.

e Los n-6 PUFA aumentan la probabilidad de que se genere resistencia a la insulina y
a la leptina.

e Serecomienda sustituir los aceites ricos en n-6 PUFA (aceite de maiz, girasol, soya)
por los ricos en n-3 (linaza, chia) junto con los altos en monoinsaturados (oliva,
nuez); ademas de aumentar la ingesta de pescado de 2 a 3 veces por semana.

e Un equilibrio en la relacién n-6/n-3 es quizas uno de los factores nutricionales mas

importantes en la prevencién de la obesidad y sindrome metabdlico.
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Los n-3 PUFA pueden ser obtenidos de distintas fuentes, y es indispensable la inclusion en
la dieta para disfrutar de todos los beneficios y sobre todo prevenir enfermedades crdnicas
no transmisibles (Tur et al. 2012). Los n-3 PUFA son conocidos por su participacion en los
procesos inflamatorios como una estrategia nutricional que mitiga la inflamacion local y
sistémica observada en la obesidad (Teng et al. 2014; Wang y Huang 2015). En la revision
de literatura de Torrejon et al. (2007) se sefiala que los n-3 PUFA tienen efectos bioldgicos
en la disminucion de TG en plasma, estabilidad de las placas de ateroma, incremento del
HDL, disminucion de la presion sanguinea y de la inflamacion. Los 3 principales impactos
de los n-3 PUFA sobre el metabolismo del tejido adiposo son: controlar el almacenamiento,
regular la funcion secretora y actuar como mediadores de la inflamacion (Wang y Huang
2015); también tienen un efecto directo en cuanto a la regulacién de la expresion génica
(Caputo et al. 2010); tienen la capacidad de modular el metabolismo incluso bajo
condiciones de resistencia a la insulina (Hassanali et al. 2010), y recientemente han mostrado
tener efecto neuro-protector frente a una variedad de desordenes neuro-degenerativos y

neuroldgicos (Al et al. 2016).

En general, la poblacion utiliza n-3 PUFA como suplementos y alimentos enriquecidos para
controlar el sobrepeso; sin embargo, la seguridad y riesgo de uso de estos productos para

salud publica fueron revisados por Tur et al. (2012), concluyendo que:

e Los aceites de pescado son la fuente de omegas 3 mas usados y tienen efecto positivo
sobre salud cardiovascular, perfil lipidico, inflamacion y enfermedades renales;
ademas, el consumo de este aceite mejora la funcién del sistema nervioso y previene
ciertos tipos de cancer. Sin embargo, algunos estudios sugieren un incremento de
riesgo de diabetes mellitus Tipo 2, asi como el riesgo de contaminantes ambientales
encontrados en los pescados de los cuales se extrae el aceite.

e Los acidos grasos provenientes de fuentes vegetales, principalmente ALA, mejoran
el cuadro conocido como resistencia a la insulina.

e EI metabolismo de los rumiantes genera ciertos tipos de &cidos grasos (los mas
conocidos son el CLA, vaccénico y ruménico) que se depositan en la carne y en la
leche. Los productos lacteos son un buen vehiculo para proporcionar estos acidos
grasos y se ha comprobado que mejoran el perfil lipidico, la rigidez arterial, la

inflamacion y la oxidacién; ademas, no se han reportado efectos nocivos para la
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salud. Los huevos son otra fuente animal de acidos grasos que ademas tiene un buen
perfil nutricional y es accesible a la poblacién.

e Los &cidos grasos provenientes de las algas tienen efecto sobre la disminucion de TG
y un aumento de HDL, y no se han encontrado efectos adversos. Otras fuentes de
acidos grasos que se tocaron en esta revision fueron: el animal marino Krill y el aceite
de foca.

e Los dos acidos grasos poliinsaturados mas comunes en el aceite de pescado son el
EPA y el DHA; sin embargo, algunas investigaciones no consideran la relacion que
existe entre estos dos acidos grasos, que puede explicar algunas controversias

encontradas (Molinar et al. 2015).

Se debe reconsiderar las implicancias de la patologia de la obesidad en términos de
alteraciones metabodlicas y pardmetros metabdlicos en lugar de solamente basarnos en el
IMC. La pérdida de peso que ejerce la suplementacion con n-3 PUFA es mucho menor que
una restriccion energética; sin embargo, los n-3 PUFA son beneficiosos para disminuir los
efectos negativos de las anormalidades metabdlicas generadas por la obesidad (Teng et al.
2014), ademas de ser cruciales a la hora de acompafiar un plan de reduccion de peso; es por
esta razdn que las variables relacionadas con efectos antiinflamatorios e inmunoreguladores
son mucho mas interesantes de ser evaluadas, en complemento con las variables clasicas
(Wang y Huang 2015).

También cabe sefialar que el consumo crénico de &cidos grasos saturados, junto con una
dieta desequilibrada energéticamente, alteran la funcién del centro hipotalamo-pituitaria-
adrenal, aumentando niveles de cortisol y agravando la disfuncion metabélica (Hryhorczuk
et al. 2017). No es correcto afirmar que los &cidos grasos saturados son malos para la salud,

solo se menciona que hay una proporcion de inclusion saludable en la dieta.
Se hizo una revision de literatura sobre dos aceites considerados como alimentos funcionales

(Mohamed 2013): aceite de oliva (como fuente de acidos grasos monoinsaturados) y aceite

de pescado (como fuente de acidos grasos poliinsaturados).
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a) Aceite de oliva

Los &cidos grasos monoinsaturados representan méas del 70% del consumo de grasa en una
dieta mediterranea, con el aceite de oliva como principal fuente de este &cido (Brown et al.
2015; Alsina et al. 2016; Schwingshackl et al. 2017).

El aceite de oliva tiene varios compuestos bioactivos que cumplen el rol de fitonutrientes
que, junto con los &cidos grasos monoinsaturados, desempefian un rol sinérgico
promoviendo la salud a nivel de enfermedades cardiovasculares, prevencion de ciertos tipos
de cancer y disminuyendo la probabilidad de desarrollar degeneracién cognitiva (Piroddi et
al. 2016). Ademas, el consumo frecuente de aceite de oliva disminuye la acumulacion de TG
en el higado, mejora los niveles de TG en estados posprandiales, restaura el nivel de glucosa
y regula la expresién de proteinas como GLP-1 (péptido similar al glucagén) y del
transportador de glucosa GLUT-2 (Saad et al. 2016). Con base en la conclusiéon de
Schwingshackl et al. (2017), se considera que el aceite de oliva no solo debe ser considerado
como fuente de &cido oleico ya que tiene otros compuestos igual de beneficiosos para la

salud como el consumo de acidos grasos insaturados.

Los principales mecanismos de accion por los cuales el consumo de aceite de oliva es tan
popular se basan principalmente en la mejora de la resistencia a la insulina y en la menor
produccién de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6), aunque aun falta mayor
investigacion para dilucidar los mecanismos exactos de accion sobre todo a nivel molecular
(Saad et al. 2016).

Una caracteristica importante de este aceite es que presenta una forma bioactiva de vitamina
E (Piroddi et al. 2016), vitamina que esta relacionada con disminuir el dafio oxidativo ya que
es un potente antioxidante; por tal razon, los efectos positivos del consumo de aceite de oliva
van mucho mas alld de su composicion de acidos grasos (Bernardini y Visioli 2017).
También se ha reportado (Bulotta et al. 2014) el efecto antioxidante de compuestos fendlicos
propios del aceite de oliva, con énfasis en la proteccion del dafio cardiovascular y sindrome
metabolico. Se conoce que cuando la capacidad antioxidante del individuo es mayor, existe
un mejor metabolismo y se aminoran los problemas relacionados con la obesidad
(Dannenberger et al. 2013).
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Se conocen los efectos benéficos a nivel de metabolismo; sin embargo, en la revisiéon de
Saibandith et al. (2017) se menciona que el consumo de aceite de oliva no tiene efecto
consistente en cuanto a la reduccion de peso grasa corporal (Cuadro 1). Estas afirmaciones
son coherentes, ya que para la pérdida de peso y de grasa corporal, lo que se debe tomar en
cuenta es la restriccion calorica, y una correcta alimentacion debe ser un coadyugante para

este proceso.

Cuadro 1. Evidencias de la influencia del aceite de oliva sobre el sindrome metabdélico

Componentes del sindrome metabolico Evidencia
Obesidad Limitada
Hiperglicemia Consistente
Hipertension Consistente
Dislipidemia Limitada
Peroxidacion de lipidos Consistente

Fuente: Saibandith et al. (2017)

También se ha investigado el extracto de las hojas del olivo (conocido en el mercado
comercial por su efecto benéfico en la presion arterial), que presenté caracteristicas
deseables al disminuir la ganancia de peso y grasa visceral, ademéas de mejorar los niveles
de lipidos en el plasma en comparacion con una dieta alta en grasa (HFD, por sus siglas en
inglés) (Shen et al. 2014).

Finalmente, el uso de otras fuentes de acido oleico como el aceite de macadamia, aceite de
canola, aceite de girasol, manteca de cerdo y sebo de vaca no han tenido los mismos efectos
en comparacion con el aceite de oliva (Brown et al. 2015), corroborandose que la fuente del

acido oleico es tan importante como el mismo &cido graso en evaluacion.

b) Aceite de pescado

En los ultimos afios se ha puesto atencion en el consumo de aceite de pescado debido a sus
efectos benéficos sobre las dislipidemias y enfermedades cardiovasculares (Chiesa et al.
2016). EIl aceite de pescado es la fuente mas comun de &cidos grasos Omega-3,
principalmente por su contenido de &cido eicosapentaenoico (EPA 20:5) y acido

docosahexaenoico (DHA 22:6) (Taltavull et al. 2014). A pesar de que se ha comprobado que
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los &cidos grasos poliinsaturados tienen efectos benéficos en cuanto a reducir el riesgo de
padecer patologias asociadas con el sobrepeso y obesidad, no existe un consenso claro sobre
la recomendacion de ingesta diaria; asi, la recomendacion de ingesta de EPA + DHA varia
de 250 a 667 mg/dia (Aranceta y Pérez 2012).

En la investigacion de Dasilva et al. (2015) se mencion6 que los aceites vegetales no son
efectivos potenciando la sintesis enddgena de EPA y DHA, por lo tanto, si deseamos tener
estos acidos grasos, debemos consumir directamente el aceite de pescado o el mismo
pescado; en este sentido, en el estudio hecho en salud pablica por Minihane et al. (2016) se
reportd que el consumo prolongado de EPA y DHA reduce el desarrollo de hipertension.
También en salud publica se ha reportado el incremento en los niveles de adiponectina de la
poblacién que consumia aceite de pescado (Wu et al. 2013); por consiguiente, se recomienda
seguir investigando tanto los n-3 PUFA como los componentes especificos del aceite de
pescado que generan los efectos benéficos ya conocidos (Bender et al. 2014).

Algunos de los efectos benéficos del aceite de pescado fueron resumidos en la revision de
Chiesa et al. (2016), en la investigacion de Dasilva et al. (2015) y en el meta-analisis de Du
et al. (2015):

e Disminucion de TG

e Mejora el estado cardiovascular

e Regula la homeostasis

e Mejora el perfil de &cidos grasos de las membranas celulares
e Mejora la sefializacion de la insulina

e Disminuye la tension arterial

e Disminuye la inflamacion crénica

e Incrementa la apoptosis de los adipocitos

¢ Incrementa los niveles de adiponectina

También se ha reportado que existe un beneficio directo entre el consumo de aceite de
pescado con la mejora de la microflora (se reduce la poblacion bacteriana relacionada con la
obesidad y se favorece la proliferacion de bacterias benéficas como los lactobacillus y

bifidobacterias) (Yu et al. 2014). También se sabe que el consumo de EPA y DHA son
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beneficiosos en reducir la hipertensién en humanos con el consumo de méas de 2 gramos de
EPA y DHA al dia, disminuyendo tanto la presion sistélica como la diastélica (Miller et al.
2014).

Se ha mencionado recientemente (Wang et al. 2017) que el aceite de pescado debe seguir
evaluandose poniendo énfasis en la parte molecular; y que no solo el aceite de pescado tiene
efectos benéficos, sino también los péptidos que forman parte de las proteinas encontradas

en el propio pescado (Chiesa et al. 2016).

2.5. Nutrigendmica y activacion de genes relacionados con obesidad

Recientemente se ha demostrado que los nutrientes y los factores ambientales inducen
modificaciones epigenéticas, que puede darse por: metilacién del ADN, modificaciones de
histonas y por posicionamiento del nucleosoma (Wang y Huang 2015). Estos mecanismos
reguladores de la expresion génica estdn ganando mayor atencion en la etiologia de las
principales enfermedades que afectan a la salud de la poblacion (Vaneckova et al. 2014).
Teniendo en cuenta el objetivo de la presente investigacion, se hizo una revision acerca del
gen PPARO.

a) Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) son factores de
transcripcion que pertenecen a la familia de receptores nucleares (hormonas tiroideas,
hormonas esteroideas, retinoides, vitamina D3) (Grygiel 2014) que estan involucrados en la
regulacion de la homeostasis de la glucosa, en la inflamacion y en el metabolismo lipidico
(Grygiel 2014; Lehnen et al. 2015). Los PPAR fueron identificados (Dreyer et al. 1992) en
una especie de ranas como los receptores que inducian la proliferacion de peroxisomas
(organelos envueltos en la oxidacion de acidos grasos de cadena larga y como antioxidantes
contra los ROS), razén por la cual se les dio ese nombre. En los ultimos afios su activacion
ha sido foco de investigacion en los campos de la obesidad, desérdenes metabodlicos,
dislipidemias y diabetes tipo 2 (Tavares et al. 2007; Rull et al. 2014).

