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RESUMEN

Se evaluaron los efectos de dos fuentes de acidos grasos omega-3 y fibrato sobre el peso,
caracteristicas biométricas, analisis bioquimicos, deposicion de grasa y expresion genica del
PPARa en ratas Holtzamn inducidas a obesidad. El estudio tuvo una duracion de 60 dias
dividida en dos fases (F): F1, 30 dias de induccién a la obesidad; F2, 30 dias de asignacion
de los tratamientos (T). En la segunda etapa, 35 ratas Holtzman macho fueron distribuidas
aleatoriamente en 5 tratamientos con 7 repeticiones cada una: T1, dieta estdndar (DE) +
placebo; T2: dieta obesogénica (DO) + Placebo; T3: DO + aceite de pescado (0.5ml/kg
peso); T4: DO + aceite de linaza (0.5ml/kg peso) y T5: DO + fibrato (100mg/kg peso). Al
final de cada etapa se tomaron medidas biométricas y muestras de sangre para medir: perfil
lipidico y nivel de glucosa. Al término del estudio se sacrificaron los animales, se tomaron
muestras de higado para el analisis de expresion génica, ademas de extraer tejido adiposo de
cuatro diferentes secciones (abdominal, inguinal, perirenal y epididimal). Los datos
obtenidos fueron sometidos al proceso ANOVA bajo el Disefio Completamente al Azar y la
diferencia de medias se calcul6 con la prueba LSD utilizando el programa MINITAB. Al
finalizar la F1 no se encontraron diferencias (P>0.05) para ninguna variable. Por otro lado,
al término de la F2 se encontraron diferencias (P<0.05) para C-HDL, grasa total, peso del
higado y consumo de alimento; mientras que la expresion relativa del PPARa a nivel
hepético no mostro diferencias (P>0.05); sin embargo, el aceite de pescado present6 el mayor
valor. En conclusién, las dos fuentes de &cidos grasos omega-3 y el fibrato no generaron
diferencias en ninguna variable biométrica, triglicéridos, glucosa y expresion relativa del

PPARa pero si a nivel C-HDL, grasa total, peso del higado y consumo de alimento.

Palabras claves: Obesidad, omega-3, fibrato, PPARa, perfil lipidico.



SUMMARY

The effects of two sources of omega-3 fatty acids and fibrate on biometric characteristics,
biochemical analysis, fat deposition and gene expression of PPARa in Holtzamn rats
induced to obesity were evaluated. The study divided into two phases (F): F1, 30 days of
induction to obesity; F2, 30 days of allocation of treatments (T). In F2, 35 male Holtzman
rats were randomly distributed into 5 treatments with 7 repetitions each: T1, standard diet
(DE) + placebo; T2: obesogenic diet (DO) + Placebo; T3: DO + fish oil (0.5ml / kg weight);
T4: DO + flaxseed oil (0.5ml / kg weight) and T5: DO + fibrate (100mg / kg weight). At the
end of each phase, biometric measurements and blood samples were taken in order to
determine lipid profile and glucose level. At the end of the study, the animals were
euthanized then liver samples were taken for the analysis of gene expression and at the same
time adipose tissue from four different sections (abdominal, inguinal, perirenal and
epididymal) were extracted. The data obtained were subjected to ANOVA process under the
Completely Randomized Design and the difference of means was determined with the LSD
test using the MINITAB program. At the end of the F1, no differences were found (P> 0.05)
for any measured variable. On the other hand, at the end of the F2, differences were found
(P <0.05) for HDL-C, total fat, liver weight and food intake; while the relative expression of
PPARa at the liver level showed no differences (P> 0.05); however, fish oil presented the
highest value. In conclusion, the two sources of omega-3 fatty acids and fibrate did not
generate differences in any biometric variables, triglycerides, glucose and relative
expression of PPARa but it did influenced (P<0.05) HDL-C level, total fat, liver weight and

food intake.

Key words: Obesity, omega-3, fibrate, PPARGa, lipid profile.



Abreviaturas:

AA: Acido araquiddnico (por sus siglas en inglés)

ADN: Acido desoxirribonicleico

AGE: Acidos grasos esenciales

ALA: Acido a-linolénico (por sus siglas en inglés)

ChREBP: Proteina de union al elemento regulador de carbohidratos (por sus siglas en inglés)
DHA: Acido docosahexaenoico (por sus siglas en inglés)

EPA: Acido eicosapentaenoico (por sus siglas en inglés)

HSL.: Lipasa sensible a hormonas (por sus siglas en inglés)

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

LA: Acido linoleico (por sus siglas en inglés)

LDL: Lipoproteinas de baja densidad (por sus siglas en inglés)

LXR: Receptor X hepatico (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)

RXR: Receptor X retinoide (por sus siglas en inglés)

SM: Sindrome metabdlico

SNC: Sistema nervioso central

SREBP: Proteina de union al elemento regulador del esterol (por sus siglas en inglés)
TG: Triglicéridos

n-3: Omega 3

n-6: Omega 6



l. INTRODUCCION

Hoy en dia la obesidad es uno de los principales problemas de salud pablica a nivel mundial
debido a su gran impacto en la morbimortalidad, calidad de vida, gasto sanitario y expansion;
su padecimiento esta relacionado con la presencia de enfermedades crénicas no transmisibles
como la diabetes, enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer. Donde éstas son
causadas basicamente por un mal direccionamiento de los estilos de vida, como el consumo
de una dieta desbalanceada, abuso de alimentos ricos en calorias, sedentarismo, entre otros;
conduciendo a un balance energético positivo, que trae como consecuencia el sobrepeso y la

obesidad.

Es necesario formular e innovar estrategias, con soporte cientifico, que permitan reducir los
indices de prevalencia de esta condicion, ante esta oportunidad en el mundo se ha venido
trabajando la inclusion de ciertos ingredientes sobre la dieta, como también la medicacion
farmacoldgica; tal es el caso de los &cidos grasos omega-3 y los fibratos quienes actian como
ligandos naturales y sintéticos, respectivamente, sobre receptores nucleares como los
PPARs, cruciales en el metabolismo de lipidos y glucosa. Por otro lado, se conoce que los
acidos grasos omega-3, por los componentes nutricionales y funcionales que poseen, son
considerados ingredientes con una gran participacion en la mejora de enfermedades cronicas
debido al papel ejercido sobre la homeostasis energética; sin embargo, los mecanismos de

accion y su relacion con la expresion génica atn no se encuentran del todo dilucidados.

Por lo expuesto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos de dos fuentes de
acidos grasos omega-3 y fibrato sobre el peso, caracteristicas biométricas, analisis
bioquimicos, deposicion de grasa y expresion génica del PPARa en ratas Holtzamn
inducidas a obesidad.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Sobrepeso y Obesidad

La obesidad es un problema de salud publica tanto en los paises desarrollados como en paises
en vias de desarrollo (Chescheir 2011), siendo 1lamada como la “Epidemia del siglo XXI”
por su impacto en la morbimortalidad, la calidad de vida, el gasto sanitario y expansion
global (Tarqui-Mamani et al. 2013). La OMS define al sobrepeso y obesidad como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud; ademas
considera que la obesidad es una epidemia de una enfermedad cronica no transmisible que
inicia a edades tempranas con un origen multicausal; donde el 39 por ciento de las personas
adultas de 18 a mas afios padece de sobrepeso, y el 13 por ciento presenta obesidad a nivel
mundial (OMS 2017). Paises como Meéxico, Estados Unidos, Inglaterra, Chile y Canada
presentan las prevalencias mas altas de sobrepeso y obesidad en el mundo (Low et al. 2009),
mientras que paises como Japon y Korea presentan las prevalencias de obesidad mas bajas
(OECD 2017).

En el Perq, el estado nutricional de la poblacion ha tenido un cambio gradual, coexistiendo
diferentes formas de malnutricion (déficit y exceso), donde el sobrepeso y obesidad han
aumentado en forma progresiva debido a los cambios en la dieta, los estilos de vida de la
urbanizacion y el desarrollo econémico. La poblacidn en general ha adoptado estilos de vida
poco saludables, como el consumo de comida rapida y barata con alto contenido calérico, y
paralelamente ha disminuido la actividad fisica, probablemente por la estabilidad de la
economia peruana, lo que se refleja en la mayor capacidad adquisitiva en los hogares.
Trayendo como consecuencia cifras donde el 35.5 y 18.3 por ciento de la poblacion mayor

a 15 afos presenta sobrepeso y obesidad, respectivamente (ENDES 2016).

Conocimientos actuales sobre genética y biologia molecular permiten plantear la
etiopatogenia de la obesidad como un fenémeno complejo, debido a la heterogeneidad en su

origen y a la implicancia de diversos factores genéticos como nutricionales. Siendo



considerada como una condicion compleja que implica la desregulacion de varios sistemas
de oOrganos y vias moleculares, incluidos el tejido adiposo, higado, péancreas, tracto
gastrointestinal, el microbioma, el sistema nervioso central (SNC) y la genética del individuo
(Simopoulos 2016). Estudios recientes sugieren que el desarrollo de la obesidad podria tener
su origen en las etapas mas precoces de la vida, es decir, durante el periodo fetal (Jiménez
2013). Ademas, se ha podido determinar que el riesgo de padecer de obesidad extrema a lo
largo de la vida, se multiplica por 7 cuando uno de los progenitores la padece (Hernandez
2011). De manera similar, Doo y Kim (2011) reportan que existe evidencia cientifica
suficiente como para establecer en 71 el numero de genes identificados como posibles
inductores en la aparicién de la obesidad.

En cuanto a los cambios en el patron de alimentacién, el incremento en el consumo de
alimentos de origen animal con elevado contenido caldrico, asi como de bebidas
carbonatadas constituyen un elemento central que explica el acimulo excesivo de grasa
corporal (Jiménez 2013). Popkin (2006) comenta que la transicion nutricional ha progresado
con el paso del tiempo, mostrando cambios en los patrones de alimentacion y actividad,
desde una dieta rica en almidon, baja en grasa y alta en fibra, ademéas de actividad fisica
intensiva a una alta saturacion de los alimentos ricos en grasas, alto contenido de azUcar
refinada y baja en fibra, ademas de baja actividad fisica. El total de calorias, la composicion
de los alimentos, variedad de los mismos, tamafio y nimero de comidas diarias representan
también factores estrechamente vinculados con la obesidad; donde a esta también se suma
la progresiva reduccion en los niveles de actividad fisica. Lo cual se resume en un

desequilibrio energético entre calorias consumidas y gastadas (OMS 2017).

La obesidad reduce la esperanza de vida, quienes la padecen corren el riesgo de morir ocho
a 10 afios antes, respecto a las personas con un peso normal. De esta manera, tiene un fuerte
impacto econémico negativo sobre el presupuesto para salud de la poblacién, debido a que
es un factor detonante de diversas enfermedades de larga duracién y altos costos de atencion
(Garcia-Rodriguez et al. 2010). En términos monetarios, el costo que demanda la obesidad
y sus comorbilidades en paises del primer mundo alcanzan el 2 y 9,4 por ciento,
respectivamente del costo total en salud en paises que cuentan con informacion disponible.
En Estados Unidos el costo anual relacionada al uso de los servicios de salud por obesidad -
costo directo- aumentd de U$ 51,6 a U$ 75 billones desde 1995 al 2003 (Finkelstein et al.

2004). Mientras que en paises andinos tales como Bolivia, Colombia y Pert muestran un

6



requerimiento de recursos financieros por un monto aproximado al 25 por ciento de su

presupuesto total destinado a salud publica (Garcia-Rodriguez et al. 2010).

2.2 Factores de Transcripcion

Los factores de transcripcion son proteinas que se unen a secuencias especificas de ADN
para modificar la transcripcion. Esta modificacion puede ser directa (por ejemplo, un
activador que se une a una region promotora del ADN y a la Pol Il para iniciar la
transcripcion) o indirecta (por ejemplo, que actia a través de uno o varios cofactores)
(Sanders y Mason 2016). Ademas, Lee y Young (2013) reportan que el alcance y la
naturaleza de esta modificacion transcripcional varian entre los genes, los factores de
transcripcion y los tipos de células. Por ejemplo, el tipo y la cantidad de grasa ingerida regula

la composicidn de lipidos y la expresion génica hepatica (Jump et al. 2005).

Se han identificado varios factores de transcripcion hepaticos como posibles dianas para la
regulacion de &cidos grasos, incluidos los receptores nucleares: familia de receptores
activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) a, B, y1 y vy2, receptor X retinoide
(RXR) a, receptor X hepatico (LXR) o y factor nuclear hepatico (HNF-4) a y y; como
también factores de transcripcion de leucina-cremallera hélice-bucle-hélice (bHLH-LZ):
proteina de union al elemento regulador del esterol 1 (SREBP-1), proteina de union al
elemento regulador de carbohidratos (ChREBP), entre otros (Botolin et al. 2006; Dentin et
al. 2005; Jump 2004). Los mecanismos que controlan estos factores de transcripcion no estan
del todo claros, pero probablemente implican cambios en el estado de fosforilacion del factor
de transcripcion, que a su vez controla la abundancia y la actividad nuclear del mismo (Jump
2008).

2.2.1 Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)

Los PPAR son una familia de factores de transcripcion nuclear que pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares, comprendida por los receptores de hormonas
esteroideas, tiroideas, el receptor de vitamina D y los receptores de retinoides (Aleman et al.
2004). Regulan aspectos del metabolismo intermedio, incluyendo caracteristicas de
adipocitos, transporte y eliminacién de glucosa, sensibilidad a la insulina, almacenamiento
y catabolismo de acidos grasos e inflamacion (Kones y Rumana 2015). Kota et al. (2005)

mencionan que hasta el momento, se han identificado tres isoformas dentro de la familia



PPARs: el PPAR-a (NR1C1), PPAR-B/56 (NR1C2), PPAR-y (NR1C3); donde el primero y
el tercero son cruciales en el metabolismo de lipidos y glucosa, respectivamente. Aunque la
informacidn disponible sobre las funciones de PPAR-B es limitada, estudios recientes han
demostrado que también estaria involucrado el metabolismo de la glucosa y la oxidacion de
acidos grasos. Considerando a esta isoforma como una opcion terapéutica frente a la

correccion de trastornos metabolicos y afecciones inflamatorias (Neels y Grimaldi 2014).

Los PPAR se localizan en diversos tejidos, el PPAR-a se encuentra altamente expresado en
tejidos metabdlicamente activos, principalmente en el higado, seguido del corazén, musculo
esquelético, mucosa intestinal y tejido adiposo marron; el PPAR-y se encuentra altamente
expresado en el adipocito, seguido del tejido adiposo marrén, intestino y bazo; mientras que
el PPAR-f se expresa ubicuamente en practicamente todos los tejidos, muestra una mayor
expresion en el higado, intestino, rifidn, tejido adiposo abdominal y musculo esquelético
(Grygiel-Gorniak 2014). Donde las isoformas o y B facilitan la combustion de energia,
mientras que la isoforma y contribuye con el almacenamiento de energia mejorando la
adipogeénesis (Rao et al. 2002). Por otro lado, los receptores PPAR se caracterizan por actuar
en forma de heterodimeros con el receptor del acido 9-cis-retinoico, unirse al ADN por un
elemento de respuesta a PPAR con una secuencia fija e interaccionar con proteinas
correpresoras Yy coactivadoras de la expresion génica (Ros y Laguna 2006).

La cavidad de union Ligando-PPAR es 3-4 veces mayor que la de los otros receptores
nuclerares. Por lo tanto, los PPAR tienen la capacidad de acomodar y unir variedades de
acidos lipofilos naturales y sintéticos a su estructura, actuando como agonistas o ligandos
(Grygiel-Gorniak 2014). Carvajal et al. (2007) indican que los PPAR son activados por la
unién de ligandos naturales derivados de los lipidos de la dieta, como los &cidos grasos
poliinsaturados y sus derivados. Sin embargo, también son activados por ligandos sintéticos
como los fibratos, las tiazolidinedionas o glitazonas, los antiinflamatorios no esteroideos
(AINES). Segun Bishop-Bailey y Wray (2003), los ligandos para el PPAR-a incluyen a los
fibratos (relativamente débiles), acidos grasos poliinsaturados omega-3 de cada larga y
leucorieno B4; mientras que los ligandos para el PPAR-y incluyen a los &cidos grasos libres,

algunos eicosanoides, prostaglandinas y tiazolidinedionas (Tenenbaum y Fisman 2012).



a) PPAR-a

Como se ha indicado lineas arriba, fue el primer receptor nuclear activado por proliferadores
peroxisomicos identificado (NR1C1) y se expresa mayoritariamente en el higado. ElI PPAR-
a hepatico responde a cambios en la grasa exogena (dietética) como en la grasa recién
sintetizada (lipogénesis de novo) (Chakravarthy et al. 2005), respuesta que esta marcada por
cambios en la expresion de multiples enzimas implicadas en la formacion e hidrdlisis de
acidos grasos, elongacion y desaturacion de acidos grasos, y la oxidacion de &cidos grasos
(Pawar et al. 2003; Tong et al. 2006).