Se conoce que existen ligandos naturales (acidos grasos) y sintéticos (farmacos) (Grygiel
2014). El mecanismo de activacion por PPAR ocurre por la liberacion del complejo co-
represor (histona desacetilasa) y por el reclutamiento del complejo coactivador (actividad
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acetiltransferasa); el complejo PPAR/RXR (receptor retinoide X) activado se une a los
elementos que son sensibles a los proliferadores de peroxisomas, produciendo cambios en
la estructura de la cromatina (Lehnen et al. 2015), lo que permite la activacion de complejos
transcripcionales que ejerceran la accion directa sobre el metabolismo energético (Grygiel
2014; Rigano et al. 2017).

Algunos de los mecanismos de los PPAR han sido revisados por Tavares et al. (2007) y Rull
etal. (2014):

e Oxidacién de acidos grasos

e Mejora estadios de resistencia a la insulina

e Metabolismo de las lipoproteinas

¢ Inflamacion

e Respuesta vascular y prevencion del riesgo de aterosclerosis

Hasta el momento 3 isoformas, codificadas por distintos genes, han sido encontradas:
PPARa, PPARP/S6 y PPARY (Tavares et al. 2007; Janani y Kumari 2014; Lehnen et al. 2015).
Las isoformas PPARa y PPARP estan involucrados en el metabolismo lipidico y de la
glucosa, mientras que PPARYy esta involucrado en la diferenciacion de adipocitos (Tavares
et al. 2007; Abduljabbar et al. 2015).

Las isoformas se expresan en diferentes tejidos (Grygiel 2014). Las expresiones de las 3
isoformas han sido descritas en la revision de Rigano et al. (2017):

e PPARa se expresa en musculo esquelético, higado, corazén y rifiones, y
principalmente regula los genes relacionados con los lipidos y lipoproteinas.

e PPARJ/S es expresado en casi todos los tejidos pero muy poco en el higado, tiene
funcién importante en el metabolismo lipidico sobre todo en el tejido adiposo,
musculo esquelético y corazén.

e PPARy es expresado en el tejido adiposo, intestino largo y en células
hematopoyéticas. Existen dos isoformas adicionales: PPARy1 y PPARy2. Tiene un
papel importante en la regulacion de adipogénesis, también desempefia un rol en el
crecimiento celular, proliferacion y progresion tumoral y por lo tanto suele estar

asociado con ciertos tipos de cancer a tal punto que su expresion puede ser usada
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como prondstico (Abduljabbar et al. 2015). En los adipocitos, el PPARYy regula la
expresion de genes involucrados en el metabolismo lipidico, incluido el acil CoA
sintetasa y la lipoprotein lipasa (Lehnen et al. 2015) y su activacion estd mas
relacionada con mejorar la resistencia a la insulina y actualmente en controlar la

diabetes Tipo 2 (Janani y Kumari 2014).

Los ligandos naturales del PPARa son los n-3 PUFA (Grygiel 2014). ElI PPARa funciona
como un sensor del estado nutricional y del balance energético, estimula la expresion de la
liproteina lipasa, reduce los niveles de TG en los quilomicrones, incrementa el HDL, tiene
un efecto anti inflamatorio a nivel del intestino y mejora la memoria por su accién a nivel de
sistema nervioso central. Ademas, en investigaciones (Zhao et al. 2006) se ha reportado que
la activacion de PPARa mejora la salud del endotelio, disminuyendo la probabilidad de
desarrollar hipertension. EIl PPARa también aumenta los niveles de adiponectina, ayudando
a pacientes con resistencia a la insulina y con diabetes (Hiuge et al. 2006). La activacion de
PPARa ha sido la menos estudiada, pero se conoce que los ligandos naturales mas conocidos,
ademas de los PUFA, pueden ser: terpenos (compuestos de aceites esenciales), policétidos
(metabolitos secundarios de bacterias, hongos y plantas), polifenoles, alcaloides (Rigano et
al. 2017).

Se conoce que (Rigano et al. 2017) hay farmacos que se utilizan por ser activadores de las
diferentes isoformas de PPAR, por ejemplo:
o Fibratos (fenofibrato, gemfibrozil) que activan PPARa: para las implicancias
negativas del sindrome metabdlico.
e Tiazolidinedionas (rosiglitazona, pioglitazona) que activan PPARY: para la diabetes

tipo 2.

Los ultimos avances en farmacologia han desarrollado agonistas duales, es decir, capaces de
activar a la vez mas de 1 isoforma, aprovechandose los beneficios que ofrece cada isoforma
y la versatilidad del farmaco cuya funcion es especifica (Grygiel 2014). Sin embargo, mas
atencion estan cobrando los agonistas naturales, estos deben cumplir funciones similares a

los farmacos sin los problemas asociados a estos (Wang et al. 2014).
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2.6. Investigacion: Dietas para inducir estados metabdlicos

Muchos de los mecanismos de la obesidad conocidos hoy en dia fueron investigados en
laboratorios empleando modelos animales en ratas y ratones, ya que precisamente son estos
modelos los que imitan ciertos aspectos de la condicion y causas de la obesidad,
particularmente el exceso de ingesta calorica y el consumo de dietas desbalanceadas (Barret
et al. 2016). Las enfermedades metabdlicas de los humanos (obesidad, higado graso no
alcoholico y sindrome metabdlico) pueden ser estudiadas en roedores con la ayuda de la

genética y de la nutricion (Kakimoto y Kowaltowski 2016).

En la Gltima década, las investigaciones en el campo de la obesidad han ido desde los
modelos en roedores béasicos hasta el entendimiento de la construccion de los circuitos
neurales y su interaccion con la ingesta de alimento y el balance energético; ahora las
investigaciones estaran dadas por modelos alimenticios mas realistas, mejor caracterizacion
de los comportamientos alimenticios y aplicacion de herramientas moleculares y genéticas
para entender los complejos mecanismos e interconexion en el estudio de la obesidad con el

fin de desarrollar beneficios terapéuticos en salud publica (Barret et al. 2016).

Los modelos animales (principalmente roedores) juegan un rol importante en el
entendimiento de la obesidad, ya que se esta trabajando con éxito a nivel genético y a nivel
de influencia del medio ambiente (Barret et al. 2016). El tipo de dieta para inducir a un
estado fisioldgico en particular depende de que queremos conseguir, por ejemplo, algunas
investigaciones utilizan fructuosa en dosis elevadas para inducir o desarrollar un estado
parecido al de la diabetes tipo 2, caracterizada por resistencia a la insulina, sindrome
metabolico y estrés oxidativo (Bagul et al. 2012).

Segun la revision de Kakimoto y Kowaltowski (2016), en estudios con dietas alta en grasa
(HFD, por sus siglas en inglés), el 75% fueron ratas de la linea Wistar y el 25% restante
Sprague-Dawley. A pesar de que los experimentos de dietas que inducen obesidad (DIO) se
han venido desarrollando promisoriamente, alin se necesita mas investigacion para imitar
mejor el comportamiento que tienen los humanos al consumir alimentos: preferencias de
consumo, comidas “tipo”, origen del alimento y la motivacion de comer en exceso (Barret
etal. 2016). Es bastante frecuente que en modelos de induccion a obesidad solo se consideren

cambios en la dieta como factor medio ambiental (Barret et al. 2016).
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El estudio de Garcia et al. (2016) sugiere que el consumo de HFD genera estados de obesidad
a la vez que altera la funcion linfatica y la expresion génica de células linfaticas endoteliales.
A pesar de que existe una gran variabilidad con respecto al disefio de intervenciones
dietéticas cuando se utilizan HFD, algunos hallazgos son reproducibles: existe esteatosis en
mayor o menor grado y se promueve el desequilibrio oxidativo (Kakimoto y Kowaltowski
2016).

El modelo animal de suministrar una ingesta alta en calorias esta relacionado con las sefiales
a nivel neuroquimico, con énfasis en el balance energético (Barret et al. 2016).
Tradicionalmente la regulacién a nivel neural implica una alternancia entre las sefiales de
hambre y saciedad que se originan en el tracto gastrointestinal y que activan los centros
respectivos en el hipotalamo, es asi que la ingesta y la utilizacion de la energia esta regulada
por poblaciones especificas de neuronas que estan interconectadas y que expresan varios
neuropéptidos diferentes (orexigénicos y anorexigénicos); ademas, los centros de saciedad

también son afectados por el fotoperiodo (Johnstone et al. 2006).

En la investigacion de Brown et al. (2015) se menciona que los roedores utilizados como
modelos animales que han sido modificados genéticamente para el estudio de sindrome
metabolico y obesidad son: ratones db/db, ratones ob/ob, ratas Zucker con predisposicion a
la diabetes, ratas Otsuka Long-Evans Tokushima y ratas Goto-Kakizaki. Segun Barret et al.
(2016), las drogas anti obesogénicas, principios bio-activos y estrategias nutricionales, son
los temas de mayor investigacion en los Gltimos afios en cuanto a patologias relacionadas
con la obesidad. El objetivo es trasladar los hallazgos encontrados en investigaciones
realizadas con modelos animales al tratamiento contra la obesidad en humanos; por ello se
recopilé informacion de la revision de Barret et al. (2016) sobre los principales modelos

utilizados para inducir obesidad:

e Modelos genéticos tradicionales de obesidad

Existen muchos genes que estan relacionados con la obesidad de manera directa o indirecta
a través del balance energético. Existen modelos de roedores modificados genéticamente
para desarrollar obesidad (algunos por mutaciones naturales, otros por ayuda de la ingenieria
genética). El hipotalamo es la region del cerebro que esta envuelta en la regulacion
homeostatica del metabolismo energético. Ademas, en menor grado, el hipocampo y las
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amigdalas cumplen esta funcién. Los modelos que tienen como base los principios
orexigénicos y anorexigénicos son importantes como marco de referencia, sin embargo,
recientemente se viene cambiando el concepto de “modelos en roedores de obesidad” a

“modelos en roedores para entender la obesidad”.

e Modelo de dietas que inducen obesidad (DIO)

Este tipo de modelo imita de una manera mas precisa lo que ocurre en el organismo del
humano cuando est4 sometido cronicamente a un exceso caldrico. EI modelo es simple:
implica cambiar una dieta con relativamente baja densidad energética a una dieta con alta
densidad energética; sin embargo, debido a la simplicidad del modelo muchas veces los
resultados pueden ser inconsistentes e irreproducibles. Este modelo es comdnmente usado

en los estudios de obesidad y sus numerosas comorbilidades (Smith et al. 2014).

e Dietas de cafeteria

Este tipo de dietas trata de asemejarse a las dietas humanas actuales ya que se suministran
alimentos con azUcares y saborizantes, dietas altas en grasas y azucares a roedores. Los
pioneros en esta linea de investigacion fueron el equipo de investigacion de Rothwell,
quienes incrementaron la ingesta de energia a través de alimentos tipicos seleccionados
(Rothwell et al. 1982), posteriormente y hasta la fecha se siguen realizando modificaciones
y agregando conocimiento a esta linea de investigacion. Adaptaciones de este modelo fueron
presentados por Ong et al. (2013) quienes alimentaron a ratas Wistar con alimentos
procesados y snacks, el objetivo fue determinar los efectos de la ingesta crénica de una dieta
de cafeteria. Ademas, existen modelos que no solo se basan en los alimentos, sino que
también se toma en cuenta a los nutrientes con potencial para inducir obesidad (grasas

saturadas y agua con sucrosa) (la Fleur et al. 2014).

e Alimentacién por comidas

Es un modelo que se caracteriza por el acceso libre a una Unica dieta alta en grasa y puede
ser (til para probar agentes farmacoldgicos. Otra utilidad de este tipo de modelo se puede
encontrar en el experimento realizado por Johnstone et al. (2006) en donde se examind la
activacion del hipotalamo en ratas que fueron entrenadas para alimentarse solo en un periodo

de tiempo de dos horas al dia por dos semanas.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion y duracion

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Evaluacion Bioldgica de Alimentos (LEBA)
del Departamento Académico de Nutricion de la Facultad de Zootecnia de la Universidad

Nacional Agraria la Molina entre los meses de Febrero a Abril del 2017.

La parte experimental tuvo una duracién de 60 dias que se distribuyé de la siguiente manera:

e Dia 0: Recepcion de los animales para evaluacion. Adaptacion de 1 dia (dia 0).

e Periodo I del experimento: este periodo tuvo una duracién de 30 dias. A los animales
se les asignd una dieta Unica: dieta obesogénica.

e Periodo Il del experimento: en este periodo los tratamientos fueron asignados a los
animales y tuvo una duracion de 30 dias, un tiempo cuya duracién y efectividad es

segura segun investigaciones previas (Nazari et al., 2016).

3.2. Animales en evaluacién

Se utilizaron 42 ratas Holtzman destetadas (45 dias de edad) que en el Periodo | recibieron
la misma dieta (obesogénica) y en el Periodo Il se distribuyeron aleatoriamente en 6

tratamientos con 7 repeticiones por tratamiento.

Para validar el nivel de confianza del experimento en cuanto al nimero de repeticiones, se
muestra el nimero de repeticiones (1 roedor como repeticion) consideradas en

investigaciones similares (Anexo I).

3.3. Instalaciones y equipos

Se utilizaron jaulas equipadas con comederos y bebederos individuales y con una bandeja
individual para el retiro de las excretas. Las jaulas estuvieron en una habitacion con

temperatura ambiente y hubo renovacion de aire constante con la ayuda de ventiladores y



extractores. Hubo un control manual de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Las
instalaciones contaron con espacios independientes para la estadia, manipulacion de los
animales y las mediciones necesarias para el correcto desarrollo de la investigacion. Se

limpid el ambiente diariamente y se realizaron limpiezas generales cada 5 dias.