Los ligandos naturales o farmacologicos (&cidos grasos omega-3 y fibratos,
respectivamente) controlan principalmente la expresion de los genes implicados en el
metabolismo de los lipidos (Figura 1). Si la concentracion de acidos grasos omega-3
aumenta, se estimula la transcripcion de genes regulados por el PPAR-a activando los
sistemas de oxidacién (Sethi et al. 2002). Activacion que da como resultado un incremento
de la quema de energia y una reduccion en el almacenamiento de grasa; mientras que una
deteccion ineficaz del PPAR-a generara todo lo contrario, dando como resultado una
esteatosis hepatica o también llamado higado graso (Rao y Reddy 2004). Por otro lado, los
ligandos sintéticos del PPAR-a. como los fibratos (clofibrato, fenofibrato y bezafibrato)
reducen las lipoproteinas ricas en triglicéridos (LPRTG) a través del incremento de la
expresion génica implicada en la B-oxidacion de &cidos grasos y una reduccion de la
expresion de la apolipoproteina C-I11 (Fruchart et al. 2001). Ademas, de un aumento en la

sensibilizacion a la insulina y los niveles de glucosa en plasma (Neschen et al. 2007).
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Figura 1. Mecanismos de la transcripcion génica del PPAR. Adaptado de Kota et al. (2005).

2.3 Acidos Grasos Poliinsaturados (PUFA)
2.3.1 Aspectos Generales

Los acidos grasos estan compuestos de una cadena carbonada que posee un grupo metilo y
un grupo carboxilo terminal. Las propiedades de la grasa de la dieta estan determinadas
principalmente por la composicion de sus &cidos grasos, pudiendo ser saturados (sin dobles
enlaces) o insaturados (con dobles enlaces) (Roche 1999). Rodriguez-Cruz et al. (2005)
reportan que los acidos grasos insaturados pueden ser monoinsaturados (un doble enlace) o
poliinsaturados (méas de un doble enlace). Ademas, los acidos grasos insaturados pueden
adoptar dos configuraciones geométricas distintas, denominadas configuraciones cis y trans,
las cuales tienen implicancia en la forma y propiedades fisicas de la molécula (Roche 1999).
Segun Carrero et al. (2005) los PUFA son categorizados en dos familias: la familian-6 y la
familia n-3, también conocidos como w-6 y w-3, respectivamente. La primera deriva del
acido linoleico (LA), quien cuenta con dos dobles enlaces y se caracteriza por tener su primer
doble enlace en el carbono nimero 6 de la cadena, contando desde el grupo metilo extremo.
Por otro lado, la segunda deriva del acido a-linolénico (ALA), quien cuenta con tres enlaces
dobles y cuyos acidos grasos tienen su primer doble enlace en el carbono nimero 3 de la
cadena. Precisamente, los acidos grasos con dobles enlaces en las posiciones w6 y w3 (por

ejemplo, AL; 18: 2w6 y ALA; 18: 3w3) son considerados acidos grasos esenciales (AGE)
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debido a que no pueden ser sintetizados endégenamente por la especie humana y, por lo
tanto, deben proporcionarse en la dieta (Heird y Lapillonne 2005; Carrero et al. 2005; Roche
1999). Rodriguez et al. (2005) indican que la esencialidad de estos acidos grasos es debido
a que los mamiferos carecen de las enzimas necesarias para insertar dobles enlaces en los
atomos de carbono que se encuentran mas alla del carbono 9 a partir del carboxilo terminal.
Los diferentes nimeros y posiciones de los dobles enlaces presentes en la cadena carbonada
confieren a los acidos grasos diferentes propiedades fisiologicas, generando asi gran
importancia sobre la relacion entre los acidos grasos n-3 y n-6 de la dieta (Carrero et al,
2005). Heird y Lapillonne (2005) detallan que dentro del organismo, los AGE se pueden
convertir en otros AGE de cadena mas larga, a traves de procesos sucesivos de desaturacion
y elongacion, rutas que se resumen en la Figura 2; el acido linoleico se metaboliza a &cido
araquidénico (AA; 20: 4n-6), mientras que el ALA da lugar al &cido eicosapentaenoico
(EPA,; 20: 5n-3) y al acido docosahexaenoico (DHA,; 22: 6n-3). Se ha podido identificar la
existencia de competencia entre los &cidos grasos n-3 y n-6 por las enzimas de desaturacion
(Simopoulos 2008).

Ademaés de ser una fuente de energia, las dos familias de PUFAs mencionadas lineas arriba
(n-6 y n-3) se incorporan a las membranas celulares como precursores de los eicosanoides
(prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos) interviniendo en numerosos
procesos fisioldgicos tales como la coagulacion de la sangre o la respuesta inflamatoria e
inmunoldgica (Carrero et al. 2005). Cabe mencionar que los eicosanoides derivados de AA
son proinflamatorios pero tienen funciones homeostaticas importantes que regulan la
promocion como la resolucion de la inflamacion (Ricciotti y Fitzgerald 2011). Por el
contrario, se sabe que los PUFA n-3 y sus derivados de cadena larga principalmente

promueven actividades antiinflamatorias (Tai y Ding 2010).

2.3.2 Relacién Omega-6/0

Segun Das (2006), los PUFA desempefian un papel importante en la composicion de todas
las membranas celulares, manteniendo la homeostasis para su correcta funcién e influir en
su fluidez, regulando asi los procesos de sefializacion celular, funciones celulares y

expresion geénica.
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Figura 2. Vias de biosintesis de los acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6.

Fuente: Wiktorowska-Owczarek et al. (2015).

Los PUFA n-6 y n-3 no son interconvertibles, son metabodlica y funcionalmente distintos, y
con frecuencia tienen importantes efectos fisioldgicos opuestos, por lo tanto, su equilibrio
en la dieta es importante (Simopoulos 2016). Dicho equilibro genera un estado fisiol6gico
menos inflamatorio en términos de expresién génica, metabolismo de prostaglandinas y

leucotrienos, como también produccion de interleucina-1 (Simopoulos 2008).

Con el paso de los afios, los habitos alimentarios han cambiado drasticamente, provocando
asi un desequilibrio en la proporcion de acidos grasos poliinsaturados n-6 / n-3 a favor de
los PUFA n-6, hecho caracteristico de la dieta occidental (Blasbalg et al. 2011; Popkin
2006). Afos atras, Eaton y Konner (1985) atribuyeron este cambio al paso de una dieta
paleolitica (anterior a la revolucion agricola, que comprende principalmente carne, pescado,
verduras y fruta) a una dieta occidental (durante la era moderna de la revolucion
postindustrial, con un mayor consumo de granos y azucares refinados). Dietas contrastadas
en cuanto a su relacion n-6/n-3, donde la dieta primera presenta un equilibrio perfecto (1:1),
mientras que la segunda muestra un profundo desequilibrio a favor de PUFA n-6 (20:1)
(Simopoulos 2002).
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Antes de la década de 1940, el aceite de higado de bacalao era ingerido principalmente por
los nifios como fuente de vitamina A y vitamina D, siendo la dosis habitual de una
cucharadita. Una vez que se sintetizaron estas vitaminas, el consumo de aceite de higado de
bacalao se redujo drasticamente, lo que contribuy6 ain mas a la disminucion del consumo
de EPA y DHA (Simopoulos 2008). De manera similar Blasblag et al. (2011) ilustraron el
profundo cambio mostrado en la relacion PUFAs durante el Gltimo siglo (1909-1999), donde
la contribucion porcentual de la energia de los PUFA n-6 (LA) aumento significativamente
del 2,79 por ciento al 7,21 por ciento, mientras que la del PUFA n-3 (ALA) aumentd de 0.39
por ciento a 0.72 por ciento; lo cual finalmente contribuy6 al aumento de 6.4 a 10.0 en la

relacion n6/n-3.

Estos cambios en la dieta han afectado negativamente a los pardmetros dietéticos; es decir,
el consumo de cantidades excesivas de PUFAS n-6 y en consecuencia una mayor relacion n-
6/n-3, los cuales se encuentran relacionados con la salud, han resultado en un aumento de la
obesidad y las enfermedades cronicas, incluidas las enfermedades cardiovasculares (ECV),
la diabetes y el cancer (Jew et al. 2009; Konner y Eaton 2010). Resultados que son atribuidos
a la mayor cantidad de productos metabdlicos eicosanoides formados por el &cido
araquidonico (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, etc.) que los formados por el
EPA, donde los primeros son biolégicamente mas activos que los segundos; cambiando el
estado fisiologico de la membrana celular a uno proinflamatorio, protrombdtico y
proagregador, con aumentos en la viscosidad sanguinea, vasoespasmo, vasoconstriccion,
proliferacion celular y enfermedades asociadas a estas afecciones (Simopoulos, 2008;
Patterson et al. 2012).

De manera contraria, el consumo de mayores niveles de PUFAs n-3 (baja relacion n-6/n-3)
ejercen efectos supresores (Simopoulos 2002). Existen recomendaciones dietéticas 6ptimas
que mencionan una relacion de 1-4:1 entre los PUFA n-6 y n-3 (Olivier et al. 2011),
mostrando importancia en la salud, prevencién y tratamiento de la obesidad (Simopoulos
2016).

2.3.3 Los acidos grasos poliinsaturados omega-3

Los PUFA n-3 se pueden encontrar en fuentes marinas como los peces, conteniendo acido

eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA); también en fuentes vegetales

13



como nueces, semillas y acetites vegetales que contienen acido a-linolénico (ALA), el cual
se puede convertir en EPA y luego DHA por accién de las desaturasas (DeFillippis y
Sperling 2006). Ejercen efecto reductor de la grasa a través de una extensa regulacion del
metabolismo lipidico, inhibiendo la lipogénesis, promoviendo la lipolisis y la oxidacién de
los &cidos grasos, ademas de suprimir la diferenciacién de los preadipocitos. Por tales efectos
son conocidos como factores antiobesidad (Tai y Ding 2010). De manera mas especifica, el
EPA y DHA participan activamente sobre las modificaciones estructurales y funcionales del
sistema cardiovascular, las cuales incluyen la mejora de la funcion cardiaca, disminucién de
la presion arterial (Fischer et al. 2008), funcién endotelial, inflamacién e inmunidad (Calder
2013) y agregacion plaquetaria (Reiffel y McDonald 2006). Mientras que el consumo de
ALA puede mostrar un papel beneficioso sobre el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Pan et al. 2012).

Afios atras se sugeria, que los efectos de los PUFA n-3 sobre la lipdlisis pueden estar
mediados por la perilipina y / o la lipasa sensible a hormonas (HSL). La fosforilacion de la
primera es requerida para estimular a la HSL y asi inducir a sus actividades lipoliticas
(Miyoshi et al. 2006). Ademas, Guo et al. (2005) reportaron que las tasas de oxidacion de
acidos grasos peroxisomales y mitocondriales en adipocitos se ven incrementadas por accion
de los PUFA n-3, siendo mediados por el aumento de las actividades enzimaticas
relacionadas con la oxidacién, como son la carnitina palmitoil transferasa-1, la acil CoA
oxidasa, la enoil-CoA hidratasa y la cetoacil-CoA tiolasa. Dichos reportes contintan siendo
aceptados; sin embargo, en los ultimos afios se ha venido trabajando de manera mas
profunda, identificando que los PUFA n-3 estan implicados en la regulacion de muchos
procesos metabdlicos mediante la activacion o represion de la expresion de factores de
transcripcion especificos, pudiendo modificar el metabolismo de los lipidos y carbohidratos,
ademas de regular los procesos inflamatorios (Khaire et al. 2015; Lee et al. 2014; Calder
2013). La activacion de los receptores activados por la proliferacion de peroxisomas (PPAR)
son responsables del catabolismo lipidico (Grygiel-Gorniak 2014), la supresion de la
proteina de union al elemento regulador del esterol 1 (SREBP-1) fomenta el mismo efecto;
es decir, inhibe la lipogénesis (Nakatani et al. 2003). Se tienen reportes que de los tres PUFA
n-3 comunmente encontrados en la dieta, el ALA es un regulador débil de la expresion génica
hepética, mientras que el EPA y DHA son fuertes reguladores de la expresion génica

hepética (Pawar y Jump 2003).
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Las propiedades antiinflamatorias de los PUFA n-3 no son conceptos novedosos y los
beneficios de su suplementacion dietética estan bien documentados en varias enfermedades
inflamatorias y autoinmunes, incluida la obesidad (Calder 2013). Sus efectos
antiinflamatorios se demuestran por dos puntos de vista: la secrecion inhibidora de
mediadores proinflamatorios (Tai y Ding 2010) y la muy reducida migracién de macréfagos
al tejido adiposo (Kalupahana et al. 2011). Cabe mencionar que los mecanismos empleados
en la reduccién de la grasa corporal estimulados por el consumo de PUFA n-3, como son la
prevencion de la proliferacion de adipocitos, el aumento de la oxidacion de acidos grasos y
la inhibicion de la lipogénesis hepatica pueden ser considerados como una forma indirecta
de ejercer sus efectos antiinflamatorios (Wang y Huang 2015). En situaciones de inflamacion
cronica tienen participacion las protectinas y resolvinas, sustancias bioactivas derivadas de
EPA y DHA, las cuales presentan una alta capacidad de acelerar la resolucion de la
inflamacion (Serhan 2014; Schwab et al. 2007). Los efectos antiinflamatorios anteriormente
mencionados actiian a través de la activacion de PPARY, el cual se encuentra activo a una

alta concentracién de PUFA n-3 (Krey et al. 1997).

2.4 Principales fuentes PUFA n-3
2.4.1 Aceite de Pescado

El aceite de pescado es considerado como la principal fuente natural de PUFA n-3 de cadena
larga, es decir, el acido eicosapentaenoico (EPA, C20: 5n-3) y el &cido docosahexaenoico
(DHA, C22: 6n-3) (Ciriminna et al. 2017). Tradicionalmente su obtencién se ha dado como
subproducto de la industria de harina de pescado, pero en la actualidad, la industria del aceite
de pescado ha mostrado mayor atencion por los peces mas pequefios y con un contenido
relativamente alto de grasa (sardina, anchoas y arenque) (lvanovs y Blumberga 2017). Cabe
mencionar, que dentro de una misma especie el contenido de PUFA n-3 del aceite de pescado
puede verse influenciado por la temporada y area geogréafica de pesca, asi como la edad,
sexo y dieta (Racine y Deckelbaum 2007). Los mayores contenidos de EPA y DHA estan
presentes en especies como la sardina, caballa, arenque, anchoa, menhaden, higado de
bacalao y salmon (Khoomrung et al. 2014), mientras que los menores contenidos se

encuentran en peces de agua dulce como la tilapia y la carpa (Strobel et al. 2012).
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Numerosos estudios han demostrado que el consumo de aceite de pescado en la dieta mejora
la actividad cardiovascular, la respuesta antiinflamatoria, las funciones del sistema nervioso
(Shahidi 2015; Ward y Singh 2005) ademas de la modulacién de la expresion génica
(Deckelbaum et al. 2006); donde los principales gestores de dichos efectos son el EPA y
DHA (Yates et al. 2014; Fritsche 2006). Tetens (2012) reporta que la ingesta promedio de
EPA y DHA en un rango de 250-500 mg al dia disminuye el riesgo de mortalidad por
enfermedad coronaria; de manera similar la Organizacion Mundial de la Salud, desde 2008
recomienda una ingesta diaria de EPA y DHA de 250 mg para la prevencion primaria de la
enfermedad coronaria y 2 g para una prevencion secundaria (FAO/OMS 2008), equivalente
a un consumo de al menos 2 porciones/semana de pescado azul (Mozaffarian y Wu 2011).

Hartweg et al. (2007) realizaron un metaanalisis donde estudiaron el efecto de PUFA n-3
obtenidos en el mar a nivel de todos los aspectos de los lipidos sanguineos, obteniendo una
reduccion del 25% en triglicéridos y 36% en el colesterol de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL-C), mientras que el colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-C)
aumento ligeramente en un 5.7%. Informacidn que ratifica lo obtenido por otra investigacion
similar, donde el consumo de pescado mostré una disminucion en los triglicéridos de 27%
(Balk et al. 2006). Un buen patron dietético rico en frutas, legumbres, verduras, cereales y
pescado rico en PUFA n-3, puede disminuir la probabilidad de desarrollar sindrome
metabolico (Delavar et al. 2009), mientras que un bajo consumo de este ultimo es asociado

con una mayor probabilidad de desarrollarlo (Ruidavets et al. 2007).

Recientemente, se ha visto un creciente interés en los efectos de diversas relaciones de EPA
y DHA sobre las enfermedades crénicas en modelos animales, ademas se sugiere tener en
consideracién la relacion n-6/n-3 como la relacion EPA/DHA al evaluar tales efectos (Shang
et al. 2017). En una investigacion donde se indujo sindrome metabdélico (SM) a ratas, se
obtuvo que relaciones de 1:1 y 2:1 de EPA/DHA condujo a niveles mas bajos de metabolitos
inflamatorios y estrés oxidativo, representando asi una mejora en los indices de SM, al
compararlo con una relacion de 1:2 de EPA/DHA (Dasilva et al. 2016). Informacion que
reafirma en parte lo obtenido por Molinar-Toribio et al. (2015), quienes reportan que la
suplementacion con EPA/DHA a las proporciones 1:1 y 2:1 disminuyo significativamente

la inflamacion; sin embargo, la proporcion 1:2 disminuyo el estrés oxidativo.
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2.4.2 Aceite de Linaza

El lino (Linum usitatissimum L.) es considerado como la fuente principal de acidos grasos
omega-3 en vegetales, ademas es preferido por sus beneficios para la salud en los seres
humanos y animales (Thambugala y Cloutier 2014; Pali y Mehta 2014). Por otro lado, la
semilla oleaginosa de lino, también conocido como linaza, contiene generalmente entre un
40-50% de aceite y su calidad estd determinada en gran medida por su composicion de acidos
grasos (Cloutier et al. 2010). Muir y Westcott (2003) afirman que el aceite de linaza se
compone principalmente de acido palmitico (PAL, C16: 0; ~ 6%), estearico (STE, C18:
0~4.4%), oleico (OLE, C18: 1~24.2%), linoleico (LA, C18: 2 ~15.3%) y linolénico (ALA,
C18: 3~50.1%). Debido a este ultimo, es que el aceite de linaza cuenta con una reconocida
importancia nutricional (Douny et al. 2016).