3.4. Alimentacioén

Periodo I: La alimentacion fue controlada y se le suministrd la misma cantidad de alimento
a cada unidad experimental. Se utiliz6 la misma dieta para todos los animales. Esta dieta
tuvo la caracteristica de ser obesogénica, para lo cual se mezcl6 alimento comercial (85%)
y manteca vegetal (15%). El contenido nutricional de las dietas se muestra en el Cuadro 2.
Kakimoto y Kowaltowski (2016) recomiendan que se coloque el contenido nutricional de la
dieta y ademas el detalle del sexo, edad y tiempo de estudio, ya que son factores que influyen

directamente en el estudio.

Periodo I1: Antes de iniciar este periodo se realizé una homogeneizacion de los animales
para asegurar que las unidades experimentales fueran similares y que no exista diferencias,
en promedio y en coeficiente de variacion, entre los tratamientos. La alimentacion fue
controlada y se le suministrd la misma cantidad de alimento a cada unidad experimental, y
ademas se midio el residuo de alimento diariamente. Durante todos los dias de este periodo
(11:30 am), a los animales se les suministré los tratamientos de forma oral con la ayuda de

una micropipeta (20 — 200 pl).

Cuadro 2. Composicién nutricional de las dietas empleadas

Ingredientes Dieta obesogénica (DO) Dieta estandar (DE)
Proteina, % 14.45 17.00
Extracto etéreo, % 20.10 6.00
EM, Mcal/Kg 3.82 2.90
Fosforo total, % 0.31 0.37
Calcio, % 0.54 0.63
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3.5. Tratamientos

Los tratamientos (T) de la presente investigacion se asignaron a las unidades experimentales
en el periodo 11y fueron los siguientes:

e T1: Dieta estandar (DE)

e T2: Dieta obesogénica (DO)

e T3: DO + Acido linoleico conjugado (CLA)

e T4: DO + Fibrato (F)

e T5: DO + Aceite de oliva (O)

e T6: DO + Aceite de pescado (AP)

Se determino el peso promedio de todos los animales al fin del periodo | del experimento, y
en base a este peso se calculd una dosis Unica (0.5 ml de aceite/Kg peso promedio. 42 ul de
aceite/animal/dia, esta dosis se aplicé al T3, T5y T6). La dosis de fibrato (T4) utilizada fue
de 100 mg/Kg peso vivo/dia. Para el suministro de los tratamientos a los animales se utilizo

una micropipeta de 20-200 pl con una impresicion de 0.12 pl (Figura 4).

Para las dosis de los tratamientos utilizados en la investigacion se utiliz la metodologia
propuesta por Nazari et al. (2016), quienes reportaron un beneficio tras el uso de una dosis
de 0.5 ml CLA/Kg de peso. Ademas, la inclusion de un farmaco comercial (fibrato) para
comparar su efecto con alimentos naturales se baso en la investigacion de Bagul et al. (2012)
y la dosis fue elegida tras comparar antecedentes (El-Haleim et al. 2016; Zheng et al. 2017).
Con respecto a los aceites, se utilizd una dosis (0.5 ml/Kg) tras una revision de literatura

previa (Lucero et al. 2017).
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Figura 4. Modo de suplementacidn de los tratamientos

Cabe mencionar que cuatro semanas consumiendo una HFD o alguna dieta para inducir
determinado estado metabdlico son suficientes para perjudicar el metabolismo energético
intracelular y llegar a conclusiones acerca de determinado tratamiento (Zhao et al. 2006;
Benaicheta et al. 2016; Barbeau et al. 2017). Algunas investigaciones han utilizado 5
semanas (Chiu et al. 2017), 4 semanas (Belzung et al. 1993) e incluso se ha utilizado periodos
de 3 semanas (Hassanali et al. 2010; Alsina et al. 2016) encontrandose diferencias

significativas en cada caso.

3.6. Variables de respuesta evaluadas
a) Peso y consumo de alimento
e Peso corporal y ganancia de peso

Se tomo el peso de los animales el dia de la recepcion (dia 0), el peso de los animales al
inicio del periodo Il (donde se homogenizaron los pesos para su distribucion) y al fin del
periodo I1. La ganancia de peso se calculo por diferencia entre el peso al final y al inicio del
periodo I1.
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e Consumo de alimento

El consumo de alimento se calcul6 de manera indirecta al pesar los residuos del comedero

diariamente.

b) Bioquimica sanguinea

Para estos andlisis fue necesario anestesiar a los animales (Dai et al. 2016), para lo cual se
realizd el protocolo de anestesia general en base a Xilacina al 2% y Ketamina al 10%,
aplicados en un solo bolo por via intraperitoneal, a razon de 5 mg/Kg peso y 60 mg/Kg peso
vivo respectivamente. El tiempo de accion del protocolo anestésico en ratas fue de 30
minutos aproximadamente (Kiessling et al. 2017).

e Triglicéridos (TG) y lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Se evaluo el nivel de estos indicadores de bioquimica sanguinea a través de kits comerciales
de medicion, asi como en la investigacion de Ma et al. (2016). Los detalles de este Kit

comercial se muestran en el Anexo I1.

e Glucosa en sangre

Se evalué el nivel de glucosa en sangre a través de kits comerciales de medicién, de la misma
manera que hicieron Bagul et al. (2012). El detalle del kit comercial se muestra en el Anexo
1.

e Indice de aterogénesis modificado (IAm)

Este indice sefiala la probabilidad de desarrollar un ataque cardiaco. Para el calculo de esta
variable se us6 como referencia el indice utilizado por Ikewuchi e Ikewuchi (2009). Luego
de hacer la modificacion a la formula original en donde interviene el nivel de colesterol total,

el IAm (al finalizar el periodo Il) se calcul6 de la siguiente manera:

TG — HDL

Am =
m HDL

29



c) Biometria e indices corporales

La evaluacion de indicadores somaticos (peso corporal, longitud del animal y circunferencia
del abdomen) puede ser considerada una técnica idonea en animales (roedores) de
laboratorio por ser de facil ejecucion, bajo costo y por presentar altos valores de
confiabilidad; recomendandose el uso de estas variables en estudios de crecimiento y para

evaluar la posible relacion con variables fisioldgicas y bioquimicas (Cossio et al., 2010).

e Longitud boca -ano

Se midio con un vernier profesional la longitud de cada animal. Esta variable se evalué con
la finalidad de determinar el crecimiento del animal y su relacion con el peso y con otras

variables de indole biométrica.

e Perimetro del cuello, del térax y del abdomen

Se midio con la ayuda de una cinta métrica el perimetro del cuello, del térax y del abdomen.
Esta serie de variables se evaluaron con la finalidad de verificar de manera indirecta si el
animal, al consumir una dieta obesogénica con un respectivo tratamiento, logra incrementar

o disminuir ciertas medidas.

e Indice de Lee

Este indice fue propuesto por Bernardis (1970) y es ampliamente utilizado (Medina et al.
2017) en investigaciones para determinar si las ratas, bajo ciertas condiciones, han alcanzado
el estado conocido como obesidad. Este indice se calculd (Novelli et al. 2007) de la siguiente

manera:

indice de Lee = 3{/Peso fin periodo Il + Longitud boca ano fin periodo II

e indice de masa corporal adaptado (IMCa)

En la investigacion de Novelli et al. (2007) se demostro la efectividad de trabajar con esta
variable ya que el IMCa estuvo asociado con el perfil de dislipidemias y estrés oxidativo,
ademas de predecir las consecuencias negativas de la obesidad en ratas. El célculo de este

indice es similar al indice de masa corporal usado en humanos para conocer si es que un
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determinado paciente esta en su peso normal, si tiene sobrepeso o si presenta obesidad. El

calculo de este indice fue de la siguiente manera:

IMCa = Peso fin periodo I + \/longitud boca ano fin periodo Il

d) Peso del tejido adiposo e higado

La eutanasia fue realizada con una sobredosis de pentobarbital sédico (60mg/Kg), aplicado
por via intracardiaca posterior a la aplicacion del protocolo anestésico utilizado de forma
regular para las mediciones ya indicadas con anterioridad. Luego de la necropsia de los
animales, se visualiz6 anatomicamente las diferentes localizaciones de las grasas de acuerdo
con lo propuesto por Ma et al. (2016), quienes evaluaron 3 localizaciones del tejido adiposo:
tejido adiposo de los intestinos, tejido adiposo perirenal y tejido adiposo testicular. En la
presente investigacion se pesd las siguientes localizaciones del tejido adiposo: grasa

abdominal, grasa inguinal, grasa epididimal y grasa perirenal.

e Peso del higado

Esta variable se evalud debido a la funcionalidad que presenta el higado y su relacion con el
metabolismo de las grasas y glucidos. Se conoce que una acumulacion ectépica de lipidos
en este 6rgano (propio de un estado de obesidad) incrementa la resistencia a la insulina;
ademas, la esteatosis hepatica induce un estado de inflamacién cronico que puede

relacionarse con el peso de este 6rgano (Wang et al. 2017).

e) Expresion génica

Después de la eutanasia y necropsia se extrajo el higado de cada animal y se separé 200mg
de tejido. Una muestra adicional (contra-muestra) fue conservada en nitroégeno liquido de
acuerdo con las recomendaciones de Bagul et al. (2012) y Mohammadi et al. (2014). De la
cantidad separada de higado se hicieron cortes en tiras, las cuales fueron colocadas en tubos
de 15 ml a los que se le agrego el reactivo RNA later (Invitrogen) en una proporcion 1:3 por
un lapso de 24 horas a temperatura ambiente. Se decant6 el exceso de reactivos y se

guardaron los tubos a -20°C para su posterior analisis.
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Para la extraccion de ARN se siguidé la metodologia del reactivo Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Se hizo una verificacion de cantidad y calidad de ARN por
espectofotometria (NanodroOne) y por electroforesis. Se verificé que muestren ratios entre
1.8 y 2.0 a una longitud de onda de 280/260, y de 1.8 a 2.0 a 260/230. Para la limpieza de
posibles trazas de ADN que hubiesen quedado tras la extraccion se utiliz6 un kit de limpieza
(TURBO DNA-free kit) para luego volver a verificar la calidad de las muestras por

espectrofotometria.

Luego se generd cDNA a partir de las muestras de ARN con el kit High-capacity cDNA
Reverse transcription a fin de realizar el ensayo de expresion mediante PCR a tiempo real
siguiendo las especificacion del kit (PowerUp™ SYBR® Green Master Mix). La expresion
del gen endogeno CT-18S fue utilizado para normalizar la expresion del gen de interés
seleccionado, para lo cual se estandariz6 los protocolos de PCR a una temperatura de melting
de 60° para ambas PCR. Para asegurar la calidad de resultados se utilizé un control negativo

en el que se sustituyé cDNA por una alicuota de agua.

Los datos de Cq arrojados por el termociclador fueron procesados por el programa
bioinforméatico: REST 2009 (RelativeExpression Software Tool) de Qiagen. Este programa
se basa en el método de cuantificacién relativa de Pfaffl (Pfaffl et al. 2002), el cual normaliza
los datos con el gen de referencia utilizando el valor de las eficiencias de cada gen. El gen

de interés fue el PPARa. Los primers estan descritos en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Primers utilizados para la expresion génica del gen PPARa

Genes Forward Reverse Tamario de
fragmento
PPARq | 5-AATCCACGAAGCCTACCTGA-3" | 5-GTCTTCTCAGCCATGCACAA-3’ 132
18S 5'-GGAGAGGGAGCCTGAGAAAC-3" | 5-CAATTACAGGGCCTCGAAAG-3’ 128

3.7. Disefo estadistico

Se empleo el Disefio Completo al Azar con seis tratamientos y siete repeticiones. El analisis
de varianza se realiz6 aplicando el procedimiento ANOVA del programa MINITAB y para

la diferencia de medias se emple6 la prueba LSD. En todos los casos se utilizd un nivel de
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significancia de 0.05 para detectar diferencias significativas. EI Modelo Aditivo Lineal

General aplicado fue el siguiente:

Yij=U+ Ti + Eij

Donde:
Yij = variable respuesta; U = media general; Ti = i-ésimo tratamiento (i = 1, 2, 3, 4, 5, 6);

Eij = error experimental.

Por otro lado, para el anélisis estadistico de los resultados de expresion génica (QRT-PCR)
se utilizo la Prueba de Dunnett para comparaciones multiples como parte del ANOVA. Para
confirmar la existencia de diferencias significativas se comparé las medias de todos los
tratamientos contra el tratamiento control (T2), el cual a la vez se considera como un
tratamiento. EI programa estadistico usado fue el GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,

Inc.).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Periodo I:

Las variables evaluadas al finalizar el periodo | se muestran en el Cuadro 4. Al finalizar el
primer periodo (induccion a obesidad) no se observo diferencias significativas en ninguna
de las variables evaluadas. Este resultado fue totalmente esperado ya que no se incorporé
ninguna fuente de variacion, pero fue importante que se hayan evaluado las principales
variables a este nivel para corroborar estadisticamente que no hubo un efecto del ambiente

o del manejo en la conduccion de los animales.

Periodo I1:

Al finalizar el segundo periodo de la investigacion, y tras la administracion de los

diferentes tratamientos, las variables de respuesta se agruparon por su naturaleza en:

4.1. Peso y consumo de alimento

Los datos de peso corporal, ganancia de peso y consumo diario de alimento se muestran en
el Cuadro 5. Tras la administracion de los tratamientos, no se encontro diferencias
significativas en el peso corporal; sin embargo, si hubo diferencia estadistica en la ganancia
de peso, en donde el tratamiento que recibi6 una dieta estandar tuvo la menor ganancia de
peso, mientras que las mayores ganancias de peso se encontraron con el suministro del aceite

de pescado y de oliva.