Por otro lado, Damude y Kinney (2008) indican que el ALA y el LA en el aceite de linaza
son considerados como &cidos grasos esenciales ya que los seres humanos carecen de
enzimas especificas (A12 y A15 desaturasas) que convierten el OLE a AL y este Gltimo en
ALA. Precisamente este Gltimo actla como precursor de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (PUFA), como son el &cido eicosapentaenoico (EPA, C22:5),
docosahexaenoico (DHA, C22:6) y araquidonico (AA, C20:4) (Rajwade et al. 2010). Sin
embargo, dicha conversién enddgena es limitada en humanos: entre 0.2 a 8 por ciento de
ALA se convierte en EPA (conversion generalmente mas alta en mujeres) y entre 0 a 4 por
ciento de ALA a DHA (Burdge 2004; Pawlosky et al. 2001). De esta manera, los niveles de
EPA y DHA en tejidos y circulantes son determinados principalmente por su consumo
dietético directo (Mozaffarian y Wu 2011).

Recientemente, la linaza se ha ganado la atencion de los investigadores por su contribucion
en la reduccion de muchas enfermedades como la diabetes mellitus, la aterosclerosis, el
cancer (Giada 2010; Demark-Wahnefried et al. 2008) y la proteccién cardiovascular a través
de mejoras en el perfil lipidico (Zhao et al. 2007). Investigadores como Bloedon y Szapary
(2004) atribuyen estos beneficios al acido linolénico, fitoestrogenos y lignanos contenidos
en dicho aceite; que actlan reduciendo ligeramente las concentraciones en suero de
colesterol total y lipoproteinas de baja densidad, reduciendo la absorcion de la glucosa
postprandial, algunos marcadores de la inflamacion y aumentando los niveles séricos de

acidos grasos omerga-3. Gracias a la presencia de componentes con efectos fisiologicamente
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beneficiosos para la salud, la linaza es incluida dentro de los grupos de alimentos funcionales
0 bioactivos (Hasler et al. 2000).

En un estudio en ratas, se evalud el efecto del aceite de linaza sobre la hiperlipidemia,
obteniendo reducciones a nivel de colesterol total y LDL (Akpolat et al. 2011). Corazzin et
al. (2013) reportaron que la inclusion de semillas de linaza en la dieta de toros disminuyo la
expresion de genes como la estearoil-CoA desaturasa (SCD) en el tejido subcutaneo y
adiposo. De manera similar, Arana et al. (2010) reportaron la disminucion de la SCD y la
acetil-CoA carboxilasa 1 o alfa (ACACA) sobre la expresion de genes en la via intramuscular
y subcutanea en corderos alimentados con una dieta que contenia semillas linaza. Algunos
estudios sugieren que el ALA podria tener beneficios cardiovasculares; sin embargo, la
evidencia general sigue siendo mixta y no concluyente (Kromhout et al. 2010; Wang et al.
2006).

2.5 Farmacos relacionados con el tratamiento de dislipidemias

La dislipidemia se caracteriza por altos niveles de lipoproteinas aterogénicas, como es el
caso de las lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) (Ahn y Choi 2015), cuyas elevadas
concentraciones son asociadas con un mayor riesgo de infarto de miocardio y muerte
vascular (Lewington et al. 2007). Mientras que Barter et al. (2007) reportan que bajos niveles
de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) son asociados con una mayor morbilidad y
mortalidad vascular. Existe una mayor controversia entre los niveles de triglicéridos (TG) y
los eventos vasculares; sin embargo, niveles elevados de TG parecen estar asociados con un
mayor riesgo vascular (Sarwar et al. 2007). Ante ello, son utilizados varios agentes para la
prevencion y tratamiento de enfermedades vasculares al modificar el perfil lipidico, como
son las estatinas, las resinas que se unen a los acidos biliares, la niacina, la ezetimiba y los
fibratos (Ridker 2014).

2.5.1 Estatinas

Conocidas como el inhibidor de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
reductasa, las estatinas bloquean eficazmente la sintesis de colesterol hepatico y reducen el
LDL-C en 50% (Koo 2014), siendo consideradas durante las ultimas décadas como el
tratamiento de primera linea contra la dislipidemia aterogénica (Ahn y Choi 2015), donde la

Atorvastatina fue considerada como el farmaco mas vendido en el mercado estadounidense
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en el aflo 2010 (Jackevicius et al. 2012). Sin embargo, Lim et al. (2013) reportan que el
riesgo de la enfermedad cardiovascular aterosclerotica aun persiste en un 60 a 80 por ciento.
Siendo este riesgo restante, el causal de eventos vasculares en aproximadamente el 20 por
ciento de los pacientes con enfermedad coronaria y bajo el tratamiento con estatinas
(Sampson et al. 2012). Ademas, Preiss et al. (2011) mostraron que la terapia con estatinas
genera un pequefio aumento en el riesgo de desarrollar diabetes; sin embargo, la reduccién

de los eventos vasculares supera este efecto adverso.

Cabe mencionar que la limitacion en el uso de estatinas ha recibido atencién en los ultimos
afios, debido a que gran proporcion de la poblacién recibe estos medicamentos. De esta
manera, el riesgo residual en los usuarios es un problema que no se ha abordado
adecuadamente (Kones y Rumana 2015). Ademas, pacientes con hipercolesterolemia
familiar (resulta en un nivel extremadamente alto de LDL-C) y pacientes que son intolerantes
0 que no responden a las estatinas son obstaculos frente al tratamiento; precisamente la
terapia con dosis altas en pacientes intolerantes genera efectos adversos como la
miotoxicidad o hepatotoxicidad (Ahn y Choi 2015). En vista de ello, se viene mostrando
interés en farmacos no estatinos que generen una mejora significativa en los perfiles lipidicos

(Kones y Rumana 2015).

2.5.2 Resinas ligadoras de acidos biliares

Las resinas ligadoras de &cidos biliares han estado en uso desde la década de 1970. Donde
tres de ellas estdn en el mercado estadounidense: colestiramina, colestipol y colesevelam
(Hou y Goldberg 2009). Siendo esta ultima la resina mas nueva y sugerida como un
tratamiento alternativo para pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que son intolerantes a las
estatinas o tienen una elevada concentracién de LDL-C a pesar del tratamiento con estatinas
(Tziomalos et al. 2009). Estas resinas reducen la concentracion de LDL-C con una
disminucidn correspondiente del colesterol total, mientras que la concentracion de HDL-C
puede aumentar en un 10%; esto debido a que son resinas indigestibles que se encuentran
cargadas positivamente y se unen a los acidos biliares cargados negativamente en la luz

intestinal, que luego seran excretados a través de las heces (Insul 2006).

Davidson (2007) reporta que estas resinas disminuyen el colesterol intrahepatico al

interrumpir la circulacion enterohepética de los &cidos biliares, aumentando asi la sintesis de
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estos a partir del colesterol en el higado. Ademas, la reduccion de los niveles del colesterol
hepético conduce a la activacion de la proteina reguladora de la unién elemento esterol 2
(SREBP-2), lo que promueve la transcripcion del receptor de LDL, generando la reduccion

de la concentracion de LDL-C en sangre.

El colesevelam tiene mayor capacidad de union y afinidad a los &cidos biliares que la
colestiramina o el colestipol, pudiéndose utilizar en dosis mas bajas que las usadas para las
otras mencionadas (Davidson et al. 1999). La reduccion de LDL-C generalmente se
encuentraentre el 15 y 18 porciento, dependiendo de la dosis (Insul et al. 2001). Estas resinas
pueden aumentar la sintesis de colesterol al afectar la HMG-CoA reductasa, por lo que la
combinacion con un inhibidor de esta enzima como las estatinas conduce a reducciones
sustanciales de LDL-C, ademas de la reduccion de los niveles de triglicéridos (Hou y
Goldberg 2009). El uso de las resinas ligadoras de acidos biliares en la practica clinica es
dificil, debido a los problemas de adherencia relacionados con la mala palatabilidad del
farmaco y a la aparicion de efectos gastrointestinales (GI) adversos, en particular
estrefiimiento; sin embargo, el clorhidrato de colesevelam parece mostrar menores efectos

gastrointestinales (Davidson 2007).

2.5.3 Niacina

El &cido nicotinico (niacina, vitamina B3) es una vitamina soluble en agua y su papel
metabolico es que sirve como precursor de dos coenzimas esenciales, el nicotinamida
adenina dinucleétido (NAD) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) (Ganji et
al. 2003). Su uso como agente farmacoldgico es conocido desde muchos afios atrés (Altschul
et al. 1955) y en los ultimos afios viene siendo utilizado en el tratamiento de dislipidemias
(Taylor et al. 2009), debido a su participacién en la reduccion de las concentraciones de
colesterol total, apolipoporteina B, triglicéridos, VLDL-C y LDL-C, e incremento de las
concentraciones de HDL-C (Tavintharan y Kashyap 2001). En base a los efectos
mencionados, Ganji et al. (2003) consideran a la niacina como un agente regulador de lipidos

de amplio espectro.

El efecto beneficioso de la niacina para reducir los triglicéridos y las lipoproteinas que
contienen apolipoproteina B (VLDL y LDL) se da a través de dos mecanismos, primero por

la disminucion de la movilizacion de &cidos grasos de los depdsitos de triglicéridos en el
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tejido adiposo (lipdlisis), y segundo por la inhibicion del hepatocito diacilglicerol
aciltransferasa y la sintesis de triglicéridos (Ganji et al. 2003). Mientras que el incremento
de la concentracion del HDL-C esta dado por la reduccion de la tasa de catabolismo
fraccional de la HDL-apo Al (componente proteico del HDL-C) sin afectar las tasas de

sintesis (Kamanna y Kashyap 2000).

El uso de la niacina ha sido asociado con efectos adversos (enrojecimiento y toxicidad
hepatica) (lllingworth et al. 1994), donde la niacina estimula la prostaglandina D> en la piel,
produciendo asi la vasodilatacion de los vasos sanguineos y por lo consiguiente sintomas de
enrojecimiento, calor y picazon (Cheng et al. 2006). Sin embargo, la utilizacion de nuevas
formulaciones de niacina ha demostrado la reduccion significativa del enrojecimiento y
hepatotoxicidad con efectos sobre el perfil lipidico (Maccubbin et al. 2009; Tavintharan y
Kashyap 2001), renovando el interés en el uso de la niacina como agente regulador de lipidos
de amplio espectro y particularmente al incrementar las concentraciones de HDL-C (Ganji
et al. 2003).

2.5.4 Ezetimiba

La ezetimiba es un inhibidor selectivo de la absorcién del colesterol en el intestino delgado
(Dujovne et al. 2002). Actua sobre los enterocitos y posiblemente interactGa con el receptor
de la proteina transmembrana Niemann-Pick C1 Like 1 (NPC1L1), inhibiendo asi el
transporte de colesterol a los enterocitos (Altmann et al. 2004). Recientemente, Jia et al.
(2011) indican que la ezetimiba inhibe selectivamente alrededor del 50% de la actividad del
NPC1L1. Lo que conduce a la reduccién de los niveles de colesterol hepéatico y al incremento
de la eliminacién del LDL-C en plasma (Hou y Goldberg 2009), produciendo asi reducciones
de aproximadamente 14 a 25 por ciento en las concentraciones de LDL-C (Davis y Veltri
2007; Knopp el al. 2003).

Es utilizada como monoterapia en pacientes intolerantes a las estatinas; sin embargo,
presenta un efecto aditivo junto a las estatinas, promoviendo un descenso adicional en la
concentracion de LDL-C y triglicéridos, ademas de un aumento en la concentracion de HDL-
C (Ballantyne et al. 2007; Goldberg et al. 2004). Estudios de monoterapia informan un
descenso del 18,5 por ciento en los niveles de LDL-C y del 8 por ciento en los valores de

TG, mientras que un aumento de 3 a 5 por ciento en los niveles de HDL-C (Pandor et al.
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2009). Hou y Goldberg (2009) reportaron mialgias, molestias gastrointestinales y elevacion
de transaminasas como efectos secundarios comunes del consumo de medicamentos
individuales; sin embargo, dichos efectos son minimos cuando los medicamentos son

combinados.

2.5.5 Fibratos

Los fibratos, agonistas selectivos del PPAR-a, han sido estudiados durante mas de 40 afios
(Acheson y Hutchison 1972). Ros y Laguna (2006) los definen como los ligandos exdgenos
del PPAR-a (clofibrato, bezafibrato, gemfibrozilo, fenofibrato, etc.), siendo claramente
eficaces en la reduccién de los niveles plasmaticos de triglicéridos (TG), con pequefios
incrementos en los niveles de HDL-C (Birjmohun et al. 2005). Torra et al. (2001) atribuyen
dicha reduccion a la mayor captacién y oxidacién hepéatica de acidos grasos, menor
produccidn hepatica de la apo CIlI (inhibidor de la lipoproteilipasa, LPL) y mayor expresion
muscular de la LPL, acelerando de este modo la lipolisis de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos (LPRTG). Mientras que Blaschke et al. (2006) reportan, que la expresion de
apo Al y apo All y de transportadores de colesterol, es asociado con un aumento del HDL-
C y el transporte reverso de colesterol. Por otro lado, una mayor absorcién y oxidacién de
los &cidos grasos celulares, junto a una produccion mas baja de acidos grasos libres y TG,
genera la disminucion de la sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Plutzky
2011). Ademas, los fibratos aumentan la afinidad del LDL por el receptor de LDL hepatico
(LDL-R), reduciendo modestamente los niveles de LDL-C (Kones y Rumana 2015).

Los fibratos poseen un efecto notable sobre la regulacion lipidica en pacientes
hipertrigliceridémicos ya que pueden reducir los triglicéridos en un 36 por ciento, aumentar
en un 8 por ciento los niveles de colesterol HDL (Birjmohun et al., 2005), reducir los niveles
de colesterol LDL en 8 por ciento (rango de -5 a -20 por ciento) como también la expresion
de citoquinas proinflamatorias, inhibicion de la proliferacion y migracion de células del
masculo liso vascular (Kones y Rumana 2015). Siendo la actividad transcripcional del
PPAR-a a nivel del tejido hepético la causante de los efectos lipidicos mencionados
(Blaschke et al. 2006; Staels et al. 1998). De esta manera, pueden reducir el riesgo de eventos
cardiovasculares mediante la prevencion de eventos coronarios, con mayor impacto en

individuos de alto riesgo y en aquellos con dislipidemia combinada (Jun, et al. 2010).
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Se conoce que la adicion de un fibrato a una estatina en pacientes con elevados niveles de
TG y colesterol puede producir un descenso adicional de LDL-C y TG, ademé&s de un
incremento de HDL-C en mayores niveles a los obtenidos con cualquiera de los agentes por
si solo (Hou y Goldberg 2009). Un metaanalisis concluyo que la adicion de fibrato a una
estatina redujo el riesgo relativo en un 10 por ciento para eventos cardiovasculares, 13 por
ciento para eventos coronarios y 19 por ciento para eventos coronarios no fatales (Jun et al.
2010). Sin embargo, Alsheikh-Ali et al. (2004) reportaron precauciones sobre la toxicidad
de algunos tipos de fibratos y su combinacion con estatinas, donde el gemfibrozil en relacion
con el fenofibrato aumenté el riesgo de eventos adversos como la rabdomiodlisis
(desestructuracion y necrosis del musculo esquelético) (Graham et al. 2004). En un estudio
posterior, Jones y Davidson (2005) notificaron que la tasa de rabdomiolisis es
aproximadamente 15 veces menor entre una combinacién fenofibrato mas estatinas que entre
una combinacion gemfibrozil mas estatinas. Ademas, se ha denominado el uso “esencial” de
fibratos en pacientes diabéticos con dislipidemia aterogénica tratados con estatinas, debido

a que permiten reducir el riesgo residual generado por las estatinas (Davidson y Toth 2004).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Evaluacion Biologica
de Alimentos (LEBA), entre febrero y abril del afio 2017; mientras que la evaluacion
molecular, expresion del PPAR-a en higado, fue realizada en el Laboratorio de
Microbiologia (LMIC), entre octubre del afio 2017 y febrero del afio 2018. Ambos lugares
detallados pertenecen al Departamento de Nutricion de la Facultad de Zootecnia,

Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2 Instalaciones y Equipos

En el estudio se emplearon jaulas individuales, cada una equipada con su respectivo
comedero y bebedero, ademas de una bandeja individual que recibia las excretas, aquellas
que eran retiradas diariamente. Las jaulas estuvieron en una habitacion a temperatura
ambiente, donde la renovacién del aire fue constante gracias al empleo de ventiladores y
extractores. Hubo un control manual de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad durante todo

el periodo de evaluacion.