El tratamiento que recibié el CLA no mostré diferencias significativas ni en el peso ni en la
ganancia de peso respecto al tratamiento control; datos similares se encontraron en la
investigacion de Nazari et al. (2016), quienes no observaron diferencias significativas en el
peso corporal luego de 4 semanas de administracion de CLA a una dosis de 0.5 ml/Kg peso

en comparacion con una dieta alta en grasa.



Cuadro 4. Variables registradas al finalizar el periodo de induccién a obesidad

Grupos*
Variables
1 2 3 4 5 6
Respuesta al incremento de peso
Peso corporal, g 303.57 304.00 303.14 304.00 304.14 304.29
Ganancia de peso, g 11257 12043 111.14 120.00 12257 112.29

Perfil lipidico y nivel de glucosa en sangre
Triglicéridos en sangre, mg/dL 67.00 63.40 67.00 64.40 60.83 63.20

HDL en sangre, 21.50 24.40 21.50 24.60 22.67 21.20
Glucosa en sangre, 89.33 78.71 88.14 91.33 83.00 81.33
Caracteristicas biométricas e indices corporales

Longitud boca ano, cm 19.73 20.10 19.75 19.77 19.68 19.47
Perimetro del cuello, cm 10.32 10.04 10.01 10.00 10.19 10.00
Perimetro del térax, cm 13.57 13.14 13.40 13.65 13.54 13.38
Perimetro del abdomen, cm 14.30 14.14 14.63 13.92 14.40 14.67
indice de Lee 0.34 0.33 0.34 0.34 0.34 0.35

indice de masa corporal

0.77 0.75 0.78 0.79 0.78 0.81
adaptado

* En todos los casos, al realizarse la prueba ANVA entre los grupos, el P-value fue mayor a 0.05 (Valores

promedio de siete animales por grupo)

Cuadro 5. Peso y consumo de alimento tras la administracion de los tratamientos

Tratamientos*

Variables DO + DO + DO +
DE DO cLa DO+F  Thg AP
Peso corporal, ¢ 361.57% 370.57* 369.29* 365.29° 385.43* 386.83?
Ganancia de peso, g 58.00° 66.57 66.14* 61.29® 81.29°  78.67°

Consumo diario - alimento, g 17.62*  15.63*  15.73*  16.55% 16.36*  15.88%

ab promedios significativamente diferentes no comparten la misma letra (P<0.05). * DE: dieta estandar, DO:

dieta obesogénica, CLA: acido linoleico conjugado, F: fenofibrato, AO: aceite de oliva, AP: aceite de pescado.
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El fibrato demostro ser efectivo en disminuir la ganancia de peso, incluso obtuvo diferencias
significativas con el aceite de pescado y el de oliva, y numéricamente fue similar al
tratamiento con dieta estandar, lo que demuestra su potencial para la disminucion de peso.
En el ensayo de Boyle et al. (2017), cuando una mitocondria aislada proveniente de pacientes
que fueron tratados con fenofibrato fue estimulada, la oxidacion de &cidos grasos se vio
incrementada aun después del tratamiento, lo que sugiere un posible efecto residual, o
adaptacion metabolica, a un tratamiento cronico con fenofibrato. En otro estudio reciente,
Dai et al. (2016) también demostraron la eficacia del fenofibrato en reducir la acumulacién
de peso, encontrandose que los animales alimentados con una dieta alta en grasa (HFD, por
sus siglas en inglés) méas fenofibrato tuvieron pesos significativamente mas bajos en

comparacion con una HFD.

El aceite de oliva, rico en &cido oleico, no demostré afectar significativamente el consumo
de alimento entre los tratamientos; reportes similares se encontraron en la investigacion de
Poudyal et al. (2013). El tratamiento con aceite de pescado tuvo una ganancia de peso
significativamente mayor en comparacién con el grupo control. Estos resultados son
contrarios a los del trabajo de Chiu et al. (2017) quienes reportaron que la suplementacion
con aceite de pescado suprime el peso corporal en ratas alimentadas con HFD; ademas,
Lonzetti et al. (2015) observaron que animales que consumieron una HFD con aceite de
pescado lograron tener un menor peso corporal en comparacion con una HFD con manteca,
pero ninguna de las HFD logr6 tener un peso menor que las dietas estandares, y una dieta
estandar con AP se comportd de manera muy similar a una dieta estandar tradicional. En
este sentido, en la investigacion de Ramos et al. (2016), tampoco encontraron diferencias
significativas en las variables ganancia de peso y peso corporal cuando se compar6 una dieta
para inducir sindrome metabdlico (HFD junto con aceite de pescado y antioxidantes

extraidos de la uva con respecto al control (HFD).

Por otro lado, cuando se trabajé con dietas purificadas e isocaléricas (Hassanali et al. 2010),
se demostro que solo un 5% n-3 PUFA (proveniente del aceite de pescado) logro disminuir
el peso en comparacion con su dieta control; ademas, otros aceites de origen marino que
tienen DHA también son efectivos en reducir la ganancia de peso (Pedersen et al. 2014). En
la investigacion de Yu et al. (2017) se reportd que tratamientos HFD + DHA (proveniente
de microalgas) disminuye significativamente la ganancia de peso en comparacién con la

misma HFD, pero el aceite de pescado no logra ese efecto, razon por la cual se puede sugerir
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gue no solo influye el acido graso DHA, sino también la fuente. En el &mbito de nutricion
publica, 21 estudios fueron revisados por Du et al. (2015), quienes en su meta-analisis
concluyeron que el aceite de pescado no tiene efecto sobre la reduccion de peso, pero si
disminuye el perimetro abdominal, factor importante en el desarrollo de sindrome

metabdlico.

El consumo diario de alimento tuvo una tendencia a ser significativo (0.05<P<0.1),
encontrandose que la dieta estdndar tuvo un mayor consumo de alimento en comparacion
con los demas tratamientos. Estos datos son refutados por el estudio de Lonzetti et al. (2015),
quienes encontraton que la variable consumo de alimento se comporté de manera similar
entre los tratamientos que recibieron una HFD y una dieta estdndar. Ademas, en la
investigacion de Hassanali et al. (2010) se reporté un menor consumo de alimento cuando
ratones consumieron una dieta con 10% n-3 PUFA en comparacion con una dieta de 5% n-
3 PUFA utilizdndose dietas purificadas e isocaldricas; esta tendencia también se observo en
el estudio de Chiu et al. (2017), quienes encontraron que el consumo diario de alimento fue
menor en un tratamiento que combind una HFD con aceite de pescado con respecto a una

dieta estandar.

4.2. Bioquimica sanguinea

Los resultados de los niveles de Triglicéridos en sangre (TG), lipoproteina de alta densidad
(HDL, por sus siglas en inglés), glucosa en sangre y el indice de aterogénesis modificado se

muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Perfil lipidico y nivel de glucosa en sangre tras la administracion de los tratamientos

Tratamientos*

Variables DO + DO + DO + DO +
DE DO CLA Fibrato AO AP
Triglicéridos en sangre, mg/dL 64.008 51.17*  59.43* 5857* 61.86* 51.33°
HDL en sangre, mg/dL 28.71% 24.33%¢ 2657 18.00° 21.00° 21.17°¢
Glucosa en sangre, mg/dL 102.29* 113.71% 114.29* 103.29* 118.14* 109.00%

Indice de aterogénesis 127  1.26°  1.31° 2408  247® 1510
modificado, u/u

a.b.c promedios significativamente diferentes no comparten la misma letra (P<0.05). * DE: dieta estandar, DO:

dieta obesogénica, CLA: &cido linoleico conjugado, F: fenofibrato, AO: aceite de oliva, AP: aceite de pescado.
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Para el nivel de TG en sangre, se encontrd una tendencia (0.05<P<0.1) que pone en
desventaja a la dieta estdndar frente a los demas tratamientos, incluso frente a la dieta que
prosiguio con la dieta obesogénica en la segunda etapa del experimento, que indicaria que
el efecto de la obesidad no se puede revertir solo con disminuir el nivel de energia de la dieta,
sino que son necesarios factores adicionales. A pesar de lo contradictorio que puede parecer
este resultado, en el estudio de Ramos et al. (2016) también se reporta una tendencia similar,
encontrandose que, incluso una dieta alta en grasa y en azUcares, presentd menores niveles
de triglicéridos en sangre; en este mismo estudio, se comprueba que el aceite de pescado no
modifica los niveles de triglicéridos en sangre, pero los mantiene en un nivel similar al de
una dieta estandar, a pesar de que los animales se encontraban bajo un régimen alimentario

desfavorable.

El tratamiento que involucrdé al CLA no demostrd ser efectivo en cuanto a disminuir los
niveles de TG ni aumentar los de HDL, datos que concuerdan con la investigacion de Kloss
et al. (2005), en donde no se encontr6 diferencias significativas en consumo de alimento,
ganancia de peso ni en concentraciones séricas de TG cuando se evalud el efecto del CLA
bajo dos condiciones diferentes: dieta con grasa saturada (aceite de coco) y dieta con grasa
insaturada (aceite de maiz); sin embargo, también concluyen que la suplementacion de CLA
puede disminuir la adiposidad y mejorar el perfil lipidico bajo ciertas condiciones (Wendel
et al. 2008).

Es importante indicar que el nivel de TG tiende a aumentar en animales alimentados con
HFD en comparacién con sus respectivos grupos de control en solo 30 dias (Zhukova et al.
2014). En la investigacion de Viggiano et al. (2016) se encontro diferencias significativas en
el nivel de TG de una dieta HFD (con aceite de pescado) en comparacion con otra dieta HFD
(con manteca animal), estos resultados indican que los animales que recibieron la segunda
HFD tuvieron un nivel de TG similar en comparacion con los que recibieron la dieta
estandar, resultados que demuestran que el aceite de pescado es mas efectivo en reducir los
problemas asociados a la obesidad cuando se sigue un programa alimentario favorable para
la salud. También se ha demostrado (Hassanali et al. 2010) que roedores que consumieron
dietas con una misma cantidad de energia variando solo el nivel de n-3 PUFA, los que
recibieron un 5% n-3 PUFA redujeron sus niveles plasmaticos de TG; sin embargo,
previamente se observo (Bjursell et al. 2014) que cuando se daba una HFD con PUFA (aceite

rico en n-3) en comparacion con una HFD con grasa saturada, se disminuia el nivel de TG.
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Ademaés, un aceite marino que contenia DHA también logré disminuir los niveles de TG en
comparacion con otra HFD (Pedersen et al. 2014); esto debido a que hay beneficios
directamente atribuidos a los PUFA provenientes del aceite de pescado, como la produccion
de metabolitos antiinflamatorios especificos, que no son obtenidos en el metabolismo de

PUFA provenientes de aceites vegetales (Dasilva et al. 2015).

El tratamiento con aceite de pescado no logré aumentar los niveles de HDL. Estos resultados
que no concuerdan con el estudio de Xie et al. (2016), quienes en ratas con resistencia a la
insulina que consumieron una dieta alta en grasas con la suplementacién de aceite de
pescado, se incremento la sintesis de HDL. En general, se conoce que los &cidos grasos
saturados inducen resistencia a la insulina e inflamacion, mientras que los n-3 PUFA
mejoran la resistencia a la insulina y los estados inflamatorios propios de la obesidad (Putti
et al. 2016). A pesar de que los datos parecen ser contradictorios, se debe de tener en cuenta
que todos los aceites de pescado contienen EPA y DHA en cantidades que varian de acuerdo
con la especie, esta proporcion EPA/DHA varia de 0.22 a 1.25 y es importante conocer este
detalle ya que la mayoria de los ensayos que se han llevado a cabo utilizan suplementos
dietéticos derivados del aceite de pescado, pero con una proporcion de EPA/DHA maés
elevada de la que comUnmente se encuentran en los peces pudiendo alterar los resultados y
conclusiones en investigaciones similares alrededor del mundo (Taltavull et al. 2014;
Marventano et al. 2015). Cocientes EPA/DHA de 1:1y 2:1 dieron los mejores resultados en
cuanto a disminuir las sustancias pro inflamatorias cuando se comparé con cocientes de 1:2,
esto debido a que se sugiere una mayor capacidad antioxidante del EPA con respecto al DHA
(Dasilva et al. 2015).

Afadiendo més informacion a este punto, en otro estudio (Molinar et al. 2015) se utilizaron,
por primera vez, ratas obesas con hipertension espontanea (SHROB) para evaluar el efecto
de la suplementacion de diferentes proporciones de EPA/DHA (1:1, 2:1 y 1:2) sobre
indicadores de enfermedades cardiovasculares; en este estudio se concluyé que las relaciones
EPA/DHA 1:1y 2:1 parecen tener efectos positivos mas marcados en comparacion con las
relaciones EPA/DHA 1:2, esto por los diferentes efectos del EPA y del DHA sobre las rutas
metabolicas y la expresion de ciertos genes, particularmente los relacionados con la
activacion enzimatica y los envueltos en el metabolismo lipidico. Asi mismo, Taltavull et al.
(2014) demostraron que la relaciéon EPA:DHA de 1:1 mejord significativamente la densidad

y el pliegue de las capas elasticas de la aorta abdominal asi como variables referidas a
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inflamacidn, por lo que concluyen que esta relacion es la ideal para reducir el dafio a nivel
histoldgico del sistema cardiovascular en ratas obesas, por lo que podria existir una dosis
especifica de acuerdo a cada objetivo en particular. En el presente estudio, se analizo el
contenido de EPA (10.753 g/100g) y DHA (24.413 g/100g) del aceite de pescado utilizado,
la relacion EPA/DHA fue de 0.44, una relacion que se asemeja a la proporcion 1:2, y es este
detalle el que podria explicar por qué el aceite de pescado no logré incrementar los niveles
de HDL en comparacion con los demas tratamientos. En base a esta discusion, es necesario
conocer los procesos nutricionales metabdlicos implicados en el riesgo y la prevencién de
ciertas enfermedades, lo que podria permitir el desarrollo de mejores diagnosticos y
oportunidades terapéuticas de gran impacto a nivel de salud publica (Caputo et al. 2010).