El control de peso de los animales y del alimento, fueron obtenidos empleando balanzas
electrénicas de alta precision (marcas JBC® y HENKEL®, respectivamente). Mientras que
la preparacion de la dieta obesogénica (Extracto etéreo: 20.00%, Proteina: 14.50%) se realizé
empleando una mezcladora marca HOBART®. El suministro de los tratamientos a las ratas
se realizé con ayuda de una micropipeta de 20-200 ul con una imprecision de 12 ul (Figura
3). La evaluacion del perfil lipidico en sangre (Triglicéridos y lipoproteinas de alta densidad,
HDL) fue realizado con el equipo Mission® Cholesterol Monitoring System, mientras que el
nivel de glucosa en sangre empleando el On Call® Advanced Blood Glucose Monitoring
System, ambos de la marca ACON. Para la necropsia de las ratas se emplearon equipos de

diseccion, hojas de bisturi, tijeras, guantes y bolsas descartables.



Figura 3. Utilizacion de la micropipeta en el suministro de los tratamientos.

3.3 Animales Experimentales

Se emplearon 35 ratas macho de la raza Holtzman con 45 dias de edad con un peso promedio
de 187.91 gramos, procedentes del Bioterio, perteneciente al Departamento de Nutricion de
la Facultad de Zootecnia, Universidad Nacional Agraria La Molina, siendo distribuidos al
azar en cinco (5) tratamientos con siete (7) repeticiones por tratamiento, obteniendo 35

unidades experimentales (jaulas), con una rata cada una.

3.4 Alimentacion

La duracién del ensayo biologico fue de 60 dias, el cual tuvo el siguiente cronograma de

alimentacion:

3.4.1 Fase I:

Consistid en proveer a los animales una base alimenticia comun (Dieta Obesogenica, DO)
de manera controlada y agua de mesa envasada (INDDA®) ad libitum durante un periodo de

30 dias, tuvo la finalidad de inducir a la obesidad a los animales en evaluacion gracias a su
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alto contenido de energia y grasas saturadas. La dieta obesogénica contd con 20.00% de
extracto etéreo y 14.50% de proteina.

Preparacion de Dieta Obesogenica (DO): La dieta en mencidn fue proporcionada a los
animales durante la Fase I, fue preparada en el Bioterio teniendo como bases alimenticias al
alimento comercial o dieta estdndar (DE) para ratas fabricado por el Programa de
Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos de la Universidad Nacional Agraria La
Molina y a la manteca vegetal (Tropical®). La composicion quimica y valor nutricional del
alimento comercial para ratas y la manteca vegetal reportado en el etiquetado de los mismos
se muestran en el Cuadro 1y 2, respectivamente.

Para obtener la dieta con 20.00% de extracto etéreo, se mezcldé de manera homogénea el
alimento comercial (85% w/w) y la manteca vegetal (15% w/w), empleando una mezcladora
HOBART®, la mezcla obtenida fue colocada en un recipiente y se conservé en un ambiente
fresco. Aproximadamente 2000 g. de DO fueron preparados cada dos dias siguiendo los
procedimientos mencionados anteriormente (ej. se mezclaron 1700 g. de DE con 300 g de

manteca vegetal).

Cuadro 1. Composicion nutricional del Alimento comercial para ratas

Componente Contenido
Energia Metabolizable, Kcal/Kg 2900
Proteina Digestible min., % 17.00
Grasa max., % 6.00
Fibra méx., % 4.00
Humedad méx., % 14.00
Lisina Digestible min., % 0.92
Met+Cis Digestible min., % 0.98
Fosforo Disponible min., % 0.37
Calcio min., % 0.63

Fuente: Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos-UNALM; compuesto por harina de
maiz, torta de soya 48, harina integral extruida de soya, subproductos de trigo, aceite de palma, carbonato
de calcio, fosfato dicélcico, cloruro de colina 60%, cloruro de sodio, aminoacidos sintéticos, premezcla
Vit-Min., antioxidantes y antifngicos.
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Cuadro 2. Composicion nutricional de la manteca vegetal

Componente Contenido
Energia Metabolizable, Kcal/Kg 9000
Proteina Digestible min., % 0.00
Grasa max., % 100.00
Fibra méx., % 0.00
Humedad maéx., % 0.00
Lisina Digestible min., % 0.00
Met+Cis Digestible min., % 0.00
Fosforo Disponible min., % 0.00
Calcio min., % 0.00

Fuente: Tropical®

3.4.2 Fase II:

Consistio en la asignacion y administracion de los tratamientos de manera controlada,
provision de agua ad libitum durante un periodo de 30 dias. La administracion diaria de los
aceites (pescado y linaza), fenofibrato (Controlip®) y agua (placebo) se realizé a las 11:30
am utilizando una micropipeta de 20-200 ul. EI perfil de acidos grasos de las fuentes de
omega-3 empleadas se muestra en el Cuadro 3 y es detallado en los ANEXOS 1y Il,
mientras que el fenofibrato empleado tuvo una concentracion de 160mg y fue distribuido

bajo el nombre de Controlip®, producto producido por Abbott Laboratorios.

Cuadro 3. Perfil de &cidos grasos de las dos fuentes de omega-3 empleadas

Acidos Grasos, 9/100g de Aceite de Pescado  Aceite de Linaza
muestra
Acidos grasos trans <0.011 <0.011
Acidos grasos Omega 3 36.565 59.601
Acidos grasos Omega 6 3.296 13.678
Acidos grasos Omega 9 17.53 18.111
Acidos grasos EPA 10.753 <0.014
Acidos grasos DHA 24.413 <0.038
Acidos grasos EPA + DHA 35.166 <0.014

Fuente: CERPER S. A. (Aceite de pescado-SunDown®; Aceite de linaza-Gatti®)
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3.5 Tratamientos

Luego de haberse culminado los primeros 30 dias de evaluacion (Fase I, induccion a la
obesidad), los animales fueron seleccionados al azar y asignados aleatoriamente a uno de los

siguientes cinco (5) tratamientos:

- Tratamiento 1: Dieta comercial o estandar (DE) + Agua (placebo)
- Tratamiento 2: Dieta obesogénica (DO) + Agua (Placebo)

- Tratamiento 3: DO + Aceite de Pescado (0.5 ml/kg Peso*)

- Tratamiento 4: DO + Aceite de Linaza (0.5 ml/kg Peso*)

- Tratamiento 5: DO + Fenofibrato (100mg/kg**)

“La determinacion de la dosis respectiva para cada tratamiento y repeticion se realizé a partir
del peso promedio obtenido entre todos los animales al iniciar la fase 11 de la evaluacion. El
peso promedio de los animales fue de 302 g, de esta manera la dosis aplicada al T3y T4 fue
de 151 ul de aceite/ animal/ dia. ““Dosis alta de fenofibrato empleada en ratas (Osada et al.
2014).

3.6  Sujecion, anestesia y eutanasia

Durante la conduccion de la presente investigacion, en muchas de las actividades que la
involucran, se establecieron intervenciones que controlasen el posible dolor y sufrimiento
generado durante cada procedimiento. De esta manera, la manipulacién y sujecion de los
animales se realizo siguiendo las recomendaciones propuestas por Mourelle et al. (2013) y
Maurer et al. (2008).

En cuanto a la anestesia, se establecié un protocolo pre-anestésico el cual consistié en
someter a un ayuno de 12 horas, realizar una revision clinica y pesaje de los animales.
Establecido el estado clinico favorable de los mismos, se ejecutd un protocolo de anestesia
general en base a Xilacina al 2% (Dormi-Xyl® 2) y Ketamina al 10% (Halatal® KT), los
cuales fueron aplicados en una sola toma por via intraperitoneal a razon de 5 mg/Kg P.V. y
60 mg/Kg P.V., respectivamente. Teniendo un tiempo de accion de 30 a 45 minutos
(Sarradell et al. 2010). Los protocolos en mencion fueron realizados al término de las 2 fases

de evaluacion, dia 30 y 60 de la investigacion.
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Sobre la eutanasia, fue realizada el dia 60 de la investigacion, luego de realizar las
actividades programadas con los animales anestesiados. Se aplicd una sobredosis de
pentobarbital sédico a razon de 60mg/Kg P.V. por via intracardiaca (al considerar la
medicion de la grasa abdominal post-mortem). La eutanasia con barbituricos es considerado
un método aceptable (Donovan y Brown 2005). Al finalizar la realizacién de las actividades
vinculadas con la diseccidn de 6rganos y tejidos, se procedié con la remocién los desechos
organicos generados, siendo eliminados siguiendo las normativas establecidas por la Oficina

de Gestion Ambiental de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.7 Parametros de Evaluacion

La presente investigacion evalud diferentes parametros de interés, siendo realizados en
momentos pertinentes, los cuales son detallados lineas mas abajo. El flujograma que detalla

las actividades realizadas durante las fases de evaluacion se muestra en la Figura 4.

3.7.1 Peso corporal, ganancia de peso y consumo de alimento

a) Peso Corporal

Se tomd el peso de los animales en tres oportunidades, siendo expresado en gramos: el dia
de la recepcién (dia 0), al inicio de la Fase Il (donde se realiz6 la homogenizacion de los

pesos, para luego darse la distribucion al azar en los tratamientos) y al finalizar la Fase II.

b) Ganancia de Peso (GP)

Obtenida a partir de la diferencia entre el peso final y el peso inicial de la Fase 1 y Il, siendo

expresada en gramos.

¢) Consumo de Alimento

El consumo de alimento se cuantificd diariamente de manera indirecta, ya que se pesoé el
residuo y desperdicio del alimento encontrado 24 horas después de haberlo proporcionado.
La cuantificacién del consumo se llevd a cabo durante toda la Fase Il de la evaluacion,

haciendo uso de una balanza analitica de precision de 0.001 g (HENKEL®).
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Figura 4. Flujograma de las actividades desarrolladas durante el estudio.
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3.7.2 Caracteristicas Biométricas e indices corporales

Se realizaron las siguientes medidas biométricas e indices corporales:

a) Longitud Hocico-Ano (LHA)

Medicion obtenida al posicionar al animal de manera recta sobre una base plana, tomando
la longitud representada desde el hocico hasta el ano, empleando un vernier profesional
(Cossio et al. 2010). Dicho parametro fue obtenido cuando los animales se encontraban

anestesiados; es decir, al iniciar y finalizar la Fase Il. Siendo expresado en centimetros.

b) Perimetro de cuello (PC)

Medicion obtenida inmediatamente antes de la pata delantera del animal, empleando una
cinta métrica convencional. Dicho pardmetro fue obtenido cuando los animales se
encontraban anestesiados; es decir, al iniciar y finalizar la Fase Il. Siendo expresado en
centimetros (Elaboracion propia).

c) Perimetro Toraxico (PT)

Medicion obtenida inmediatamente detras de la pata delantera del animal, empleando una
cinta métrica convencional (Angéloco et al. 2012). Dicho pardmetro fue obtenido cuando
los animales se encontraban anestesiados; es decir, al iniciar y finalizar la Fase Il. Siendo

expresado en centimetros.

d) Perimetro Abdominal (PA)

Medicion obtenida inmediatamente antes de la pata posterior del animal, empleando una
cinta métrica convencional (Angéloco et al. 2012). Dicho pardmetro fue obtenido cuando
los animales se encontraban anestesiados; es decir, al iniciar y finalizar la Fase Il. Siendo

expresado en centimetros.

e) Indice de Lee

Este indice fue utilizado por Resende et al. (2016) y se calculo de la siguiente manera:

i/Peso corporal (g)
Longitud Hocico Ano (cm)

indice de Lee =

31



Es ampliamente utilizado en investigaciones como un predictor de obesidad, para lo cual
una valor igual o menor a 0.300 fue considerado como normal, mientras que un valor mayor

a 0.300 fue considerado como obeso (Bernardis y Patterson 1968; Lobato et al. 2012).

f) Peso del Higado

Después de la eutanasia e iniciada la diseccién, se extrajeron las visceras. El higado fue
lavado con una solucién salina (cloruro de sodio al 0.9%) manteniendo su integridad, para

luego tomar su peso, el cual fue expresado en gramos.

3.7.3 Anadlisis Bioquimicos

Las siguientes variables fueron obtenidas mientras los animales se encontraban bajo efecto
de la anestesia; es decir, al iniciar y finalizar la Fase 1. La muestra de sangre fue tomada
luego de realizar un pequefio corte en la parte final de la cola (Parasuraman et al. 2010;
Fluttert et al. 2000). Los valores obtenidos en cada tratamiento fueron enfrentados con los

obtenidos en el grupo control para cada variable en evaluacion.

a) Triglicéridos

Se determind la concentracion sanguinea de triglicéridos (TG) empleando el equipo
Mission® Cholesterol Monitoring System y el kit de diagndstico Test Devices - 3-1 Lipid
Panel (N° Cat. C131-2041), el cual sigue la metodologia de reflectometria. Los valores se
expresaron en miligramos por decilitro (mg/dL). La informacion relacionada a éste kit
comercial es detallado en el ANEXO Il11.

b) Lipoproteinas de alta densidad

Se determin6 la concentracién sanguinea de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C)
empleando el equipo Mission® Cholesterol Monitoring System y el kit de diagndstico Test
Devices - 3-1 Lipid Panel (N° Cat. C131-2041), el cual sigue la metodologia de
reflectometria. Los valores se expresaron en miligramos por decilitro (mg/dL). La

informacion relacionada a éste kit comercial es detallado en el ANEXO I11.
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c) Nivel de Glucosa

Se determiné la concentracion sanguinea de glucosa empleando el equipo On Call®
Advanced Blood Glucose Monitoring System y el kit de diagndstico On Call® Advanced
Blood Glucose Test Strips (N° Cat. G134-101), el cual sigue la metodologia de la
catalizacion selectiva de la oxidacion de glucosa. Los valores se expresaron en miligramos
por decilitro (mg/dL). La informacion relacionada a éste kit comercial es detallado en el
ANEXO II1.

3.7.4 Deposicion de grasa

Después de la eutanasia e iniciada la diseccion de los animales, se procedio con la
visualizacion anatémica de diferentes localizaciones de tejido adiposo propuesto por Ma et
al. (2016). De esta manera se tomo el peso (expresado en gramos) de las siguientes
localizaciones de tejido adiposo: grasa abdominal, grasa inguinal, grasa epididimal, grasa
perirenal y grasa total, siguiendo el diagrama de distribucién de los depoésitos de grasa
identificados por Cinti (2002), el cual se muestra en el ANEXO IV.

3.7.5 Evaluacion Molecular

Luego de realizar los procedimientos de eutanasia y necropsia, se realizo la diseccion del
higado de cada animal, a partir del cual se tomé una muestra de 200mg, adicional a ello una
muestra fue conservada en nitrégeno liquido de acuerdo a las recomendaciones de Bagul et
al. (2012) y Mohammadi et al. (2014). El procedimiento realizado sobre la muestra de
higado fue hacer cortes en tiras, las cuales fueron colocadas en tubos de 15 ml a los que se
le agreg6 el reactivo RNA later (Invitrogen®) bajo una proporcion 1:3 por un periodo de 24
horas a temperatura ambiente. Pasado dicho periodo se decantd el exceso de reactivos y las

muestras fueron conservadas a -20°C para su posterior analisis.

En cuanto a la extraccion de ARN, se sigui6 la metodologia del reactivo Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Se realiz6 la verificacion de cantidad y calidad de ARN por
espectrofotometria (Nanodrop One) y electroforesis. Se emplearon los indices de pureza
260/280 y 260/230 (relaciones de absorbancia de &cidos nucleicos corregidas) como
indicadores de calidad del ARN, donde ratios cuyo valor se encontraron entre 1.8 a 2.0 para
el primero y entre 1.8 a 2.2 para el segundo fue aceptado como “puro”, mientras que valores

por debajo de los rangos mencionados indicaron posible contaminacion (Thermo Fisher
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Scientific, 2016). Ante ello, se empled un kit de limpieza de posibles trazas de ADN (TURBO
DNA-free kit) que hubiesen quedado tras la extraccion, para luego volver a verificar la

calidad de las muestras por espectrofotometria.

Siguiendo con los procedimientos, se realizd la generacion de las cDNA (DNA
complementario) a partir de las muestras de ARN empleando el kit High-capacity cDNA
Reverse transcription®, con la finalidad de realizar el ensayo de expresion mediante PCR a
tiempo real, para lo cual se siguieron las especificaciones del kit (PowerUp™ SYBR® Green
Master Mix). La expresion del gen enddgeno CT-18S fue utilizado para normalizar la
expresion del gen de interés seleccionado (PPARa), para lo cual fueron estandarizados los
protocolos de PCR a una temperatura de melting de 60° para ambas PCR. A fin de asegurar
la calidad de los 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 con ayuda del programa
bioinformatico: REST 2009 (Relative Expression Software Tool) de Qiagen. El cual se basa
en el método de cuantificacion relativa de Pfaffl (Pfaffl et al. 2002), que consiste en
normalizar los datos con el gen de referencia utilizando el valor de las eficiencias de cada
gen. En el presente estudio, el gen de interés fue el PPARa. Los primers (cadenas de acidos
nucleicos que sirven como punto de partida para la replicacion del DNA) empleados para la

expresion genica del PPARa son descritos en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Primers empleados para la expresion génica del PPARa

Tamaiio de

Genes Forward (Hacia adelante) Reverse (Hacia atras) fragmento
PPARo2 5 -AATCCACGAAGCCTACCTGA-3"  5-GTCTTCTCAGCCATGCACAA-3’ 132
18sb 5’-GGAGAGGGAGCCTGAGAAAC-3* 5’-CAATTACAGGGCCTCGAAAG-3’ 128

Fuente: °Li et al. (2014); ®Zhang et al. (2016).
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3.8 Disefio Estadistico

En el ensayo se empled el Disefio Completamente al Azar (DCA), con cinco tratamientos y
siete repeticiones. El analisis de varianza de los datos registrados se llevo a cabo aplicando
el procedimiento ANOVA utilizando el programa MINITAB version 17. Mientras que la
comparacion de medias se realizé a través de la prueba LSD. En todos los casos se emple6

un nivel de significancia de 0.05 para detectar diferencias significativas.

El Modelo Aditivo Lineal es:

Yij=u+Ti+ £ij

Donde:

Yij = es la respuesta observada bajo el i-ésimo tratamiento.
M = Efecto de la media general del experimento.
Ti = efecto del i-ésimo tratamiento (i=1, 2, 3, 4, 5)

£ij = Efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento.

De manera similar, para el andlisis estadistico de los resultados de expresion génica (qQRT-
PCR) se empled el Disefio Completamente al Azar (DCA), con cinco tratamientos y tres
repeticiones. Se utiliz6 la Prueba de Dunnett para las comparaciones multiples como parte
del ANOVA. La comparacion de las medias de todos los tratamientos fue frente al
tratamiento control (T2), el cual a la vez fue considerado como un tratamiento. El programa
estadistico empleado fue el GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.). Se emple6 un

nivel de significancia de 0.05 para detectar diferencias significativas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos al finalizar el periodo de induccion a la obesidad (Fase 1), se
muestran en el Cuadro 5y en los ANEXOS V, VI, VIl y VIII. De manera particular el
peso corporal obtenido en esta fase se muestra en la Figura 5.

Para todos los pardmetros evaluados, peso corporal, ganancia de peso, caracteristicas
biométricas (LHA, perimetro del cuello, perimetro toraxico, perimetro abdominal e indice
de Lee) y analisis bioquimicos (concentracion sanguinea de triglicéridos, HDL-C y glucosa)
no se observaron diferencias significativas (P>0.05). Resultados que eran esperados debido
a que todos los animales durante esta fase de evaluacién recibieron una base alimenticia
comdn (Dieta obesogénica); es decir, no se incorpor6 ninguna fuente de variacion;
permitiendo asi dar inicio a la Fase Il de manera homogénea. Ademas, la informacion
obtenida permite inferir que las posibles fuentes de variacion como son el ambiente o el
manejo operativo realizado sobre los animales no generaron efecto de importancia

estadistica.

Los resultados obtenidos al finalizar el periodo de suministro de tratamientos (Fase I1) en el
presente trabajo, se muestran en los Cuadros 6, 7, 8, 9 y 10.

4.1 Peso corporal y ganancia de peso

Los resultados de peso corporal y ganancia de peso obtenidos al finalizar el periodo de
suministro de tratamientos (Fase 1l) se detallan en el Cuadro 6 y en el ANEXO IX,
respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en peso corporal y
ganancia de peso entre tratamientos. Sin embargo, se puede observar una tendencia en que
los grupos de animales donde se incorpor6 las fuentes PUFA n-3 ademas de una dieta rica

en grasas saturadas (T3 y T4) presentaron mayores valores para las variables en mencion.



Cuadro 5. Respuesta obtenida al finalizar el periodo de induccion a la obesidad (Fase I).

) Grupos* Probabilidad

Variables 1 > 3 2 5 P>F
Peso corporal, Inicial (g) 191.00 183.57 192.00 189.00 184.00 0.815
Peso corporal, Final (g) 303.57 304.00 304.29 303.43 304.00 1.000
Ganancia de peso, g 112,57 120.43 112.29 114.43 120.00 0.797
Caracteristicas Biométricas
LHA,30d (cm) 19.73  20.10 19.47 19.58 19.77 0.714
Perimetro del Cuello, cm 10.32 10.04 10.00 9.97 10.00 0.934
Perimetro Toraxico, cm 13.57 13.14 13.38 13.43 13.65 0.737
Perimetro Abdominal, cm 14.30 14.14 14.67 1453 13.92 0.640
indice de Lee, 30d 0.339 0.335 0.346 0.343 0.342 0.743

Analisis Bioquimicos

Triglicéridos, 30d (mg/dL) 67.00 6340 63.20 65.80 64.40 0.987
HDL-C, 30d (mg/dL) 2150 2440 21.20 23.00 24.60 0.509
Glucosa, 30d (mg/dL) 89.33 78.71 8133 80.14 9133 0.518

*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).

Figura 5. Peso Corporal obtenido al finalizar el periodo de induccién a la obesidad (Fase

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



Cuadro 6. Peso corporal, ganancia de peso y consumo de alimento obtenidos tras la
administracion de los tratamientos (Fase I1).

Tratamientos*

Variables Probggllzlldad
1 2 3 4 5
Peso corporal Final, g 361.57 370.57 386.83 374.43 365.29 0.604
Ganancia de Peso 30-60d, g 58.00 66.57 78.67 71.00 61.29 0.054

Consumo de Alimento, g 511.00% 453.40° 460.47° 451.51° 479.86%° 0.023

a.b- valores con letra distinta como superindice en una misma fila difieren significativamente (P<0.05). *T1,
Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza; T5,
DO + Fenofibrato.

Figura 6. Consumo de alimento obtenido tras la administracion de los tratamientos (Fase

).
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3.b: Barras con letra distinta como superindice difieren significativamente (P<0.05). "T1, Dieta estandar; T2,
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El grupo de animales que no recibi6 una dieta rica en grasas saturadas y la no suplementacion
de alguna fuente PUFA n-3 presentaron los valores més bajos. Resultados similares a los
obtenidos por Kopf et al. (2014) quienes reportaron la no presencia de diferencias
significativas en el peso corporal de las ratas en evaluacion. Ademas, muestran una tendencia
similar a la obtenida en el presente estudio, donde el grupo de animales que recibié una dieta
estandar y una dieta rica en fructosa con inclusion de fenofibrato mostraron los menores
pesos corporales al compararlos con el grupo que consumio exclusivamente una dieta rica
en fructosa. Recientemente, Chiu et al. (2017) quienes estudiaron el papel del aceite de
pescado y quitosano sobre la expresion proteica de factores de transcripcion tampoco
encontraron diferencias significativas en el peso corporal de ratas alimentadas con una dieta
obesogénica suplementada con aceite de pescado y alimentadas exclusivamente con una
dieta obesogénica; sin embargo, se muestra un mayor peso corporal en el grupo que recibio
el aceite de pescado, resultado similar al obtenido en el presente estudio. Caso contrario a
los resultados obtenidos por Thorsdottir et al. (2007), quienes a través de la restriccion
caldrica a nivel de la dieta sumada a la inclusion de aceite de pescado obtuvieron una mejora
en la pérdida de peso, siendo asociado este efecto a la generacion de una mayor saciedad por
parte de los PUFA n-3 y al papel regulador que presentan sobre la expresion génica del
metabolismo lipidico.

De esta manera, tales resultados sugieren que el aceite de pescado como otras fuentes PUFA
n-3 ejercen efectos reguladores sobre el metabolismo lipidico de ratas obesas, al generar
alteraciones como la inhibicion de los receptores hepaticos X-a (LXRa) y la activacion del
PPAR-a, afectando asi la expresion de genes asociados a la lipogénesis hepatica y
fomentando la expresion de genes vinculados con la oxidacion lipidica, respectivamente
(Chiu et al. 2017); es decir, un efecto mas alla de la pérdida peso corporal, especialmente

cuando se trabaja con dietas altas en energia.

4.2 Consumo de Alimento

Los resultados de consumo de alimento obtenidos al finalizar el periodo de suministro de
tratamientos (Fase I1) se detallan en el Cuadro 6, en la Figura 6 y en el ANEXO IX. Se
obtuvo diferencias significativas (P<0.05) en el consumo de alimento, donde el grupo de
animales que recibié una dieta estandar (T1) presentd el mayor consumo de alimento,

mientras que los menores valores fueron obtenidos en los grupos de animales que recibieron
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el suministro de aceite de linaza (T4) y dieta obesogénica (T2). EI menor consumo de
alimento obtenido por parte de los grupos de animales que recibieron la dieta obesogénica,
ademas de la inclusion de PUFA n-3, es similar a lo reportado por Thorsdottir et al., (2007)
quienes concluyen que el consumo de PUFA n-3 modula la saciedad posprandial en
individuos con sobrepeso y obesidad, reduciendo asi el posterior consumo de alimentos.
Afios més tarde, Watanabe et al. (2009) y Pimentel et al. (2012) concluyeron que el consumo
de una dieta hiperlipidica enriquecida con PUFA n-3 aumento la actividad neuronal de los
sitios hipotalamicos anorexigénicos, lo cual explica el bajo consumo de alimento obtenido
en los grupos de animales que recibieron la inclusion de una fuente PUFA n-3. Por otro lado,
los resultados obtenidos por Chiu et al. (2017) no alcanzaron a obtener diferencias
significativas sobre consumo de alimento entre tratamientos evaluados; sin embargo, el
grupo de animales que recibid una dieta estandar tendié a consumir mas alimento que los
grupos cuya base alimenticia fue una dieta obesogénica y ésta Gltima suplementada con
aceite de pescado.

4.3 Caracteristicas Biométricas e indices corporales

Los resultados referidos a las caracteristicas biométricas e indices corporales obtenidos al
finalizar el periodo de suministro de tratamientos (Fase 1) se detallan en el Cuadro 7 y en
los ANEXOS Xy XI. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) para ninguna
de las variables biométricas trabajadas. De manera particular el indice de Lee obtenido tras

la administracion de los tratamientos se muestra en la Figura 7.

El indice de Lee viene siendo utilizado como un determinador rapido y preciso de obesidad
en ratas sometidas a un incremento de peso, donde resultados por debajo de 0.300 son
considerados normales. La informacion obtenida en el presente estudio es similar a la
reportada por Malafaia et al. (2013) quienes no evidenciaron diferencias significativas para
el indice de Lee entre los grupos de animales que recibieron una dieta estandar y ésta Gltima
suplementada con sucrosa (dieta obesogénica) por un periodo de 91 dias, cabe destacar que

ambos grupos presentaron un valor mayor a 0.300; es decir, se encontraban obesos.
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Cuadro 7. Caracteristicas biométricas e indices corporales obtenidos tras la administracion

de los tratamientos (Fase II).

. Tratamientos* Probabilidad
Variables P>E
1 2 3 4 5
LHA,60d (cm) 20.45 20.62 20.31 20.20 20.59 0.789
Perimetro del Cuello, cm 11.04 10.83 11.15 10.86 10.69 0.683
Perimetro Toraxico, cm 14.20 13.81 14.47 14.06 13.79 0.490
Perimetro Abdominal, cm 15.76 15.27 15.47 15.59 15.23 0.880
indice de Lee, 60d 0.349 0.348 0.359 0.357 0.347 0.435

“T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.

Figura 7. indice de Lee obtenido tras la administracion de los tratamientos (Fase I1).
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Sin embargo, difiere con los resultados obtenidos por Mutiso et al. (2014) a nivel de longitud
Hocico-Ano (LHA) quienes reportaron la presencia de diferencias significativas entre el
grupo de animales que recibid una dieta estandar y una dieta obesogeénica por un periodo de

siete semanas.

Por otro lado, Yamazaki et al. (2011) quienes trabajaron con etapas experimentales similares
a las del presente estudio; es decir, una etapa de induccion a la obesidad y otra de suministro
de tratamientos si lograron obtener diferencias significativas a nivel del indice de Lee entre
el grupo de animales que recibi6 una dieta estandar y una dieta obesogenica; sin embargo,
no evidenciaron diferencias significativas entre el grupo obesogeénico y el grupo obesogenico
suplementado con aceite de pescado (1 g/Kg/dia), resultados similares a los obtenidos en la

evaluacion.

En la presente investigacion, la administracion de fenofibrato no afectd significativamente
el indice de Lee. En la literatura no existe suficiente informacién disponible sobre su efecto
direccionado en el indice de Lee. Shabbir et al. (2016) realizaron la comparacion entre ratas
alimentadas con una dieta obesogénica y ésta Ultima suplementada con la administracién de
un farmaco hipolepemiante (atorvastatina, 10 mg/Kg/dia) no encontrando diferencias
significativas tanto a nivel de longitud Hocico-Ano (LHA) e indice de Lee. De manera
similar, Poletto et al. (2015) quienes trabajaron con ratones inducidos a obesidad, no
encontraron diferencias significativas a nivel de indice de Lee entre los grupos de animales
que recibieron una dieta obesogénica con y sin la administracion de atorvastatina (0.1% w/w)

durante cuatro semanas.

Segun las continuas investigaciones direccionadas a esta seccion. Los indicadores
biométricos o también llamados indicadores de evaluacion somatica, como el indice de Lee,
longitud total, longitud de la cola, longitud del cuerpo, indice de masa corporal y
circunferencia del abdomen presentan altos valores de confiabilidad. Siendo considerados
como técnicas adecuadas para la estimacion de la composicién corporal en ratas (Angéloco
et al. 2012). Gracias a su facilidad, practicidad y bajo costo de ejecucion Cossio et al. (2010)
sugieren el empleo de dichas medidas para estudios que involucren el crecimiento, desarrollo
y maduracién de ratas, como también sus posibles relaciones con variables fisioldgicas y

bioquimicas.
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4.4 Analisis Bioquimicos

Los resultados referidos a los andlisis bioguimicos obtenidos al finalizar el periodo de
suministro de tratamientos (Fase 11) se detallan en el Cuadro 8 y en el ANEXO XII. Se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) en los niveles sanguineos de HDL,
comportamiento que se muestra en la Figura 8, donde los tratamientos 1 y 4 presentaron los
mayores niveles 28.71 y 28.17 mg/dL, respectivamente; por otro lado, la inclusion de
fenofibrato (T5) generd una disminucion marcada en los niveles sanguineos de HDL.

En el trabajo realizado por Xie et al. (2016), se reportd la no presencia de diferencias
significativas en los niveles sanguineos de HDL entre los grupos de animales que recibieron
una dieta obesogénica, la suplementacion de ésta con aceite de perilla y una tercera dieta que
suplementaba aceite de pescado. Precisamente éste ultimo grupo, mostré el menor nivel de
HDL entre tratamientos, lo cual se asemeja al comportamiento mostrado por el tratamiento
3 en la presente evaluacién. Asimismo, Arai et al. (2009) quienes trabajaron con ratones,
obtuvieron que la inclusion de aceite de pescado sobre una dieta rica en grasa generd de
manera significativa la disminucién de los niveles sanguineos de HDL, atribuyendo dicho
comportamiento a la menor expresion de ARNm SREBP-2 obtenida por tal tratamiento,
debido a que el SREBP-2 es un activador relativamente selectivo de la sintesis de colesterol.
Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio no concuerdan con lo reportado por
Tangka et al. (2016), donde la suplementacion de una dieta obesogénica con aceite de
pescado (0.5 y 1 ml/kg/dia) genera un incremento de los niveles sanguineos de HDL de
manera significativa al compararlo con una dieta rica en grasa. En los ultimos afios, se vienen
generando investigaciones que involucran a los PUFA n-3 como suplementacion de una
dieta rica en grasa y asi evaluar sus efectos sobre la resistencia a la insulina y la obesidad,
con la premisa de que dietas ricas en grasa pueden afectar las funciones fisioldgicas del aceite
de pescado que normalmente se encuentran reportadas (Xie et al. 2016). Por otro lado, la
suplementacion de fenofibrato a una dieta obesogénica en el presente estudio generd
significativamente los niveles sanguineos mas bajos de HDL, resultado contrario al obtenido
por Hong et al. (2007) y Arai et al. (2009) quienes atribuyen el incremento de los niveles

sanguineos de HDL al fenofibrato y a su rol como agonista del PPARa.

Los niveles sanguineos de triglicéridos (TG) obtenidos no presentaron diferencias

significativas (P>0.05) entre tratamientos; sin embargo, se observan mayores niveles en el
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Cuadro 8. Perfil lipidico y nivel de glucosa en sangre obtenida tras la administracion de los

tratamientos (Fase II).

Tratamientos*

Variables Probabilidad
P>F
1 2 3 4 5
Glucosa, 60d (mg/dL) 102.29 113.71 109.00 94.00 103.29 0.460

Triglicéridos, 60d (mg/dL) 64.00 51.17 5133 55.17 58.57 0.124

C-HDL, 60d (mg/dL) 28.71% 24.33%c 21.17° 28.17% 18.00° 0.012

a5, ¢ valores con letra distinta como superindice en una misma fila difieren significativamente (P<0.05).
“T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.

Figura 8. Lipoproteinas de alta densidad (HDL) en sangre obtenidas tras la administracion
de los tratamientos (Fase 11).