El nivel de HDL en la DO fue menor en comparacion con la DE, este resultado fue totalmente
esperado y coincide con el estudio de Medina et al. (2017), quienes evaluaron una HFD con
una dieta estandar y se encontr6 que el tratamiento con HFD tuvo un nivel numéricamente
menor de HDL,; asi mismo, este resultado también se comprobdé en el ensayo de Sishi et al.
(2010) quienes alimentaron a ratas Wistar por 16 semanas con una HFD y este tratamiento
obtuvo niveles menores de HDL y mayores niveles de TG en comparacién con un grupo
control. Ademas, el nivel de HDL se ve disminuido en ratas Wistar alimentadas con una
HFD en comparacion con un grupo control a los 30 dias de la experimentacion (Zhukova et
al. 2014). Finalmente, también se conoce que incluso con dietas de igual contenido
energético (Hassanali et al. 2010), el nivel de HDL fue el mismo entre una dieta estandar y
dietas con 5y 10% de n-3 PUFA (proveniente del aceite de pescado); por lo que, el modificar
los niveles de HDL tiene un origen multifactorial y no necesariamente mejora cuando se

consumen acidos grasos esenciales.

El nivel de glucosa en sangre no mostrd diferencias significativas y sus valores numeéricos
parecen estar bien cercanos, hecho que concuerda con la baja respuesta insulinica por accion
de las grasas, y razén por la que se recomienda que el nivel de grasas en una dieta saludable
represente entre el 30 y 35 por ciento de la energia total consumida. Sin embargo, en otros
estudios (Viggiano et al. 2016) se encontré que dos HFD (una con manteca y otra con aceite
de pescado) aumentaron significativamente los niveles de glucosa en sangre; por otro lado,
cuando se trabaja con dietas purificadas e isocaldricas (Hassanali et al. 2010), un nivel de
10% de n-3 PUFA en la dieta es eficaz reduciendo el nivel de glucosa en comparacion con

su respectiva dieta control. En el estudio de Benaicheta et al. (2016) se concluye que ratas
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diabéticas alimentadas con una HFD agravan la resistencia a la insulina pero que la
administracion de proteina proveniente de sardina, ejerce un efecto positivo en cuanto a
mejorar los parametros de glucemia, colesterol y TG; de esta manera se comprueba que no
solo la ingesta de aceite de pescado es recomendable para aminorar los efectos negativos del

sindrome metabdlico, sino también directamente la proteina de origen marino.

A pesar que no se encontro diferencias en el nivel de glucosa en sangre, se conoce desde
hace mucho tiempo los beneficios del aceite de pescado sobre la mejora de la resistencia a
la insulina por Storlien et al. (1987), quienes reemplazaron un 6 por ciento de n-6 PUFA por
aceite de pescado obteniéndose un efecto benéfico pronunciado sobre el higado y el misculo
esquelético en cuanto a mejora en la oferta y demanda del metabolismo de la glucosa, por lo
que se concluy6 que el aceite de pescado puede usarse en la alimentacion como una terapia
para la prevencion de diabetes mellitus causada por una prolongada resistencia a la insulina.
En el estudio de (Sishi et al. 2010) tampoco se encontraron diferencias significativas en el
nivel de glucosa; sin embargo, tras 16 semanas que duré el tratamiento, numéricamente se
obtuvo un nivel de glucosa mayor en comparacién con un grupo control. Ademas, hay
considerar que los radicales libres son generados por la oxidacion de glucosa (estrés
oxidativo), pero el problema ocurre cuando este estadio se amplifica, en donde se genera un
estrés metabdlico, dafos a los tejidos y muerte celular (Bagul et al. 2012). Ademas, se conoce
que los PUFA ingeridos son susceptibles a la oxidacion por parte de los ROS (Dannenberger
et al. 2013).

Con respecto al aceite de oliva, este aceite no demostré afectar el nivel de glucosa, y este
dato ya se report6 en la investigacion de Poudyal et al. (2013), quienes tampoco encontraron
diferencia en el nivel de glucosa, pero si en el nivel de triglicéridos cuando probaron
diferentes aceites (MUFA y PUFA), inclinando la balanza hacia el uso de n-3 PUFA. Lucero
et al. (2017) también recomendaron el uso de n-3 antes que n-9 PUFA cuando se usé un
modelo alimenticio no favorable (dieta alta en sucrosa), ya que este acido graso en particular

mostré efectos favorables a nivel de metabolismo.

El indice de aterogénesis mostro diferencias significativas y el tratamiento que involucrd al
fibrato y al aceite de oliva fueron los que tuvieron un indice significativamente mayor, por
lo que se puede suponer que el uso de estos tratamientos cuando el entorno alimentario es

desfavorable agrava mas la situacion. El fibrato es un farmaco utilizado comunmente para
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controlar el exceso de peso, y como se vio anteriormente si logro reducir significativamente
la ganancia de peso; sin embargo, al aumentar el indice de aterogéenesis, su inclusion en salud
humana debe ser revisada estrictamente por un profesional de la salud. A pesar de los datos
encontrados en el presente estudio, en la investigacion de Dai et al. (2016) el fenofibrato si
logré reducir los niveles de TG y aumentar el nivel de HDL, pero a una dosis 3 veces menor
que la utilizada en la presente investigacion (30 mg F dia/Kg peso vivo). En términos
generales, por mas que existan farmacos aprobados bajo los mas altos estandares de calidad
e inocuidad internacionales, siempre existe el riesgo de que se presenten complicaciones en
la salud, por lo que, si existe un producto natural con el mismo mecanismo de accion, seria

preferible su uso acompafiado de habitos saludables y actividad fisica (Trigueros et al. 2013).

La importancia de la evaluacion de estas variables es que el metabolismo lipidico es la
principal causa de dislipidemia, que es uno de los factores de riesgo mas importantes que
predisponen las enfermedades cardiovasculares (Rizvi et al. 2003). Se debe saber también
que recientemente (Barbeau et al. 2017) se ha comprobado que la actividad fisica tiene un
efecto beneficioso sinérgico con el &cido linolénico en cuanto a mejorar las variables
relacionadas con una alta probabilidad de presentar accidentes cardiovasculares y que las
rutas metabolicas mediadas por la inflamacion y por el estrés tienen un rol importante en la
patogénesis de la obesidad (Sishi et al. 2010). Ademas, hace poco El-Haleim et al. (2016)
concluyeron que hay una mejora en el perfil lipidico cuando se usa la mitad de la dosis de
fenofibrato junto a un antioxidante natural (resveratrol), lo que indicaria que buscando otros
productos naturales se podria llegar a prescindir de la farmacologia, o al menos evitar que
los pacientes tomen gran numero de pastillas al dia (poli-farmacia). Finalmente, es
importante sefialar que en la revisién presentada por Harris y Bulchandani (2006) se
concluye que una ingesta de 3-4 gramos/dia de n-3 PUFA (aproximadamente 1.2% del total

de energia) claramente logra reducir el nivel de TG en humanos.

4.3. Biometria e indices corporales

Se evaluaron también variables relacionadas con la biometria y a partir de estos valores, se
calcularon algunos indices de interés y reportados previamente como variables de estudio en
esta linea de investigacion. Ninguna de las variables de este rubro logro detectar diferencias
significativas, por lo que se puede decir que no hubo efecto directo de los tratamientos sobre

la biometria corporal (Cuadro 7).
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El indice de Lee medido en esta etapa dio notar que no hay una reduccién en cuanto al estado
de obesidad que se encontré cuando se finalizo el periodo | de este experimento. Al parecer,
el indice de Lee es un parametro que se utiliza en las investigaciones solo para determinar
estados de obesidad, pero no es una variable de la cual se pueda sacar conclusiones. El
estudio de Medina et al. (2017) no encontro diferencias significativas entre una HFD y una
dieta estdndar cuando se calculd el indice de Lee. Sin embargo, al parecer la obesidad puede
inducir cambios a nivel molecular en el misculo y promover apoptosis y atrofia del musculo
(Sishi et al. 2010).

La longitud boca-ano no tuvo diferencias significativas, y sus valores numéricos fueron
bastante similares; estos datos son corroborados por el estudio de Alsina et al. (2016), en el
que se encontrd que la longitud del cuerpo no fue estadisticamente significativa cuando se
compar6 un tratamiento que recibid la suplementacion de aceite de oliva con su respectivo

grupo control.

Cuadro 7. Caracteristicas biométricas e indices corporales tras la administracion de los tratamientos

Tratamientos*

Variables DO + DO + DO + DO +

DE DO CLA Fibrato AO AP
Longitud boca-ano, cm 20.45 20.62 20.41 20.59 20.60 20.31
Perimetro del cuello, cm 11.04 10.83 11.23 10.69 10.99 11.15
Perimetro del térax, cm 14.20 13.81 14,54 13.79 14.17 14.47
Perimetro del abdomen, cm 15.76 15.27 15.60 15.23 15.44 15.47
indice de Lee 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.36

Indice de masa corporal 0.87 0.87 0.89 0.86 0.91 0.94
adaptado

* En todos los casos, al realizarse la prueba ANVA entre los tratamientos, el P-value fue mayor a 0.05 (DE:
dieta estandar, DO: dieta obesogénica, CLA: &cido linoleico conjugado, F: fenofibrato, AO: aceite de oliva,
AP: aceite de pescado).

4.4. Peso del tejido adiposo e higado

La grasa inguinal y la grasa total mostraron diferencias significativas; asi mismo, hubo una
tendencia (0.05<P<0.1) para la grasa epididimal y la perirenal. El aceite de oliva presento
mayor cantidad de grasas inguinal, epididimal, perirenal y total (Cuadro 8). La dieta

estandar tuvo el menor valor de grasa total, lo que es un indicativo de que cuando se suspende
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una dieta hipercalorica y desbalanceada, y se pasa a una dieta convencional, hay una
disminucion de grasa total. Estos hallazgos son compatibles con los datos obtenidos por
Ramos et al. (2016), quienes encontraron diferencias significativas en el porcentaje de tejido
adiposo entre una dieta estandar y una dieta de induccién a sindrome metabolico, mas no
entre estas dietas con sus respectivos tratamientos (aceite de pescado y antioxidantes
extraidos de la uva). También se encontraron resultados similares en el estudio de Yu et al.
(2017), quienes encontraron mas grasa inguinal y mesentérica en una HFD (60% Kcal
proveniente de la grasa) en comparacion con una dieta estandar, pero los tratamientos con
aceite de pescado y fuentes de DHA disminuyeron significativamente la grasa inguinal.
Ademaés, en un estudio de comportamiento de las ratas cuando se sometieron a diferentes
agentes estresores, se comprob6 que una HFD incrementa los niveles de grasa corporal en
comparacion con una dieta estandar (Oliveira et al. 2015) y que el tipo de cadena n-3 PUFA
influye en el metabolismo energético y puede reducir la inflamacion en los estados de
obesidad (Pedersen et al. 2014). Un resultado similiar al encontrado en la presente
investigacion se reportd en la investigacion de Lonzetti et al. (2015), quienes también
reportaron el hecho de que, a pesar de la ingesta de PUFA cuyo origen fue el aceite de
pescado, la grasa a nivel de epididimo fue mayor con una HFD en comparacién con una
dieta estandar.

El CLA, en comparacion con el aceite de pescado y el aceite de oliva, mostrd6 un mayor
efecto en cuanto a la reduccion del tejido adiposo, efecto que también fue encontrado en la
investigacion de Wendel et al. (2008), quienes observaron diferencias significativas en el
peso de tejido adiposo a nivel de epididimo cuando compararon una dieta con CLA y una
dieta control en ratones modificados genéticamente para no producir leptina (CLA: 1.71 g,

control: 2.96 g); asi, cuando los ratones recibieron una dosis de leptina recombinante de 1mg
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Cuadro 8. Peso del tejido adiposo e higado tras la administracion de los tratamientos

Tratamientos*

Variables DO + DO + DO +
DE DO cLa DO+F "1 AP
Grasa abdominal, ¢ 1.272 1.58% 1.57% 1.372 1.41% 1.60%
Grasa inguinal, g 5.84° 5.75° 7.09° 6.32° 9.11*  7.36%®
Grasa epididimal, g 4.69% 6.27% 6.202 5.542 6.872 7.222
Grasa perirenal, g 1.132 1.262 1.492 1.372 1.802 1.322
Grasa total, g 12.94° 14.85® 16.35% 14.60*° 19.19*  17.50%
Peso higado, g 14.28°  13.92°  13.60° 22.64* 13.18" 15.21°

a.b.c promedios significativamente diferentes no comparten la misma letra (P<0.05). * DE: dieta estandar, DO:

dieta obesogénica, CLA: acido linoleico conjugado, F: fenofibrato, AO: aceite de oliva, AP: aceite de pescado.

por Kg peso, los que recibieron el tratamiento con CLA tuvieron menor peso de tejido
adiposo epididimal en comparacion con el grupo control lo que sugiere el efecto del CLA
sobre la pérdida de masa grasa. También se conoce que el CLA incrementa la concentracion
y actividad de la CPT-1 y reduce la actividad de la enzima CAT-1, por lo que es légico
suponer que el efecto benéfico de la suplementacién con CLA solo tendria un efecto
potencial en sujetos fisicamente activos (Lehnen et al. 2015). Cooper et al. (2008) mencionan
que puede haber efectos negativos asociados al isomero 10-trans, 12-cis, el cual provoca
cambios adversos en la funcién de los adipocitos y en el metabolismo lipidico a nivel del
higado, afirmacion que es corroborada con la revision de Lehnen et al. (2015). En humanos,
el CLA reduce el contenido de grasa corporal, pero a una dosis mayor de 3.4 gramos
CLA/persona/dia (Blankson et al. 2000).