30.00 a ab
26.00 abc
22.00 be

18.00

HDL-C, 60d (mg/dL)

14.00

10.00 :
Tratamientos*

1 2 3 4 m5

a.b, ¢ Barras con letra distinta como superindice difieren significativamente (P<0.05). *T1, Dieta estandar;
T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza; T5, DO + Fenofibrato.

Barras con letra distinta difieren significativamente (P<0.05).



grupo de animales que recibid una dieta estandar frente a los demas tratamientos, lo que nos
permite bosquejar la participacion de factores involucrados en la disminucion de TG en
sangre diferentes a la reduccion del nivel energético de la dieta. De esta manera, podemos
resaltar el papel de las fuentes PUFA n-3, en especial el aceite de pescado y la reduccion de
los niveles sanguineos de TG. Lo que concuerda con los estudios de Chiu et al. (2017) y
Arai et al. (2009) quienes reportaron que la inclusion de aceite de pescado a una dieta rica
en grasa generd la disminucion de los niveles sanguineos de TG de manera significativa al
compararlo con el grupo de animales que consumi6 exclusivamente una dieta rica en grasa.
Por otro lado, Tangka et al. (2016) al comparar diferentes dosis de inclusion de aceite de
pescado (0.5ml y 1ml/Kg/dia) ademéas de una dieta hipercolesterolémica lograron obtener
diferencias significativas, donde el incremento de la dosis empleada generdé una mayor

reduccion de los niveles sanguineos de TG.

El posible mecanismo del aceite de pescado para reducir los TG plasmaéticos o del higado es
a través de la actividad decreciente de las enzimas hepaticas involucradas con la sintesis de
los mismos (por ejemplo, la acetil CoA carboxilasa, enzima que controla la lipogénesis), de
esta manera no son formados los triglicéridos o su excrecion a la circulacion sanguinea es
reducida (Waterman y Zammit 2002). El efecto reductor de TG por parte de EPA + DHA se
ha demostrado en numerosos ensayos, donde el consumo de 3-4 g/dia de PUFA n-3 generan
una reduccion de alrededor 30% (Harris et al. 2008). Ademas, el papel desempefiado por el
EPA y DHA en la reduccion de TG parecen ser igualmente potentes (Mori y Woodman
2006). Sin embargo, estudios previos como el de Berge et al. (1999) pretendieron explicar
el efecto hipolipemiante del EPA, los autores reportaron que el éster CoA del EPA (EPA-
CoA\) redujo directamente la sintesis de TG con mayor eficacia que el éster CoA del DHA
(DHA-CoA) mediante la inhibicion de la actividad de la diacilglicerol aciltransferasa; de
manera similar el EPA aumentd la B-oxidacion mitocondrial mientras que el DHA no mostré
tal efecto. Actualmente se viene evaluando la importancia de la proporcién EPA/ DHA y su
rol con el sindrome metabdlico, donde las proporciones 1:1 y 2:1 conducen a una mejora en
los parametros clinicos de ECV, menor generacion de metabolitos inflamatorios a cambio
de mayores perfiles antiinflamatorios, asi como la activacion o preservacion de las defensas
enddgenas antioxidantes a diferencia de la proporcion 1:2; resultando finalmente en la

mejora de los indices del sindrome metabélico (Dasilva et al. 2016).
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Una mayor inclusion de aceite de linaza en la dieta gener6 la reduccién de los niveles
sanguineos de TG; sin embargo, esta reduccion no logro alcanzar diferencias significativas
al compararlo con el grupo de animales que recibi6 una dieta obesogénica o la inclusion de
aceite de pescado (El-Waseif et al. 2014). Ademas de ello, se tienen reportes que la
administracion de PUFA n-3 proveniente de fuentes vegetales, como es el aceite de linaza
han generado resultados lipidicos controversiales y hasta el momento poco concluyentes.
Por una parte, en la investigacion de Lucas et al. (2004) se report6 que la inclusion de linaza
en la dieta de hamsters incrementd los niveles de TG en sangre. Mientras que Riediger et al.
(2008) al incluir aceite de linaza o pescado en la dieta de ratas mostraron la reduccion de TG
sanguineos al compararlo con el grupo de animales que recibidé una dieta estandar; sin
embargo, tal reduccién no genero diferencias significativas. Como se conoce, el consumo de
aceites ricos en ALA puede ofrecer proteccion frente a las ECV a través de sus efectos en
las funciones plaquetarias (Renaud y Lanzmann-Petithory 2001). Ademas, la linaza es una
fuente rica de lignanos como el secoisolariciresinol diglucésido, quien presenta un papel
importante en la modulacién del metabolismo de los lipidos, pudiendo éstos estar

involucrados con los beneficios reportados (Lucas et al. 2004).

En el presente estudio, la participacion del fenofibrato sobre el nivel sanguineo de
triglicéridos no generd diferencias significativas entre tratamientos. Motawi et al. (2009)
reportaron la no presencia de diferencias significativas entre el grupo de ratas que recibio
una dieta obesogénica suplementada con aceite de pescado o fenofibrato por un periodo de
6 semanas; sin embargo, dichos tratamientos mostraron significativamente menores niveles
de TG al compararlo con el grupo de animales que recibi6 exclusivamente la dieta
obesogénica. Comportamiento que también es reportado por Sohn et al. (2017) quienes
encuentran significativamente menores niveles de TG en el grupo de animales que recibid
la suplementacién de fenofibrato al compararlo con aquel que recibi6 una dieta obesogénica.
Reduccién que es demostrada por Birjmohun et al., (2005) y es atribuida a la inhibicion de
la sintesis y secrecién de TG por el higado, ademas de estimular la degradacion de
lipoproteinas ricas en TG, mecanismos generados gracias a la activacion de factores de

transcripcion como el PPAR por parte de los fibratos (Lalloyer et al. 2010).

Por otro lado, los niveles de glucosa en sangre no presentaron diferencias significativas
(P>0.05) entre tratamientos; sin embargo, el grupo de animales que recibié aceite de linaza

presento una ventaja frente a los otros grupos evaluados, al obtener los niveles mas bajos de
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glucosa en sangre. Comportamiento similar al reportado por Brant et al. (2012) y Marques
et al. (2011), quienes asociaron la suplementacion de linaza en la dieta con un menor nivel
de glucosa en sangre, debido a una mejora sobre la sensibilidad a la insulina, aumentando
asi la absorcidn de glucosa. Corroborando de esta manera el estudio de Abuelgassim (2010)
quién report6 el efecto hipoglicémico de la linaza sobre ratas diabéticas. Por otro lado, se
conoce que los lignanos presentes en la linaza como el secoisolariciresinol diglucésido
proporcionan un mejor control glucémico en pacientes con hipercolesterolemia (Zhang et al.
2008). De manera similar a Watanabe et al. (2010), quienes compararon los niveles de
glucosa en sangre entre el grupo de ratas que recibié una dieta obesogénica de manera
exclusiva y aquel que recibio la suplementacién con aceite de pescado por un periodo de
nueve semanas no obtuvieron diferencias significativas. Ajiro et al. (2000) trabajaron con
tratamientos similares a los descritos lineas arriba pero por un periodo de evaluacién de 16
semanas, donde en las primeras 4 semanas el aceite de pescado s6lo generd una reduccion
numeérica sobre los niveles de glucosa en sangre al compararlo con la dieta obesogénica; sin
embargo, este comportamiento fue pronunciandose significativamente a partir de la octava
semana, resultado atribuido al rol del aceite de pescado sobre el aumento de la secrecion de
insulina por parte de las células B del pancreas, lo cual genera control frente a estados de

hiperglicemia y mejoras en la tolerancia a la glucosa.

4.5 Deposicién de grasa y Peso de higado

Los resultados referidos a la deposicion de grasa y peso de higado obtenidos al finalizar el
periodo de suministro de tratamientos (Fase Il) se detallan en el Cuadro 9y en los ANEXOS
X1y XIV. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la distribucién de grasa
depositada de manera individual y en una zona especifica, pero si en la deposicion de grasa
total (P<0.05), donde la inclusién de PUFAs n-3 (T3 y T4) generd una mayor cantidad de
grasa depositada al compararlo con el grupo de animales que recibi0 la dieta estandar (T1).
En el estudio de Yamazaki et al. (2011) se estudio la respuesta del aceite de pescado sobre
la deposicidn de grasa epididimal en ratas inducidas a obesidad, no encontrando diferencias
significativas entre el grupo que consumio una dieta obesogénica suplementada con aceite
de pescado y aquel que consumi6 exclusivamente la dieta obesogénica. Mientras que el
grupo cuya base alimenticia fue la dieta estandar suplementada con aceite de pescado mostré

significativamente menor grasa epididimal que los dos tratamientos anteriormente
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mencionados. En una investigacion reciente (Wang et al. 2018) donde se trabajo con ratones,

reportaron la no presencia de diferencias significativas a nivel de la deposicion de grasa

Cuadro 9. Peso de tejido adiposo e higado obtenido tras la administracion de los
tratamientos (Fase II).

. Tratamientos* Probabilidad
Variables

1 2 3 4 5 P>F
Grasa Abdominal, g 1.27 158 160 121 137 0.480
Grasa Inguinal, g 5.84 575 736 824 6.32 0.119
Grasa Epididimal, g 4.69 6.27 722 6.10 554 0.137
Grasa Perirenal, g 1.13 126 132 146 137 0.672
Grasa Total, g 12.94° 14.85% 17.50° 17.02% 14.60%° 0.049
Peso Higado, g 14.28° 13.92° 15.21° 13.79° 22.64% 0.000

b valores con letra distinta como superindice en una misma fila difieren significativamente (P<0.05). "T1,
Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza; T5,
DO + Fenofibrato.

Figura 9. Peso de higado obtenido tras la administracion de los tratamientos (Fase II).
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&b Barras con letra distinta como superindice difieren significativamente (P<0.05). “T1, Dieta estandar; T2,
Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza; T5, DO + Fenofibrato.
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epididimal entre el grupo que recibié la suplementacion con aceite de pescado (6.5%, w/w)
y aquel que no. El procedimiento de induccidn a la obesidad ademaés del aprovisionamiento
continuo de una dieta obesogénica genera lesiones hipotalamicas, lo cual provoca el
deterioro de la sefializacion de la insulina. Sin embargo, también se presenta la reduccion de
la actividad simpatica y una baja actividad de la Lipasa sensible a hormonas (LSH)
reduciendo asi su papel sobre la hidrélisis de triglicéridos (Dolnikoff et al. 2001), lo cual se

traduce en mayores deposiciones de tejido adiposo, por ejemplo, la grasa epididimal.

En el trabajo realizado por Wang et al. (2016) se estudio la inclusion de aceite de linaza en
una dieta obesogenica sobre pardmetros plasmaticos y deposicién de grasa en ratones, no se
encontraron diferencias significativas sobre el peso de la grasa epididimal entre los animales
que recibieron una dieta obesogénica suplementada con aceite de linaza y aquellos que no
recibieron dicha suplementacién. De manera similar, Ansar et al. (2017) tampoco lograron
obtener diferencias significativas a nivel del peso de grasa epididimal e inguinal al comparar
tratamientos similares a los descritos lineas arriba; sin embargo, encontraron mayores
valores de las grasas evaluadas que favorecian al grupo de ratones que recibio
exclusivamente una dieta obesogénica. En el trabajo realizado por Sundaram et al. (2016),
se investigaron los efectos de dietas ricas en grasas conteniendo diferentes cantidades de
PUFA-n-3 sobre la adiposidad en ratones, a partir del cual se sugiere que una relacion n-3:
n-6 tiene mayor importancia que la cantidad y la fuente de grasa en la dieta, ya que un
desequilibrio en esta relacion puede causar modificaciones en la distribucion de la grasa en
el cuerpo.

En cuanto a la deposicion de grasa total, la suplementacion de la dieta obesogénica con
fuentes PUFA n-3, como aceite de pescado y linaza generaron valores significativamente
mayores que los obtenidos por la dieta estdndar. En el estudio realizado por Sundaram et al.
(2016), los animales que recibieron dietas ricas en grasa con suplementacion o no de PUFA
n-3 aumentaron significativamente el porcentaje de masa grasa en comparacion con los
ratones alimentados con una dieta baja en grasa o estandar. De manera similar, De Sousa et
al. (2013) quienes trabajaron con ratas, reportaron que la masa grasa blanca fue
significativamente mayor en el grupo que recibié la dieta obesogénica suplementada con
aceite de pescado que en el grupo que recibié la dieta estandar. Mientras que en la
investigacion de Arai et al. (2009) se report6 la no presencia de diferencias significativas a

nivel del tejido adiposo blanco entre ratones que recibieron una dieta obesogenica y ésta
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misma suplementada con dos fuentes diferentes de aceite de pescado (cuya diferencia radica
en la relacion EPA: DHA de cada uno, 1:1 y 1:2). Asimismo, Nakatani et al. (2003)
mostraron que el incremento progresivo del porcentaje de inclusion de aceite de pescado (22
y 27.5%) en reemplazo de aceite de cartamo en una dieta obesogénica logra reducir
significativamente el tejido adiposo blanco al compararlo con la dieta obesogénica sin
inclusion de aceite de pescado (33.5% de aceite de cartamo), cabe mencionar que menores
niveles de inclusion de aceite de pescado (5.5, 11 y 16.5%) no logran generar diferencias
significativas. Resultados que son explicados por los autores, donde el alto contenido de
aceite de pescado en la alimentacion genera modificaciones sobre los factores de
transcripcion, como la inhibicion del SREBP-1 y la activacion del PPAR, propiciando la

disminucion de la masa grasa.

En el presente estudio, el efecto del fenofibrato sobre la deposicion de grasa total no genero
diferencias significativas al compararlo con el grupo de animales que recibi6 exclusivamente
la dieta obesogeénica. Efecto no observado en el estudio de Mancini et al. (2001), donde el
tratamiento con fenofibrato previno el aumento de la masa de tejido adiposo inducido por la
dieta con alto contenido de grasa; sin embargo, en comparacién con el presente estudio tal
variacion puede deberse a la diferente dosis empleada (100mg/kg/dia vs. 320mg/kg/dia) y al
tiempo de administracién (1 mes vs. 2 meses). Es bien sabido que los lipidos acumulados en
el tejido adiposo provienen en gran medida de los triglicéridos circulantes, especialmente
cuando la base alimenticia presenta un alto contenido de grasa. Por lo tanto, el aumento de
la oxidacion de acidos grasos en el higado juega un papel importante en la regulacion del
peso corporal y la deposicidn de tejido adiposo, efecto promovido por los fibratos, quienes
son considerados ligandos sintéticos del PPARo quien tiene participacion sobre el
incremento de la actividad de enzimas relacionadas con la -oxidacion (Seok y Cha 2013).

Finalmente, reportes mencionan diferencias encontradas entre tipos de &cidos grasos y su
relacion con las tasas de oxidacion y deposicion, pudiendo tales diferencias contribuir con
la acumulacion de grasa e incremento de peso. En el estudio realizado por Jones et al. (2008),
se muestran los efectos positivos de los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) sobre el
control del peso, al aumentar la oxidacion de las grasas y la termogénesis inducida por la
dieta en comparacion con los acidos grasos saturados (SFA) y poliinsaturados n-3.
Mecanismo también respaldado por Krishnan y Cooper (2014) quienes establecen la
siguiente relacion: MUFA > PUFA > SFA, en base a la oxidacion de las grasas y

termogénesis inducida por la dieta luego de haber consumido dietas ricas en grasas. Cabe
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resaltar que es de importancia tomar en consideracion la relacion PUFA/SFA cuando se
provee de una dieta rica en grasa, un valor de alrededor de 5 puede evitar la acumulacion de
grasa corporal al disminuir la expresion del PPAR-y y ARN mensajero de la lipoproteina

lipasa (LPL) y mejorar la actividad de la enzima lipolitica hepatica (Liao et al. 2010).

Por otro lado, en el presente estudio se observé que el peso del higado fue significativamente
mayor (P<0.05) en el grupo de animales que recibi6 la administracion de fenofibrato (T5)
en comparacion con los otros tratamientos, comportamiento que se muestra en la Figura 9.
En el trabajo realizado por Kopf et al. (2014), se reportd que la inclusion de fenofibrato
(100mg/kg P.V.) a una dieta rica en fructosa increment6 significativamente el peso del
higado de ratas al compararlo con aquellos que recibieron una dieta libre de fructosa sin
inclusion de fenofibrato (similar a dieta estdndar). Mientras que una investigacion en ratones
(Arai et al. 2009) reportd que la administracion por 8 semanas de 0.1% de fenofibrato en la
dieta generd significativamente un mayor peso del higado al compararlo con aquellos que
no la recibieron. EI mecanismo relacionado con dichos resultados no esta del todo claro; sin
embargo, los autores lo atribuyen a un posible aumento de la accion metabdlica inducida por
la activacion del PPAR-a (donde el fenofibrato es su ligando sintético), generando asi un
aumento de la actividad hepética. Por su parte, Mancini et al. (2001) relacionan la
participacion del fenofibrato tanto en la prevencion de la acumulacién de grasa como en la
movilizacidn de la misma al ser impulsadas por el incremento del catabolismo de los lipidos
en el higado; incremento que también se ve reflejado en el peso del higado el cual es

atribuido a la proliferacién de peroxisomas y mitocondrias en los hepatocitos.

4.6 Evaluacion Molecular

Los resultados referidos a la expresion relativa del PPARa obtenidos al finalizar el periodo
de suministro de tratamientos (Fase Il) se detallan en el Cuadro 10, Figura 10 y en el
ANEXO XV. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos; sin
embargo, el grupo de animales que recibid la suplementacion con aceite de pescado (T3)
obtuvo la mayor expresion relativa del gen en estudio evaluado en el tejido hepatico, al
compararlo con el grupo que recibio la dieta estandar (T1) y aquel que recibié la
suplementacion con el aceite de linaza (T4). Resultado que reafirma lo reportado por Chiu
etal. (2017) quienes sugieren el efecto regulador del aceite de pescado sobre el metabolismo

lipidico de ratas inducidas a obesidad, al generar alteraciones sobre la expresion proteica de
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Cuadro 10. Expresion relativa del PPARa en higado tras la administracion de los
tratamientos.

Tratamientos* Probabilidad
Variables

1 2 3 4 5 P>F

Expresion relativa entre los genes
024 100 204 042 105 0.268
PPAR/18s. u/u

*Tras realizarse la prueba ANVA entre los tratamientos, se obtuvo un P-value mayor a 0.05. Los promedios
fueron obtenidos con 3 réplicas bioldgicas (n = 3); T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO
+ Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza; T5, DO + Fenofibrato.

Figura 10. Expresion relativa del PPARa en higado tras la administracion de los
tratamientos (Fase I1).
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factores de transcripcion lipogénicos, como la inhibicion de los receptores X del higado
(LXR a) y la activacion del PPARa. De manera similar, Shearer et al. (2012) mostraron que
el aceite de pescado aumento la lipdlisis extracelular por accién de la lipoproteina lipasa y
mejoro la B-oxidacion, gracias a la activacion de factores de transcripcion que regulan las
rutas metabdlicas involucradas y generan la reduccion de TG plasmaticos. Los efectos del
aceite de pescado son atribuidos a los PUFA n-3 que lo constituyen, como el &cido
eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA) quienes son considerados
ligandos naturales del PPARa, éstos se uniran a receptores especificos y activaran tal factor

de transcripcion (Neschen et al. 2007).

Recientemente, un estudio realizado en ratas por Wang et al. (2018) involucro la expresion
relativa del PPARa a nivel testicular, reportando la no presencia de diferencias significativas
entre el grupo de animales que recibi6é una dieta obesogénica suplementada con aceite de
pescado (6.5%, w/w) y aquel que no recibié dicha suplementacion por un periodo de doce
semanas. Sin embargo, Chiu et al. (2017) quienes para la evaluacion de la expresion génica
contaron con un tamafio muestral de n = 4-6, reportaron significativamente mayor expresion
del PPARa a nivel hepatico en el grupo de animales que recibié la suplementacion con 5%
de aceite de pescado (w/w) al compararlo con aquel que recibié exclusivamente la dieta
obesogeénica por un periodo de cinco semanas. De manera similar, la investigacion realizada
por Arai et al. (2009) cont6 con un tamafio muestral de n = 5 para la evaluacion de la
expresion génica, logrando obtener diferencias significativas que favorecieron al tratamiento
que incluia aceite de pescado. De esta manera, el resultado obtenido en el presente estudio
puede haberse debido tanto al menor nimero de réplicas bioldgicas empleadas para la
evaluacion de la expresion génica al compararlas con los reportes existentes en la literatura,

como también a las diferencias en las dosis de aceite de pescado utilizadas.

En el presente estudio, el grupo de animales que recibi6 la suplementacidn de aceite de linaza
(T4) mostré una baja expresion relativa del PPARa a nivel hepético. En el estudio realizado
por Xu et al. (2017), se evaluo el efecto de la suplementacion progresiva de aceite de linaza
(nivel bajo, medio y alto) y el carotenoide astaxantina sobre la expresion relativa del PPARa,
reportando la no presencia de diferencias significativas al comparar el grupo de animales
gue consumid una dieta obesogénica con aquel que recibid una baja suplementacidn de aceite
de linaza; sin embargo, a incrementar el nivel de inclusion (medio o alto) la expresion

relativa del PPARa fue significativamente mayor. Devarshi et al. (2013) reportaron que el
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aceite de linaza tuvo un mejor efecto sobre la expresion del PPAR« en ratas diabéticas que
el aceite de pescado. Como es sabido el &cido a-linolénico (ALA, PUFA n-3 derivado de las
plantas) principal acido graso del aceite de linaza es nutricionalmente esencial y puede
competir con el acido linoleico para reducir el acido araquidonico, actuar como precursor de
los PUFA n-3 de cadena larga (EPA y DHA) o interactuar directamente con los receptores
nucleares (Barcel6-Coblijn y Murphy, 2009). De esta manera, la respuesta obtenida en la
evaluacion podria estar supeditada al empleo de una baja dosis de aceite de linaza, debido a
que el ALA que lo constituye tendria que haber realizado la conversion hacia EPA y DHA
para actuar como ligando natural del PPARa, siendo el aceite de pescado mucho més
eficiente en este aspecto.

Por otra parte, el grupo de animales que recibio el farmaco fenofibrato (T5) logro
incrementar la expresion relativa del PPARa a nivel hepatico. El fenofibrato, ligando
farmacoldgico del PPARGo, tiene participacion en la regulacion de genes implicados en la
oxidacion mitocondrial y peroxisomal de acidos grasos a nivel del higado (Oosterveer et al.
2009). Por lo que es ampliamente utilizado como farmaco por su eficacia en la reduccion del
colesterol y triglicéridos (Cheng et al. 2016). En la investigacion realizada por Arai et al.
(2009), se reportd la no presencia de diferencias significativas a nivel de la expresion relativa
del PPARa entre el grupo de animales que recibio la suplementacion de aceite de pescado y
aquel que recibié el fenofibrato; sin embargo, ambos valores fueron significativamente
superiores sobre el grupo que recibid la dieta obesogénica. Por otro lado, Hong et al. (2007)
mostraron que la inclusion de fenofibrato por un periodo de 42 dias, a una dosis de
100mg/kg/dia ademas del consumo de una dieta desfavorable genero significativamente una
mayor expresion relativa del PPARa al comparalo con la dieta obesogeénica. Si bien es cierto,
el tratamiento que incluia fenofibrato mostré una alta expresion del PPARa, esta no supero
al obtenido por el aceite de pescado, lo cual también se ve reflejado en las otras variables
involucradas en la investigacion, reflejando asi que el aceite de pescado a diferencia del
fenofibrato no sélo actla sobre el PPAR, sino que esta involucrado en otras vias reguladoras

ejerciendo multiples efectos, lo cual refleja su caracteristica nutricional (Lu et al. 2011).

Los PUFA n-3 bajo la forma de suplementos dietéticos se encuentran ampliamente
disponibles y son ampliamente utilizados; sin embargo, éstos no estan sujetos a rigurosas
regulaciones requeridas para su elaboracion; por lo tanto, tomando como ejemplo el aceite

de pescado, su contenido de EPA y DHA puede ser inconsistente y a menudo no cumplir
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con la composicién mostrada en el etiquetado (Backes et al. 2016). Todavia hay mucha
controversia en los estudios publicados, ya sea por lo comentado lineas arriba, por la
duracion relativamente corta de las evaluaciones o por las modestas mejoras reportadas en
temas vinculados con el sobrepeso y obesidad. Si bien es cierto la investigacion en el campo
de la expresion molecular, como la participacion de factores de transcripcion sobre la
regulacion de ciertas rutas metabdlicas cada vez va teniendo mayor importancia y
acercamiento, hasta el momento no se han revelado todos los secretos del PPAR, por lo cual
seguira teniendo gran interés por los investigadores que intentan comprender sus funciones

metabdlicas y asi como la participacion de sus ligandos (Lalloyer y Staels 2010).
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevo a cabo el presente estudio se concluye:

e EIl peso corporal, ganancia de peso, caracteristicas biométricas e indices corporales
no fueron afectadas significativamente por los tratamientos mientras que el consumo
de alimento obtenido con la dieta estdndar presenté un mayor consumo (P<0.05), el

aceite de linaza por su parte mostro el menor valor.

e Los niveles sanguineos de triglicéridos y glucosa no fueron afectados
significativamente por los tratamientos mientras que el nivel de HDL obtenido con
la dieta estdndar mostré el mayor valor (P<0.05) seguido por el tratamiento que

incluyd aceite de linaza, la inclusion de fenofibrato mostro el menor valor.

e El peso focalizado de la grasa no fue afectado significativamente por los tratamientos
mientras que el peso de grasa total obtenido con la inclusion de aceite de pescado
mostré el mayor valor (P<0.05) seguido por el tratamiento que incluyd aceite de

linaza, la dieta estandar mostro el menor valor.

e El peso del higado si fue afectado de manera significativa, la inclusion de fenofibrato
mostr6 un aumento (P<0.05) sobre los demas tratamientos.

e Laexpresion relativa del PPARa a nivel hepéatico no fue afectado significativamente
por los tratamientos; sin embargo, la inclusién de aceite de pescado mostré un mayor
valor numérico, la menor expresion se dio con la inclusién de aceite de linaza, al ser

comparada con la dieta obesogénica control.



VI. RECOMENDACIONES

En base a los resultados y conclusiones establecidas en esta investigacion se recomienda las
siguientes sugerencias:

Realizar estudios que evallen la participacion de los acidos grasos poliinsaturados
sobre la expresion relativa de factores de transcripcién relacionados con el

metabolismo de lipidos y glucosa.

Investigar otras fuentes de acidos grasos poliinsaturados que involucren restriccion
energética a nivel de la dieta, como también el incremento del gasto energético
(actividad fisica) sobre la evaluacién de factores de transcripcion vinculados con el

equilibrio energético y control del sobrepeso.

Realizar estudios que involucren la participacion de acidos grasos poliinsaturados y
su respuesta sobre la actividad de enzimas vinculadas con la oxidacién y sintesis de

acidos grasos, la capacidad antioxidante y el perfil de &cidos grasos a nivel hepatico.
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ANEXO 1. Perfil de &cidos grasos del Aceite de Pescado.

INFORME DE ENSAYO N° 3-00457/17

Solicitante

Domicilio Legal

Producto Declarado

Cantidad de muestra para ensayo

Forma de Presentacion
Identificacion de la muestra

Fecha de Recepcion
Fecha de Inicio del ensayo

Fecha de Término del ensayo
Ensayo realizado en

Identificado con

Validez del documento

FUNDACION PARA EL DESARROLLO AGRARIO

Jr. Camilo Carrillo 325 - JesUs Marfa - Lima
ACEITE DE PESCADO

01 muestra x 150 mL.

Muestra proporcionada por el solicitante

En frasco de pléstico, cerrado y conservada a temperatura ambiente.
CODIGO: 991017-04

F.V:4/19

MARCA ENVASE: SUNDOWN

2017-01-10
201701-10

2017 - 01 - 23
Laboratorio Ambiental — GC

H/S 17000353 (EXAI-00731-2017)

Este documento es valido solo para la muestra descrita

Limite de
n° Acidos Grasos C:n cuantificacion Resultados
(9/100g de muestra) (9/100g de muestra)

1 | Acido Butirico 4:0 0,097 < 0,097
2 | Acido Caproico 6:0 0,033 <0,033
3 | Acido Caprilico 8:0 0,022 <0,022
4 | Acido Caprico 10:0 0,010 <0,010
5 | Acido Undecanoico 11:0 0,003 < 0,003
6 | Acido Laurico 12:0 0,007 0,093
7 | Acido Tridecanoico 13:0 0,003 0,065
8 | Acido Miristico 14:0 0,011 5,588
9 | Acido Miristoleico 14:1 0,004 < 0,004
10 | Acido Pentadecanoico 15:0 0,007 0,841
11 | Acido cis 10 pentadecenoico 15:1 0,002 < 0,002
12 | Acido Palmitico 16:0 0,016 16,301
13 | Acido Palmitoleico 16:1 0,006 5,934
14 | Acido Margarico (Heptadecanoico) 17:0 0,006 < 0,006
15 | Acido cis 10 Heptadecenoico 17:1 0,007 < 0,007
16 | Acido Estearico 18:0 0,018 3,377
17 | Acido Elaidico (Trans) 18:1 (w 9 trans) 0,008 < 0,008
18 | Acido Oleico 18:1 (w 9 cis) 0,017 17,530
19 | Acido Linoeladico (Trans) 18:2 (w 6 trans) 0,007 < 0,007
20 | Acido Linoleico 18:2 (w 6 cis) 0,009 2,486
21 | Acido y Linolenico 18:3 (w 6) 0,007 0,135
22 | Acido Linolenico 18:3 (w 3) 0,007 1,399
23 | Acido Araquidico 20:0 0,014 0,533
24 | Acido cis 11 Eicosenoico 20:1 0,011 0,562
25 | Acido Heneicosanoico 21:0 0,032 < 0,032
26 | Acido cis 11,14 Eicosadienoico 20:2 0,022 0,221
27 | Acido cis 11,14,17 Eicosatrienoico 20:3 (w 3) 0,004 < 0,004
28 | Acido Araquidonico 20:4 (w 6) 0,006 0,586
29 | Acido cis 8,11,14 Eicosatrienoico 20:3 (w 6) 0,003 0,089
30 | Acido Behenico 22:0 0,019 0,198
31 | Acido Erucico 22:1 (w9) 0,010 <0,010
32 | Acido cis 5,8,11,14,17 Eicosapentaenoico 20:5 (w 3) EPA 0,014 10,753
33 | Acido Tricosanoico 23:0 0,010 0,325
34 | Acido cis 13,16 Docosadienoico 22:2 0,012 < 0,012
35 | Acido Lignocerico 24:0 0,026 0,099
36 | Acido Nervonico 24:1 0,010 0,558
37 | Acido cis 4,7,10,13,16,19 Docosahexaenoico 22:6 (w 3) DHA 0,038 24,413

Acidos grasos: AOAC-996.06, c41, 20 th Ed. 2016 .Fat (Total, Saturated, and Unsaturated) in Foods Hydrolytic Extraction Gas

Chromatographic Method. Fuente: CERPER S. A.
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ANEXO II. Perfil de acidos grasos del Aceite de Linaza.

INFORME DE ENSAYO N° 3-00458/17

Solicitante :  FUNDACION PARA EL DESARROLLO AGRARIO
Domicilio Legal . Jr. Camilo Carrillo 325 - Jests Maria - Lima
Producto Declarado : ACEITE DE LINAZA
Cantidad de muestra para ensayo : 01 muestra x 250 mL.

Muestra proporcionada por el solicitante
Forma de Presentacion . Enbotella de vidrio, cerrado y conservada a temperatura ambiente.
Identificacion de la muestra : LT:1112416

F.V: 15/06/18
MARCA ENVASE: GATTI

Fecha de Recepcion : 2017-01-10

Fecha de Inicio del ensayo :201701-10

Fecha de Término del ensayo : 2017-01-23

Ensayo realizado en : Laboratorio Ambiental — GC

Identificado con : H/S 17000353 (EXAI-00731-2017)

Validez del documento . Este documento es valido solo para la muestra descrita

Limite de
n° Acidos Grasos C:n cuantificacion (g/lo%zsgg?'r?&istra)
(g/100g de muestra)

1 | Acido Butirico 4:0 0,097 < 0,097
2 | Acido Caproico 6:0 0,033 <0,033
3 | Acido Caprilico 8:0 0,022 <0,022
4 | Acido Caprico 10:0 0,010 <0,010
5 | Acido Undecanoico 11:0 0,003 < 0,003
6 | Acido Laurico 12:0 0,007 < 0,007
7 | Acido Tridecanoico 13:0 0,003 < 0,003
8 | Acido Miristico 14:0 0,011 < 0,011
9 [ Acido Miristoleico 14:1 0,004 < 0,004
10 | Acido Pentadecanoico 15:0 0,007 < 0,007
11 | Acido cis 10 pentadecenoico 15:1 0,002 < 0,002
12 | Acido Palmitico 16:0 0,016 5,041
13 | Acido Palmitoleico 16:1 0,006 0,091
14 | Acido Margarico (Heptadecanoico) 17:0 0,006 < 0,006
15 | Acido cis 10 Heptadecenoico 17:1 0,007 < 0,007
16 | Acido Estearico 18:0 0,018 3,198
17 | Acido Elaidico (Trans) 18:1 (w 9 trans) 0,008 < 0,008
18 | Acido Oleico 18:1 (w 9 cis) 0,017 18,111
19 | Acido Linoeladico (Trans) 18:2 (w 6 trans) 0,007 < 0,007
20 | Acido Linoleico 18:2 (w 6 cis) 0,009 13,678
21 | Acido y Linolenico 18:3 (w 6) 0,007 < 0,007
22 | Acido Linolenico 18:3 (w 3) 0,007 59,601
23 | Acido Araquidico 20:0 0,014 <0,014
24 | Acido cis 11 Eicosenoico 20:1 0,011 < 0,011
25 | Acido Heneicosanoico 21:0 0,032 <0,032
26 | Acido cis 11,14 Eicosadienoico 20:2 0,022 < 0,022
27 | Acido cis 11,14,17 Eicosatrienoico 20:3 (w 3) 0,004 < 0,004
28 | Acido Araquidonico 20:4 (w 6) 0,006 < 0,006
29 | Acido cis 8,11,14 Eicosatrienoico 20:3 (w 6) 0,003 < 0,003
30 | Acido Behenico 22:0 0,019 0,117
31 | Acido Erucico 22:1 (w9) 0,010 <0,010
32 | Acido cis 5,8,11,14,17 Eicosapentaenoico 20:5 (w 3) EPA 0,014 0,062
33 | Acido Tricosanoico 23:.0 0,010 <0,010
34 | Acido cis 13,16 Docosadienoico 22:2 0,012 < 0,012
35 | Acido Lignocerico 24:0 0,026 0,061
36 | Acido Nervonico 24:1 0,010 < 0,010
37 | Acido cis 4,7,10,13,16,19 Docosahexaenoico 22:6 (w 3) DHA 0,038 < 0,038

Acidos grasos: AOAC-996.06, c41, 20 th Ed. 2016 .Fat (Total, Saturated, and Unsaturated) in Foods Hydrolytic Extraction Gas
Chromatographic Method. Fuente: CERPER S. A.
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ANEXO II11. Kit comercial empleado para la obtencién del perfil lipidico y glucosa.

a) Mission® Cholesterol Monitoring System

Analisis del Perfil  Lipidico Mission'

1o Meter

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

b) On Call® Advanced Blood Glucose Monitoring System

Dispositivo de medicion que se
utiliza para obtener la
concentracion de glucosa en la
sangre de manera instantanea, sin
necesidad de tener que ir a un
centro especializado. Reporta los
resultados en tan sélo 5 segundos.