El fibrato parece tener mejor efecto sobre el nivel de grasa total, asi como de sus distintas
distribuciones anatémicas, en comparacion con los PUFA. Este hallazgo concuerda con lo
planteado por Boyle et al. (2017), quienes investigaron la inflexibilidad metabolica en
humanos obesos y demostraron la capacidad del fenofibrato para aumentar la oxidacién de
acidos grasos en musculo esquelético, que tiene relacion directa con el estrés oxidativo, que
es un estado que se caracteriza por un desbalance entre las especies reactivas del oxigeno
(ROS) vy la habilidad biol6gica para eliminar estos compuestos altamente perjudiciales para

la salud (Dannenberger et al. 2013).
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El aceite de pescado incrementd los niveles de grasa total en comparacion con su grupo
control (DO), lo que concuerda con el experimento de Belzung et al. (1993), quienes
examinaron la influencia de los n-3 PUFA (dieta alta en grasa mas una dosis de aceite de
pescado: alta, media, baja; la dieta control no fue alta en grasa) sobre el crecimiento del
tejido adiposo en diferentes localizaciones anatomicas (subcutanea, mesentérica, del
peritoneo y epididimal), encontrandose que los 3 tratamientos tuvieron mayor cantidad de
tejido adiposo total en comparacion con el grupo control y que la ganancia de masa grasa en
el epididimo fue debido solo a la hipertrofia de los adipocitos, mientras que la grasa
peritoneal fue mayor tanto por hipertrofia como por hiperplasia, y solo la grasa del peritoneo
y epididimal fue menor en la dieta alta en grasa suplementada con una dosis alta de aceite
de pescado. Ademas, en la investigacion de Ruzickova et al. (2004) los n-3 PUFA de origen
marino redujeron el tejido adiposo en ratones C57BL/6J alimentados con dietas alta en
grasas; resultados similares fueron encontrados recientemente por Chiu et al. (2017), quienes
reportaron que hubo una disminucion de tejido adiposo cuando se suministro aceite de
pescado junto con una HFD en comparacion con la misma HFD. EI EPA y el DHA pueden
reducir la acumulacion de masa grasa bajo las dos condiciones conocidas: hipertrofia e
hiperplasia y para ello es necesario conocer la relacion entre EPA:DHA ya que cada forma
quimica ejerce distintas funciones a nivel de metabolismo (Dasilva et al. 2016).

El tratamiento con aceite de oliva incrementd el tejido adiposo en comparacion con el
tratamiento control (DO) y fue el mayor de todos los tratamientos evaluados, lo que
concuerda con el estudio de Poudyal et al. (2013) quienes reportaron que el &cido oleico
incrementd el nivel de tejido adiposo en comparacion con una dieta alta en grasa. Asi mismo,
Poudyal et al. (2013) encontraron que, incluso el tratamiento suplementado con &cido
linolénico, superd la cantidad de tejido adiposo en comparacion con su dieta control (HFD),
lo que sefiala que los PUFA son totalmente efectivos cuando las condiciones alimentarias
son favorables, pero que su accion en el metabolismo se ve disminuida cuando existe de por

medio un factor alimentario negativo.

Con respecto al peso del higado, se encontro diferencias significativas, viéndose que el
fibrato incrementa considerablemente el peso del higado. En el trabajo realizado por Yu et
al. (2017), se reporté que el acido graso DHA proveniente del aceite de pescado y de
microalgas tuvo un efecto en la variable peso del higado, y se encontrd un peso mayor en

HFD en comparacion con una dieta estandar; sin embargo, el tratamiento HFD + aceite de
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microalga (73.4% DHA) logré disminuir el peso del higado y fue similar al encontrado tras
la ingesta de una dieta estandar. Por otro lado, en la investigacion de Chiu et al. (2017) se
reportd que no hubo diferencia en el peso del higado cuando se suplemento aceite de pescado
junto a una HFD en comparacién a esa misma HFD; en este sentido, tampoco se encontraron
diferencias en la variable peso del higado cuando se utiliz6 una dieta alta en sucrosa con la
suplementacion de AP en comparacion con la misma dieta alta en sucrosa (Lucero et al.
2017).

La variable peso del higado puede estar vinculada a dos patologias: higado graso no
alcohdlico y esteatosis hepética (EI-Haleim et al. 2016), que son parte importante del origen
del sindrome metabolico (Rull et al. 2014) y existe mayor probabilidad de que se desarrolle
algun tipo de neoplasia; ademas, se ha demostrado que el perfil de los acidos grasos en el
organismo mediado por diferentes PUFA puede influir en el metabolismo del higado
(Matsuda et al. 2016), indicadores que pueden ser usados en investigaciones a un nivel mas
profundo. Es bien conocido que el estrés en el reticulo endoplasmatico causa resistencia a la
insulina a nivel del higado ya que se incrementa la lipogénesis y se interfiere con las sefiales
de la insulina (Stanley et al. 2013). Un ensayo més antiguo (Rahman et al. 2009) indicé que
el fenofibrato esta involucrado directamente en la expresion de genes relacionados con el
metabolismo lipidico en el higado mejorando las caracteristicas de la esteatosis hepatica, por
lo que se supone que la dosis de ingesta diaria debe ser efectiva en combatir los problemas

vinculados al sobrepeso, sin que afecte negativamente el metabolismo en el higado.

4.5. Expresion génica

Los resultados de expresion génica se muestran en el Cuadro 9. En la presente investigacion
el tratamiento con aceite de pescado tuvo la mayor expresion relativa del gen PPARa
evaluado en tejido hepatico y tuvo una tendencia (0.05<P<0.1) a ser mayor en comparacion
con la dieta estandar y con el aceite de oliva. Se conoce que el aceite de pescado favorece el
metabolismo lipidico en el higado principalmente por ser ligando del gen de PPARa (Chiu
et al. 2017); ademas, se ha comprobado que el aceite de pescado activa las 3 isoformas de
los PPAR (Lonzetti et al. 2015).

Se conoce que el consumo de diferentes tipos de lipidos tiene un efecto variable sobre el uso

de la energia en mamiferos (Kakimoto y Kowaltowski 2016), esto debido a la regulacion a
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nivel de control transcripcional en genes como el PPARa y de enzimas encargadas del
metabolismo de &cidos grasos en el tejido hepéatico (Harris y Bulchandani 2006), debido a
que un consumo cronico de una fuente de grasa en particular puede cambiar la morfologia y
fisiologia de la mitocondria (Putti et al. 2016). Es conocido que el PPARa es un buen
candidato para evaluar en intervenciones cuyo objetivo es incrementar la oxidacion de grasas
ya que su expresion esta relacionada con la flexibilidad metabolica y el aumento del gasto

energético (Boyle et al. 2017).

Cuadro 9. Expresion relativa del gen PPARa en higado tras la administracion de los

tratamientos

Tratamientos™

Variables DO + DO + DO +
DE DO CLA DO +F 7O AP

Expresion relativa entre los

genes PPARa/18s, u/u 0.24 1.00 1.02 1.05 0.68 2.04

* En todos los casos, al realizarse la prueba ANVA entre los tratamientos, el P-value fue mayor a 0.05. Los
promedios fueron obtenidos con 3 réplicas bioldgicas (3 animales) (DE: dieta estandar, DO: dieta obesogénica,

CLA: &cido linoleico conjugado, F: fenofibrato, AO: aceite de oliva, AP: aceite de pescado).

Recientemente, Montanari et al. (2017) pone de manifiesto que, a través de la alimentacion,
los preadipocitos del tejido adiposo blanco pueden convertirse en adipocitos marrones
(adipocitos caracteristicos de la grasa parda) debido a una alteracion del metabolismo
generado por mayor expresion de los genes UCP-1 y PPAR. White et al. (2015) evaluaron
la administracion de n-3 PUFA y su relacion con la morfologia y funcién del tejido adiposo
en ratones obesos modificados genéticamente, concluyendo que este tipo de &cidos grasos
pueden coordinar la expresion génica para disminuir los efectos negativos relacionados con

la obesidad, un rol que va mas alla de la pérdida de peso.

En el presente estudio, el tratamiento que recibié CLA también demostréd tener una alta
expresion relativa del gen PPARo. El efecto del CLA en cuanto al metabolismo energético
estd mediado por la activacion o inactivacion del gen PPAR (Lehnen et al. 2015). EI CLA
interactUa con el co-activador de PPAR (presente en el nicleo) y a continuacién ocurre un
aumento de la transcripcion de genes relacionados con la diferenciacion de adipocitos,
lipolisis (B-oxidacion), biogénesis mitocondrial y la sensibilidad a la insulina (Abduljabbar
et al. 2015).
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Bajo las condiciones en que se realiz6 la prueba, el uso de fenofibrato también logro
incrementar la expresion del gen PPARa. El fenofibrato actia como un modulador del peso
corporal mediado por la accion del PPARa y el rol que cumple el higado es fundamental en
la disipacion de energia (Mancini et al. 2001). El fenofibrato puede ser usado como
tratamiento para la hipercolesterolemia y dislipidemias y parte de su mecanismo se explica
porque activa al PPARa (Haile y Kosten 2017). El fenofibrato afecta el metabolismo lipidico
y el balance energético, pero también se debe conocer que afecta de una manera distinta de
acuerdo con multiples factores como el sexo, la actividad fisica y la linea genética, y todo
bajo la activacion de genes en el higado, dentro de ellos el PPARa (Jeong et al. 2004). Los
datos de la investigacion de Boyle et al. (2017) muestran la habilidad del organismo de
incrementar la oxidacion de grasas bajo la exposicion a una dieta rica en grasas y que el
efecto del fenofibrato es de accion rapida y transitoria, por lo que el efecto del fenofibrato
actla a nivel de PPARa y a nivel de activacion metabolica (proteina quinasa dependiente de

AMP).

A pesar de que se conocen los efectos benéficos del consumo de PUFA n-3, los mecanismos
aun no son claros (Xie et al. 2016). Aun se desconoce el mecanismo especifico de como los
n-3 PUFA pueden alterar la expresion de genes en el higado (Wang et al. 2017). Al respecto,
Yu et al. (2017) concluyen que aun falta mas investigacion para entender mejor el
mecanismo por el cual el DHA vy la fuente de este acido graso influye en el metabolismo
energético y por lo tanto se podran pensar en mejores estrategias a favor de contribuir con la
actual epidemia mundial de la patologia conocida como obesidad.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se llevo a cabo la investigacion se concluye:

El peso corporal, consumo de alimento y las caracteristicas biométricas no fueron
afectadas significativamente por los tratamientos mientras que la ganancia de peso si
fue afectada significativamente, encontrandose que el aceite de oliva presento la

mayor ganancia de peso y con el fibrato se obtuvieron los menores valores.

Los niveles de triglicéridos y de glucosa en sangre no fueron afectados
significativamente por los tratamientos mientras que el nivel de HDL si fue afectado
significativamente, encontrandose que la dieta estandar tuvo el mayor valor nimerico
seguido por el tratamiento con CLA; ademas, el indice de aterogénesis también
resulto significativo en donde el fibrato tuvo el valor mayor y el CLA tuvo el menor
valor con respecto a la dieta obesogénica control.

El peso de la grasa abdominal, inguinal y total fue significativo encontrandose que
el mayor valor nimerico para la grasa total se obtuvo con el aceite de oliva 'y el menor
valor se obtuvo con el fibrato con respecto a la dieta obesogénica control; ademas,
se encontrd diferencias significativas en el peso del higado en donde el fibrato tuvo

el mayor valor nimerico en comparacion con todos los tratamientos.

No se encontré diferencias significativas en la expresion relativa de PPARa en tejido
hepatico, pero el mayor valor nimerico fue para el aceite de pescado y el menor valor
de expresion se obtuvo con el aceite de oliva, en ambos casos comparados con la

dieta obesogeénica control.



VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se recomienda:

Evaluar el efecto de los acidos grasos poliinsaturados sobre la expresion génica
relativa de genes relacionados con el sobrepeso para tener un panorama mas amplio

de su mecanismo de accion.

Utilizar otras fuentes de &cidos grasos poliinsaturados asi como acidos grasos
saturados para evaluar el efecto de los acidos grasos como nutrientes encargados de

activar genes vinculados con el control del sobrepeso.

Se debe tener en cuenta variables de perfil lipidico, peso del tejido adiposo en
diferentes y peso de érganos para tener un contexto mas amplio sobre los complejos

mecanismos vinculados con la obesidad.
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Anexo I. Numero de réplicas del mismo tratamiento en diferentes estudios relacionados

Investigacion NUmero de repeticiones por
N° tratamiento utilizadas
1 Al et al. (2016) n=10
2 Lonzetti et al. (2015) n=10
3 Zhukova et al. (2014) n=10
4 Hassanali et al. (2010) n=10
5 Medina et al. (2017) n=8
6 Chiu et al. (2017) n=8
7 Lucero et al. (2017) n=8
8 Nazari et al. (2016) n=8
9 Viggiano et al. (2016) n==8
10 Dai et al. (2016) n==8
11 Shen et al. (2014) n==8
12 Seoane et al. (2014) n==8
13 Bjursell et al. (2014) n=8
14 Mohammadi et al. (2014) n==8
15 Smith et al. (2014) n==8
16 Rull et al. (2014) n==8
17 Wendel et al. (2008) n=8
18 Haile y Kosten (2017) n=7
19 Ramos et al. (2016) n=7
20 Molinar et al. (2015) n=7
21 Kloss et al. (2005) n=7
22 Rizvi et al. (2003) n==6
23 Rocha et al. (2007) n=>5
24 Jeong et al. (2004) n=>5
25 Pedersen et al. (2014) n=3
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Anexo Il. Kit comercial para prueba de perfil lipidico

http://www.montgroup.com.pe

Mission Cholesterol Monitoring System

Caracteristicas:

Analisis completo de Perfil Lipidico en tan solo 45 segundos (45 - 120 seg.), Colesterol
Total (COL), Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL), Triglicéridos (TRIG), Lipoproteinas
de Baja Densidad (LDL), Relacién entre Colesterol y HDL (COL / HDL) y Evaluacién de
Riesgo coronario (CHD).

Eficiente

Analisis del Perfil Lipidico completo, 6 parametros con una sola gota de sangre, en tan
solo 45 segundos: 3 pruebas medidas directamente (COL, TRI, HDL) y 3 por célculo de
software (LDL,COL/HDL y Riesgo Coronario), todo esto con la tira Panel de Lipidos 3 en
1.

Seguro y facil de usar

e Se pueden utilizar muestras de sangre total, suero o plasma.
e Amplio rango aceptable de Hematocrito, sin interferencias desde 0 - 55%.
e Resultados rapidos, ideal para consultorios médicos, laboratorios y hogares.

e Gran pantalla LCD de fécil lectura.
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Anexo I11. Kit comercial para prueba de glucosa

http://www.montgroup.com.pe

On Call Advanced

Caracteristicas:

Dispositivo de medicion que se utiliza para obtener la concentracién de glucosa en la

sangre de manera instantanea, sin necesidad de tener que ir a un centro especializado.
Seguro y conveniente

e Eyector de la tira que permite la eliminacion de la tira facil y suave para evitar la
contaminacion

e Disponible para sangre capilar, venosa, y los anélisis de sangre neonatales

e Lancet eyector disefiado para la liberacién de la lanceta

e Prueba simple y rdpida con una pequefia muestra de sangre

e Pruebas mdltiples, incluyendo la yema del dedo, la palma y el antebrazo

e Los resultados exactos disponibles en tan sélo 5 segundos

e S0lo 0.8 ml muestra de sangre necesaria
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Anexo V. Peso corporal y ganancia de peso al finalizar el periodo de induccion a
obesidad

T R Dieta utilizada Peso corporal, g Gag::;'g de
1 1 Dieta obesogénica (DO) 333.00 131.00
1 2 Dieta obesogénica (DO) 320.00 117.00
1 3 Dieta obesogénica (DO) 321.00 115.00
1 4 Dieta obesogénica (DO) 305.00 121.00
1 5 Dieta obesogénica (DO) 304.00 113.00
1 6 Dieta obesogénica (DO) 280.00 119.00
1 7 Dieta obesogénica (DO) 262.00 72.00
2 1 Dieta obesogénica (DO) 338.00 150.00
2 2 Dieta obesogénica (DO) 317.00 113.00
2 3 Dieta obesogénica (DO) 314.00 134.00
2 4 Dieta obesogénica (DO) 300.00 113.00
2 5 Dieta obesogénica (DO) 303.00 112.00
2 6 Dieta obesogénica (DO) 281.00 123.00
2 7 Dieta obesogénica (DO) 275.00 98.00
3 1 Dieta obesogénica (DO) 326.00 122.00
3 2 Dieta obesogénica (DO) 324.00 136.00
3 3 Dieta obesogénica (DO) 321.00 115.00
3 4 Dieta obesogénica (DO) 310.00 119.00
3 5 Dieta obesogénica (DO) 296.00 104.00
3 6 Dieta obesogénica (DO) 295.00 92.00
3 7 Dieta obesogénica (DO) 250.00 90.00
4 1 Dieta obesogénica (DO) 326.00 114.00
4 2 Dieta obesogeénica (DO) 326.00 132.00
4 3 Dieta obesogénica (DO) 311.00 111.00
4 4 Dieta obesogénica (DO) 307.00 106.00
4 5 Dieta obesogénica (DO) 287.00 126.00
4 6 Dieta obesogénica (DO) 292.00 138.00
4 7 Dieta obesogénica (DO) 279.00 113.00
5 1 Dieta obesogénica (DO) 339.00 177.00
5 2 Dieta obesogénica (DO) 323.00 123.00
5 3 Dieta obesogénica (DO) 322.00 118.00
5 4 Dieta obesogénica (DO) 306.00 110.00
5 5 Dieta obesogénica (DO) 305.00 147.00
5 6 Dieta obesogénica (DO) 282.00 99.00
5 7 Dieta obesogénica (DO) 252.00 84.00
6 1 Dieta obesogénica (DO) 338.00 136.00
6 2 Dieta obesogénica (DO) 322.00 118.00
6 3 Dieta obesogénica (DO) 317.00 118.00
6 4 Dieta obesogénica (DO) 306.00 126.00
6 5 Dieta obesogénica (DO) 302.00 106.00
6 6 Dieta obesogénica (DO) 281.00 98.00
6 7 Dieta obesogénica (DO) 264.00 84.00

T: Tratamiento — R: Repeticién
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Anexo V. Perfil lipidico y glucosa en sangre al finalizar el periodo de induccion a
obesidad

TR | omauma | [0 | HOLeerore | oucoen
1 1 Dieta obesogénica (DO) 46 19 138
1 2 Dieta obesogénica (DO) 65 22 83
1 3 Dieta obesogénica (DO)

1 4 Dieta obesogénica (DO) 85 21 59
1 5 Dieta obesogénica (DO) 79
1 6 Dieta obesogénica (DO) 72
1 7 Dieta obesogénica (DO) 72 24 105
2 1 Dieta obesogénica (DO) 59 21 99
2 2 Dieta obesogénica (DO) 71 22 65
2 3 Dieta obesogénica (DO) 84
2 4 Dieta obesogénica (DO) 63 26 87
2 5 Dieta obesogénica (DO) 74
2 6 Dieta obesogénica (DO) 56 28 68
2 7 Dieta obesogénica (DO) 68 25 74
3 1 Dieta obesogénica (DO) 66 25 115
3 2 Dieta obesogénica (DO) 77 19 69
3 3 Dieta obesogénica (DO) 76
3 4 Dieta obesogénica (DO) 71 16 68
3 5 Dieta obesogénica (DO) 98
3 6 Dieta obesogénica (DO) 54 26 100
3 7 Dieta obesogénica (DO) 91
4 1 Dieta obesogénica (DO) 85 21 82
4 2 Dieta obesogénica (DO) 68 28 85
4 3 Dieta obesogénica (DO) 68 24 115
4 4 Dieta obesogénica (DO) 99
4 5 Dieta obesogénica (DO) 45 22 97
4 6 Dieta obesogénica (DO)

4 7 Dieta obesogénica (DO) 56 28 70
5 1 Dieta obesogénica (DO) 50 19 107
5 2 Dieta obesogénica (DO) 64
5 3 Dieta obesogénica (DO) 61 21 97
5 4 Dieta obesogénica (DO) 72 30 80
5 5 Dieta obesogénica (DO) 50 19 67
5 6 Dieta obesogénica (DO) 69 24 93
5 7 Dieta obesogénica (DO) 63 23 73
6 1 Dieta obesogénica (DO) 86 23 86
6 2 Dieta obesogénica (DO) 55 28 81
6 3 Dieta obesogénica (DO) 63 15 78
6 4 Dieta obesogénica (DO) 51 24 79
6 5 Dieta obesogénica (DO)

6 6 Dieta obesogénica (DO) 61 16 82
6 7 Dieta obesogénica (DO) 82

T: Tratamiento — R: Repeticién
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Anexo VI. Biometria e indices corporales al finalizar el periodo de induccién a

obesidad
Longitud | Perimetro | Perimetro Perimetro | . Indice de
T R Dieta utilizada boca ano, del cuello, del térax, del Indice de masa
om om cm abdomen, Lee corporal
cm adaptado
1 1 Dieta obesogénica (DO) 20.23 10.2 13.9 14.8 0.34 0.81
1 2 Dieta obesogénica (DO) 19.56 10.2 146 155 0.35 0.84
1 3 Dieta obesogénica (DO)
1 4 Dieta obesogénica (DO) 19.79 11 13 144 0.34 0.78
1 5 Dieta obesogénica (DO) 20.36 105 13.2 14.1 0.33 0.73
1 6 Dieta obesogénica (DO) 19.43 111 142 145 0.34 0.74
1 7 Dieta obesogénica (DO) 19.03 8.9 125 125 0.34 0.72
2 1 Dieta obesogénica (DO) 20.03 9.8 13 16 0.35 0.84
2 2 Dieta obesogénica (DO) 19.71 11.9 135 14.6 0.35 0.82
2 3 Dieta obesogénica (DO) 19.99 9.1 13 13.2 0.34 0.79
2 4 Dieta obesogénica (DO) 20.77 9.2 12.9 14.7 0.32 0.70
2 5 Dieta obesogénica (DO) 20.66 11.3 134 14.1 0.33 0.71
2 6 Dieta obesogénica (DO) 19.93 9.8 12.9 13.1 0.33 0.71
2 7 Dieta obesogénica (DO) 19.59 9.2 13.3 13.3 0.33 0.72
3 1 Dieta obesogénica (DO) 20.78 11.2 14.1 15.1 0.33 0.75
3 2 Dieta obesogénica (DO) 20.02 10.4 13.8 16 0.34 0.81
3 3 Dieta obesogénica (DO) 19.63 10.3 14 15.1 0.35 0.83
3 4 Dieta obesogénica (DO) 20.53 10 14.2 14.4 0.33 0.74
3 5 Dieta obesogénica (DO) 19.08 9.9 13.8 15.7 0.35 0.81
3 6 Dieta obesogénica (DO) 19.26 9.1 125 13.9 0.35 0.80
3 7 Dieta obesogénica (DO) 18.93 9.2 11.4 12.2 0.33 0.70
4 1 Dieta obesogénica (DO) 18.12 10.6 14 15 0.38 0.99
4 2 Dieta obesogénica (DO) 19.07 10.1 14.5 14.6 0.36 0.90
4 3 Dieta obesogénica (DO) 20.42 10.1 13.9 135 0.33 0.75
4 4 Dieta obesogénica (DO) 19.82 10 13.8 14.2 0.34 0.78
4 5 Dieta obesogénica (DO) 20.57 9.6 13.2 13.2 0.32 0.68
4 6 Dieta obesogénica (DO)
4 7 Dieta obesogénica (DO) 20.65 9.6 125 13 0.32 0.65
5 1 Dieta obesogénica (DO) 21.09 10.2 131 15.5 0.33 0.76
5 2 Dieta obesogénica (DO) 19.48 12.2 13.8 14.8 0.35 0.85
5 3 Dieta obesogénica (DO) 19.75 9.2 14.9 15.1 0.35 0.83
5 4 Dieta obesogénica (DO) 20.20 111 13.9 14 0.33 0.75
5 5 Dieta obesogénica (DO) 19.63 9.2 131 134 0.34 0.79
5 6 Dieta obesogénica (DO) 19.31 9.9 12.9 14 0.34 0.76
5 7 Dieta obesogénica (DO) 18.29 9.5 13.1 14 0.35 0.75
6 1 Dieta obesogénica (DO) 20.61 10.9 145 14.9 0.34 0.80
6 2 Dieta obesogénica (DO) 19.18 104 13.3 15.1 0.36 0.88
6 3 Dieta obesogénica (DO) 18.42 10.3 145 15.6 0.37 0.93
6 4 Dieta obesogénica (DO) 9.5 12.7 14
6 5 Dieta obesogénica (DO)
6 6 Dieta obesogénica (DO) 19.80 9.3 13.1 13.9 0.33 0.72
6 7 Dieta obesogénica (DO) 19.34 9.6 12.2 145 0.33 0.71

T: Tratamiento — R: Repeticion
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Anexo VII. Peso, ganancia de peso, consumo y conversion de alimento tras la

administracion de los tratamientos

T R Dieta utilizada Peso corporal, g Ganancia de Consymo diario | Conversion neta,
peso, g - alimento, g a/g

1 1 Dieta estandar 407.00 74.00 19.43 7.61
1 2 Dieta estandar 384.00 64.00 17.13 7.76
1 3 Dieta estandar 396.00 75.00 18.76 7.25
1 4 Dieta estandar 342.00 37.00 16.47 12.91
1 5 Dieta estandar 344.00 40.00 17.72 12.85
1 6 Dieta estandar 334.00 54.00 16.71 8.97
1 7 Dieta estandar 324.00 62.00 17.13 8.01
2 1 Dieta obesogénica (DO) 410.00 72.00 16.21 6.53
2 2 Dieta obesogénica (DO) 384.00 67.00 16.91 7.32
2 3 Dieta obesogénica (DO) 376.00 62.00 16.33 7.64
2 4 Dieta obesogénica (DO) 358.00 58.00 14.94 7.47
2 5 Dieta obesogénica (DO) 369.00 66.00 15.16 6.66
2 6 Dieta obesogénica (DO) 352.00 71.00 14.49 5.92
2 7 Dieta obesogénica (DO) 345.00 70.00 15.40 6.38
3 1 DO + CLA 390.00 64.00 15.80 7.16
3 2 DO + CLA 418.00 94.00 17.83 5.50
3 3 DO + CLA 372.00 51.00 16.48 9.37
3 4 DO + CLA 364.00 54.00 15.55 8.35
3 5 DO + CLA 368.00 72.00 15.24 6.14
3 6 DO + CLA 375.00 80.00 15.67 5.68
3 7 DO + CLA 298.00 48.00 13.51 8.16
4 1 DO + Fibrato 408.00 82.00 17.80 6.30
4 2 DO + Fibrato 394.00 68.00 18.64 7.95
4 3 DO + Fibrato 353.00 42.00 15.53 10.72
4 4 DO + Fibrato 340.00 33.00 15.29 13.44
4 5 DO + Fibrato 348.00 61.00 16.09 7.65
4 6 DO + Fibrato 374.00 82.00 17.62 6.23
4 7 DO + Fibrato 340.00 61.00 14.86 7.07
5 1 DO + Aceite de oliva 433.00 94.00 18.49 5.70
5 2 DO + Aceite de oliva 403.00 80.00 16.06 5.82
5 3 DO + Aceite de oliva 425.00 103.00 17.49 4.92
5 4 DO + Aceite de oliva 390.00 84.00 16.29 5.62
5 5 DO + Aceite de oliva 388.00 83.00 17.74 6.20
5 6 DO + Aceite de oliva 346.00 64.00 15.12 6.85
5 7 DO + Aceite de oliva 313.00 61.00 13.30 6.32
6 1 DO + Aceite de pescado 430.00 92.00 17.91 5.64
6 2 DO + Aceite de pescado 405.00 83.00 16.38 5.72
6 3 DO + Aceite de pescado 395.00 78.00 16.12 5.99
6 4 DO + Aceite de pescado 376.00 70.00 14.99 6.21
6 5 DO + Aceite de pescado 375.00 73.00 15.69 6.23
6 6 DO + Aceite de pescado

6 7 DO + Aceite de pescado 340.00 76.00 14.19 5.41

T: Tratamiento — R: Repeticién
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Anexo VIII. Perfil lipidico, nivel de glucosa en sangre e indice de aterogénesis

modificado tras la administracion de los tratamientos

o Indice de

T R Dieta utilizada -I;;Eg::f;errlgg;)lsdin HDLnfg/Singre, sa(r?gl;lj'gosﬁg%L atero_gfénesis
' ' modificado

1 1 Dieta estandar 68.00 32.00 131.00 1.13
1 2 Dieta estandar 67.00 36.00 89.00 0.86
1 3 Dieta estandar 63.00 32.00 144.00 0.97
1 4 Dieta estandar 49.00 25.00 82.00 0.96
1 5 Dieta estandar 54.00 21.00 95.00 157
1 6 Dieta estandar 55.00 20.00 76.00 1.75
1 7 Dieta estandar 92.00 35.00 99.00 1.63
2 1 Dieta obesogénica (DO) 129.00
2 2 Dieta obesogénica (DO) 57.00 27.00 92.00 1.11
2 3 Dieta obesogénica (DO) 45.00 33.00 131.00 0.36
2 4 Dieta obesogénica (DO) 50.00 24.00 97.00 1.08
2 5 Dieta obesogénica (DO) 62.00 17.00 129.00 2.65
2 6 Dieta obesogénica (DO) 48.00 18.00 109.00 1.67
2 7 Dieta obesogénica (DO) 45.00 27.00 109.00 0.67
3 1 DO + CLA 64.00 32.00 134.00 1.00
3 2 DO + CLA 58.00 31.00 122.00 0.87
3 3 DO + CLA 63.00 25.00 130.00 1.52
3 4 DO + CLA 52.00 17.00 92.00 2.06
3 5 DO + CLA 70.00 35.00 106.00 1.00
3 6 DO + CLA 51.00 21.00 116.00 1.43
3 7 DO + CLA 58.00 25.00 100.00 1.32
4 1 DO + Fibrato 56.00 17.00 122.00 2.29
4 2 DO + Fibrato 64.00 20.00 115.00 2.20
4 3 DO + Fibrato 56.00 15.00 98.00 2.73
4 4 DO + Fibrato 62.00 15.00 111.00 3.13
4 5 DO + Fibrato 58.00 15.00 92.00 2.87
4 6 DO + Fibrato 56.00 16.00 90.00 2.50
4 7 DO + Fibrato 58.00 28.00 95.00 1.07
5 1 DO + Aceite de oliva 67.00 25.00 150.00 1.68
5 2 DO + Aceite de oliva 51.00 25.00 141.00 1.04
5 3 DO + Aceite de oliva 58.00 19.00 116.00 2.05
5 4 DO + Aceite de oliva 82.00 15.00 132.00 4.47
5 5 DO + Aceite de oliva 63.00 15.00 82.00 3.20
5 6 DO + Aceite de oliva 67.00 22.00 108.00 2.05
5 7 DO + Aceite de oliva 45.00 26.00 98.00 0.73
6 1 DO + Aceite de pescado 65.00 22.00 136.00 1.95
6 2 DO + Aceite de pescado 50.00 27.00 111.00 0.85
6 3 DO + Aceite de pescado 47.00 15.00 116.00 2.13
6 4 DO + Aceite de pescado 59.00 25.00 105.00 1.36
6 5 DO + Aceite de pescado 42.00 15.00 93.00 1.80
6 6 DO + Aceite de pescado
6 7 DO + Aceite de pescado 45.00 23.00 93.00 0.96

T: Tratamiento — R: Repeticién
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Anexo IX. Biometria e indices corporales tras la administracion de los tratamientos

Longitud | Perimetro | Perimetro Perimetro | . Indice de
T R Dieta utilizada boca ano, | del cuello, | del térax, del Indice de masa

om om om abdomen, Lee corporal

cm adaptado
1 1 Dieta estandar 21.73 12.10 14.60 16.20 0.34 0.86
1 2 Dieta estandar 19.85 11.10 14.60 16.20 0.37 0.97
1 3 Dieta estandar 18.98 11.10 14.80 16.60 0.39 1.10
1 4 Dieta estandar 20.95 11.20 14.70 16.50 0.33 0.78
1 5 Dieta estandar 20.42 10.50 13.50 15.00 0.34 0.82
1 6 Dieta estandar 19.80 10.70 13.70 14.60 0.35 0.85
1 7 Dieta estandar 2141 10.60 13.50 15.20 0.32 0.71
2 1 Dieta obesogénica (DO) 20.72 11.50 15.00 17.00 0.36 0.96
2 2 Dieta obesogénica (DO) 21.55 11.70 13.70 15.80 0.34 0.83
2 3 Dieta obesogénica (DO) 20.02 10.70 14.40 16.70 0.36 0.94
2 4 Dieta obesogeénica (DO) 20.83 11.10 13.90 15.20 0.34 0.82
2 5 Dieta obesogénica (DO) 20.86 10.10 13.00 13.70 0.34 0.85
2 6 Dieta obesogénica (DO) 20.60 11.10 12.90 15.00 0.34 0.83
2 7 Dieta obesogeénica (DO) 19.76 9.60 13.80 13.50 0.35 0.88
3 1 DO + CLA 20.88 11.40 14.00 17.20 0.35 0.89
3 2 DO + CLA 20.21 11.70 16.40 17.30 0.37 1.02
3 3 DO + CLA 20.25 11.60 14.60 14.20 0.36 0.91
3 4 DO + CLA 21.11 10.70 14.50 14.50 0.34 0.82
3 5 DO + CLA 20.25 10.80 13.80 14.90 0.35 0.90
3 6 DO + CLA 21.13 12.00 14.50 15.90 0.34 0.84
3 7 DO + CLA 19.02 10.40 14.00 15.20 0.35 0.82
4 1 DO + Fibrato 21.36 11.00 13.80 15.30 0.35 0.89
4 2 DO + Fibrato 19.78 10.80 14.80 17.00 0.37 1.01
4 3 DO + Fibrato 20.49 11.30 13.80 14.30 0.35 0.84
4 4 DO + Fibrato 19.99 10.00 13.00 15.00 0.35 0.85
4 5 DO + Fibrato 20.71 10.30 13.20 14.80 0.34 0.81
4 6 DO + Fibrato 20.96 10.80 13.60 15.20 0.34 0.85
4 7 DO + Fibrato 20.85 10.60 14.30 15.00 0.33 0.78
5 1 DO + Aceite de oliva 21.65 11.60 14.60 16.30 0.35 0.92
5 2 DO + Aceite de oliva 20.79 11.20 14.30 16.20 0.36 0.93
5 3 DO + Aceite de oliva 21.02 11.50 15.20 16.60 0.36 0.96
5 4 DO + Aceite de oliva 20.35 11.40 14.20 15.40 0.36 0.94
5 5 DO + Aceite de oliva 20.03 10.50 14.40 15.00 0.36 0.97
5 6 DO + Aceite de oliva 20.02 10.50 13.50 14.30 0.35 0.86
5 7 DO + Aceite de oliva 20.39 10.20 13.00 14.30 0.33 0.75
6 1 DO + Aceite de pescado 20.89 11.40 15.80 17.40 0.36 0.98
6 2 DO + Aceite de pescado 21.11 10.20 14.00 14.80 0.35 0.91
6 3 DO + Aceite de pescado 20.50 12.00 14.00 15.40 0.36 0.94
6 4 DO + Aceite de pescado 20.29 10.60 13.80 15.00 0.36 0.91
6 5 DO + Aceite de pescado 18.93 11.40 16.00 16.60 0.38 1.05

6 6 DO + Aceite de pescado

6 7 DO + Aceite de pescado 20.11 11.30 13.20 13.60 0.35 0.84

T: Tratamiento — R: Repeticién
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Anexo X. Peso del tejido adiposo e higado tras la administracion de los tratamientos

. - Gras_a . GI’?.SB. .G_r asa G.rasa Grasa Peso

T|R Dieta utilizada abdominal, | inguinal, | epididimal, | perirenal, total, g | higado, g
g g g g

1 1 Dieta estandar 1.28 5.67 6.45 1.40 14.80 17.39
1 2 Dieta estandar 0.86 4.23 4.39 1.23 10.71 13.61
1 3 Dieta estandar 1.35 7.63 5.85 1.51 16.34 18.87
1 4 Dieta estandar 1.17 4.69 271 1.00 9.57 12.26
1 5 Dieta estandar 0.88 5.47 4.70 1.10 12.15 12.64
1 6 Dieta estandar 0.84 5.21 3.83 0.62 10.50 13.19
1 7 Dieta estandar 2.54 8.01 4.90 1.07 16.52 12.00
2 1 Dieta obesogénica (DO) 0.95 4.22 9.50 1.77 16.44 14.86
2 2 Dieta obesogénica (DO) 1.97 2.59 6.61 1.08 12.25 13.95
2 3 Dieta obesogénica (DO) 1.58 8.04 7.99 1.97 19.58 14.08
2 4 Dieta obesogénica (DO) 161 6.24 5.47 1.40 14.72 13.74
2 5 Dieta obesogénica (DO) 1.98 7.39 531 0.82 15.50 15.10
2 6 Dieta obesogénica (DO) 1.81 6.10 4.57 1.05 13.53 12.84
2 7 Dieta obesogénica (DO) 1.16 5.66 4.44 0.70 11.96 12.85
3 1 DO + CLA 1.40 2.96 4.90 1.44 10.70 15.14
3 2 DO + CLA 0.49 7.63 8.43 1.92 18.47 14.55
3 3 DO + CLA 1.04 5.53 6.46 1.33 14.36 13.25
3 4 DO + CLA 1.77 8.41 6.79 1.94 18.91 13.70
3 5 DO + CLA 3.24 7.81 5.32 1.08 17.45 13.24
3 6 DO + CLA 1.46 9.76 6.40 1.63 19.25 12.88
3 7 DO + CLA 1.62 7.50 5.09 1.12 15.33 12.47
4 1 DO + Fibrato 1.33 3.74 6.72 1.60 13.39 26.46
4 2 DO + Fibrato 1.67 7.43 6.90 234 18.34 25.11
4 3 DO + Fibrato 0.94 4.48 4.74 1.25 1141 23.59
4 4 DO + Fibrato 1.60 7.23 4.56 1.19 14.58 21.69
4 5 DO + Fibrato 1.03 6.46 4.96 0.87 13.32 23.25
4 6 DO + Fibrato 1.04 9.29 6.71 1.36 18.40 20.47
4 7 DO + Fibrato 1.99 5.59 421 0.96 12.75 17.90
5 1 DO + Aceite de oliva 1.70 9.76 7.51 1.86 20.83 20.43
5 2 DO + Aceite de oliva 1.59 5.84 8.61 1.70 17.74 14.14
5 3 DO + Aceite de oliva 0.62 8.52 8.72 2.08 19.94 12.95
5 4 DO + Aceite de oliva 1.10 10.11 7.22 2.13 20.56 12.34
5 5 DO + Aceite de oliva 2.85 12.46 7.40 2.07 24.78 11.14
5 6 DO + Aceite de oliva 1.68 9.55 5.58 1.92 18.73 11.62
5 7 DO + Aceite de oliva 0.34 7.54 3.03 0.85 11.76 9.66
6 1 DO + Aceite de pescado 1.50 9.68 10.13 1.23 22.54 18.25
6 2 DO + Aceite de pescado 1.72 5.55 6.83 1.92 16.02 15.68
6 3 DO + Aceite de pescado 0.53 6.63 8.14 1.18 16.48 16.21
6 4 DO + Aceite de pescado 1.29 8.03 6.39 1.18 16.89 17.21
6 5 DO + Aceite de pescado 1.98 7.93 7.13 1.45 18.49 13.47
6 6 DO + Aceite de pescado
6 7 DO + Aceite de pescado 2.59 6.34 4.72 0.93 14.58 10.45

T: Tratamiento — R: Repeticién
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Anexo XI. Expresion génica relativa del ppARe tras la administracion de los

tratamientos

Dieta utilizada Expresion génica PPARa
Dieta estandar 0.004
Dieta estandar 0.104
Dieta estandar 0.602
Dieta obesogénica (DO) 1.000
Dieta obesogénica (DO) 1.000
Dieta obesogénica (DO) 1.000
DO + CLA 1.984
DO + CLA 0.776
DO + CLA 0.296
DO + Fibrato 0.338
DO + Fibrato 0.925
DO + Fibrato 1.896
DO + Aceite de oliva 0.003
DO + Aceite de oliva 1.546
DO + Aceite de oliva 0.480
DO + Aceite de pescado 0.674
DO + Aceite de pescado 4.378
DO + Aceite de pescado 1.058
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