Distribuidor en Pert: MontGroup S. A. C. (http://www.montgroup.com.pe)
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ANEXO 1V. Diagrama de distribucion de los depoésitos de grasa en la rata.
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ANEXO V. Registro referido al peso inicial, peso final y ganancia de peso al finalizar
el periodo de induccion a la obesidad.

Peso Inicial Peso 30 dias Ganancia de Peso

Grupo Repeticion ©) @) ©

1 202.0 333.0 131.0

2 203.0 320.0 117.0

3 206.0 321.0 115.0

1 4 184.0 305.0 121.0
5 191.0 304.0 113.0

6 161.0 280.0 119.0

7 190.0 262.0 72.0
Promedio 191.00 303.57 112.57

1 188.0 338.0 150.0

2 204.0 317.0 113.0

3 180.0 314.0 134.0

2 4 187.0 300.0 113.0
5 191.0 303.0 112.0

6 158.0 281.0 123.0

7 177.0 275.0 98.0
Promedio 183.57 304.00 120.43

1 202.0 338.0 136.0

2 204.0 322.0 118.0

3 199.0 317.0 118.0

3 4 180.0 306.0 126.0
5 196.0 302.0 106.0

6 183.0 281.0 98.0

7 180.0 264.0 84.0
Promedio 192.00 304.29 112.29

1 191.0 331.0 140.0

2 213.0 324.0 111.0

3 208.0 322.0 114.0

4 4 186.0 307.0 121.0
5 181.0 300.0 119.0

6 182.0 290.0 108.0

7 162.0 250.0 88.0
Promedio 189.00 303.43 114.43

1 212.0 326.0 114.0

2 194.0 326.0 132.0

3 200.0 311.0 111.0

5 4 201.0 307.0 106.0
5 161.0 287.0 126.0

6 154.0 292.0 138.0

7 166.0 279.0 113.0
Promedio 184.00 304.00 120.00

“Todos los grupos recibieron de manera exclusiva una dieta obesogénica durante el proceso de induccion a la
obesidad.
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ANEXO VI. Registro referido a la longitud hocico-ano, perimetro de cuello y perimetro
toréxico al finalizar el periodo de induccién a la obesidad.

.., Perimetro de Penrpe_tro
Grupo* Repeticion LHA (cm) C Toraxico
uello (cm)
(cm)
1 20.2 10.2 13.9
2 19.6 10.2 14.6
3
1 4 19.8 11.0 13.0
5 20.4 10.5 13.2
6 19.4 11.1 14.2
7 19.0 8.9 12.5
Promedio 19.73 10.32 13.57
1 20.0 9.8 13.0
2 19.7 11.9 13.5
3 20.0 9.1 13.0
2 4 20.8 9.2 12.9
5 20.7 11.3 13.4
6 19.9 9.8 12.9
7 19.6 9.2 13.3
Promedio 20.10 10.04 13.14
1 20.6 10.9 14.5
2 19.2 10.4 13.3
3 18.4 10.3 14.5
3 4 9.5 12.7
5
6 19.8 9.3 13.1
7 19.3 9.6 12.2
Promedio 19.47 10.00 13.38
1 19.2 11.2 14.0
2 20.2 10.4 14.3
3 20.5 10.2 13.1
4 4 20.9 9.5 12.4
5 19.7 10.1 13.0
6 19.0 9.3 13.1
7 17.5 9.1 14.1
Promedio 19.58 9.97 13.43
1 18.1 10.6 14.0
2 19.1 10.1 14.5
3 20.4 10.1 13.9
5 4 19.8 10.0 13.8
5 20.6 9.6 13.2
6
7 20.6 9.6 12.5
Promedio 19.77 10.00 13.65

“Todos los grupos recibieron de manera exclusiva una dieta obesogénica durante el proceso de induccion a la
obesidad.
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ANEXO VII. Registro referido al perimetro abdominal e indice de Lee al finalizar el
periodo de induccion a la obesidad.

Perimetro

Grupo* Repeticion Abdominal (cm) Indice de Lee
1 14.8 0.343
2 15.5 0.350
3
1 4 14.4 0.340
5 14.1 0.330
6 14.5 0.337
7 12.5 0.336
Promedio 14.30 0.339
1 16.0 0.348
2 14.6 0.346
3 13.2 0.340
2 4 14.7 0.322
5 14.1 0.325
6 13.1 0.329
7 13.3 0.332
Promedio 14.14 0.335
1 14.9 0.338
2 15.1 0.357
3 15.6 0.370
3 4 14.0
5
6 13.9 0.331
7 14.5 0.332
Promedio 14.67 0.346
1 15.6 0.359
2 15.7 0.340
3 13.8 0.335
4 4 14.0 0.323
5 15.5 0.339
6 13.2 0.348
7 13.9 0.360
Promedio 14.53 0.343
1 15.0 0.380
2 14.6 0.361
3 13.5 0.332
5 4 14.2 0.340
5 13.2 0.321
6
7 13.0 0.316
Promedio 13.92 0.342

“Todos los grupos recibieron de manera exclusiva una dieta obesogénica durante el proceso de induccion a la
obesidad.
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ANEXO VIII. Registro referido al perfil lipidico y nivel de glucosa en sangre al
finalizar el periodo de induccidn a la obesidad.

Grupo* Repeticién ?n']‘éfgsl_a)‘ TG (mg/dL) HDL (mg/dL)
1 138.0 46.0 19.0
2 83.0 65.0 22.0
3
1 4 59.0 85.0 21.0
5 79.0
6 72.0
7 105.0 72.0 24.0
Promedio 89.33 67.00 21.50
1 99.0 59.0 21.0
2 65.0 71.0 22.0
3 84.0
2 4 87.0 63.0 26.0
5 74.0
6 68.0 56.0 28.0
7 74.0 68.0 25.0
Promedio 78.71 63.40 24.40
1 86.0 86.0 23.0
2 81.0 55.0 28.0
3 78.0 63.0 15.0
3 4 79.0 51.0 24.0
5
6 82.0 61.0 16.0
7 82.0
Promedio 81.33 63.20 21.20
1 85.0 67.0 17.0
2 87.0 75.0 23.0
3 71.0
4 4 84.0 64.0 24.0
5 96.0 60.0 24.0
6 72.0 63.0 27.0
7 66.0
Promedio 80.14 65.80 23.00
1 82.0 85.0 21.0
2 85.0 68.0 28.0
3 115.0 68.0 24.0
5 4 99.0
5 97.0 45.0 22.0
6
7 70.0 56.0 28.0
Promedio 91.33 64.40 24.60

“Todos los grupos recibieron de manera exclusiva una dieta obesogénica durante el proceso de induccion a la
obesidad.
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ANEXO IX. Registro referido al peso, ganancia de peso y consumo de alimento tras la
administracién de los tratamientos.

Tratamiento*  Repeticion Peso 60 dias  Ganancia de Consumo de
(9) Peso () Alimento (g)
1 407.0 74.0 563.5
2 384.0 64.0 496.7
3 396.0 75.0 544.1
T-1 4 342.0 37.0 477.6
5 344.0 40.0 513.8
6 334.0 54.0 484.5
7 324.0 62.0 496.8
Promedio 361.57 58.00 511.00
1 410.0 72.0 470.0
2 384.0 67.0 490.4
3 376.0 62.0 473.6
T-2 4 358.0 58.0 433.3
5 369.0 66.0 439.5
6 352.0 71.0 420.3
7 345.0 70.0 446.7
Promedio 370.57 66.57 453.40
1 430.0 92.0 519.3
2 405.0 83.0 475.1
3 395.0 78.0 467.4
T-3 4 376.0 70.0 434.6
5 375.0 73.0 454.9
6
7 340.0 76.0 411.5
Promedio 386.83 78.67 460.47
1 408.0 77.0 481.2
2 416.0 92.0 519.6
3 396.0 74.0 475.0
T-4 4 364.0 57.0 428.7
5 362.0 62.0 430.9
6 354.0 64.0 421.4
7 321.0 71.0 403.8
Promedio 374.43 71.00 451.51
1 408.0 82.0 516.2
2 394.0 68.0 540.6
3 353.0 42.0 450.3
T-5 4 340.0 33.0 443.4
5 348.0 61.0 466.6
6 374.0 82.0 510.9
7 340.0 61.0 431.0
Promedio 365.29 61.29 479.86

“T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.

91



ANEXO X. Registro referido a la longitud hocico-ano, perimetro de cuello y perimetro
toraxico tras la administracién de los tratamientos.

. . . Perimetro de Perimetro
Tratamiento Repeticion  LHA (cm) Cuello (cm) Toréxico (cm)
1 21.7 12.1 14.6
2 19.9 11.1 14.6
3 19.0 11.1 14.8
T-1 4 21.0 11.2 14.7
5 20.4 10.5 13.5
6 19.8 10.7 13.7
7 21.4 10.6 13.5
Promedio 20.45 11.04 14.20
1 20.7 11.5 15.0
2 21.5 11.7 13.7
3 20.0 10.7 14.4
T-2 4 20.8 11.1 13.9
5 20.9 10.1 13.0
6 20.6 11.1 12.9
7 19.8 9.6 13.8
Promedio 20.62 10.83 13.81
1 20.9 114 15.8
2 21.1 10.2 14.0
3 20.5 12.0 14.0
T-3 4 20.3 10.6 13.8
5 18.9 114 16.0
6
7 20.1 11.3 13.2
Promedio 20.31 11.15 14.47
1 19.6 11.3 15.1
2 21.1 10.3 14.2
3 20.6 12.0 14.5
T-4 4 21.0 10.9 13.2
5 19.8 11.1 14.3
6 19.7 10.4 13.2
7 19.5 10.0 13.9
Promedio 20.20 10.86 14.06
1 21.4 11.0 13.8
2 19.8 10.8 14.8
3 20.5 11.3 13.8
T-5 4 20.0 10.0 13.0
5 20.7 10.3 13.2
6 21.0 10.8 13.6
7 20.8 10.6 14.3
Promedio 20.59 10.69 13.79

"T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.
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ANEXO XI. Registro referido al perimetro abdominal e indice de Lee tras la
administracion de los tratamientos.

. . Perimetro T
Tratamiento* Repeticion Abdominal (cm) Indice de Lee
1 16.2 0.341
2 16.2 0.366
3 16.6 0.387
T-1 4 16.5 0.334
5 15.0 0.343
6 14.6 0.350
7 15.2 0.321
Promedio 15.76 0.349
1 17.0 0.359
2 15.8 0.337
3 16.7 0.361
T-2 4 15.2 0.341
5 13.7 0.344
6 15.0 0.343
7 13.5 0.355
Promedio 15.27 0.348
1 17.4 0.361
2 14.8 0.350
3 15.4 0.358
T-3 4 15.0 0.356
5 16.6 0.381
6
7 13.6 0.347
Promedio 15.47 0.359
1 17.1 0.378
2 16.6 0.354
3 15.5 0.357
T-4 4 14.9 0.340
5 15.4 0.359
6 14.8 0.359
7 14.8 0.351
Promedio 15.59 0.357
1 15.3 0.347
2 17.0 0.371
3 14.3 0.345
T-5 4 15.0 0.349
5 14.8 0.340
6 15.2 0.344
7 15.0 0.335
Promedio 15.23 0.347

“T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.
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ANEXO XIlI. Registro referido al perfil lipidico y nivel de glucosa en sangre tras la
administracion de los tratamientos.

Tratamiento* Repeticion (C?J];;:gia)l TG (mg/dL) HDL (mg/dL)
1 131.0 68.0 32.0
2 89.0 67.0 36.0
3 144.0 63.0 32.0
T-1 4 82.0 49.0 25.0
5 95.0 54.0 21.0
6 76.0 55.0 20.0
7 99.0 92.0 35.0
Promedio 102.29 64.00 28.71
1 129.0
2 92.0 57.0 27.0
3 131.0 45.0 33.0
T-2 4 97.0 50.0 24.0
5 129.0 62.0 17.0
6 109.0 48.0 18.0
7 109.0 45.0 27.0
Promedio 113.71 51.17 24.33
1 136.0 65.0 22.0
2 111.0 50.0 27.0
3 116.0 47.0 15.0
T-3 4 105.0 59.0 25.0
5 93.0 42.0 15.0
6
7 93.0 45.0 23.0
Promedio 109.00 51.33 21.17
1 89.0 77.0 23.0
2 128.0 57.0 32.0
3 119.0 45.0 19.0
T-4 4
5 82.0 47.0 28.0
6 65.0 50.0 39.0
7 81.0 55.0 28.0
Promedio 94.00 55.17 28.17
1 122.0 56.0 17.0
2 115.0 64.0 20.0
3 98.0 56.0 15.0
T-5 4 111.0 62.0 15.0
5 92.0 58.0 15.0
6 90.0 56.0 16.0
7 95.0 58.0 28.0
Promedio 103.29 58.57 18.00

"T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.
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ANEXO XIII. Registro referido al peso de la grasa abdominal, inguinal y epididimal
tras la administracion de los tratamientos.

. L Grasa Grasa A
Tratamiento* Repeticion Abdominal (g) Inguinal (g) Grasa Epididimal (g)
1 1.28 5.67 6.45
2 0.86 4.23 4.39
3 1.35 7.63 5.85
T-1 4 1.17 4.69 2.71
5 0.88 5.47 4.70
6 0.84 5.21 3.83
7 2.54 8.01 4.90
Promedio 1.27 5.84 4.69
1 0.95 4.22 9.50
2 1.97 2.59 6.61
3 1.58 8.04 7.99
T-2 4 1.61 6.24 5.47
5 1.98 7.39 5.31
6 1.81 6.10 4.57
7 1.16 5.66 4.44
Promedio 1.58 5.75 6.27
1 1.50 9.68 10.13
2 1.72 5.55 6.83
3 0.53 6.63 8.14
T-3 4 1.29 8.03 6.39
5 1.98 7.93 7.13
6
7 2.59 6.34 4,72
Promedio 1.60 7.36 7.22
1 1.27 4.66 9.17
2 1.46 9.10 9.23
3 1.03 8.82 4.80
T-4 4 1.57 6.29 6.41
5 0.89 8.19 4,91
6 1.08 6.97 3.31
7 1.19 13.66 4.86
Promedio 1.21 8.24 6.10
1 1.33 3.74 6.72
2 1.67 7.43 6.90
3 0.94 4.48 4.74
T-5 4 1.60 7.23 4.56
5 1.03 6.46 4.96
6 1.04 9.29 6.71
7 1.99 5.59 4.21
Promedio 1.37 6.32 5.54

“T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.
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ANEXO XI1V. Registro referido al peso de la grasa perirenal, grasa total e higado tras
la administracion de los tratamientos.

. ., Grasa Grasa p
Tratamiento* Repeticion Perirenal ()  Total (g) Peso Higado (g)
1 1.40 14.80 17.39
2 1.23 10.71 13.61
3 1.51 16.34 18.87
T-1 4 1.00 9.57 12.26
5 1.10 12.15 12.64
6 0.62 10.50 13.19
7 1.07 16.52 12.00
Promedio 1.13 12.94 14.28
1 1.77 16.44 14.86
2 1.08 12.25 13.95
3 1.97 19.58 14.08
T-2 4 1.40 14.72 13.74
5 0.82 15.50 15.10
6 1.05 13.53 12.84
7 0.70 11.96 12.85
Promedio 1.26 14.85 13.92
1 1.23 22.54 18.25
2 1.92 16.02 15.68
3 1.18 16.48 16.21
T-3 4 1.18 16.89 17.21
5 1.45 18.49 13.47
6
7 0.93 14.58 10.45
Promedio 1.32 17.50 15.21
1 1.85 16.95 16.60
2 2.30 22.09 17.18
3 1.12 15.77 12.91
T-4 4 1.23 15.50 13.32
5 1.06 15.05 12.23
6 1.07 12.43 15.50
7 1.62 21.33 8.80
Promedio 1.46 17.02 13.79
1 1.60 13.39 26.46
2 2.34 18.34 25.11
3 1.25 11.41 23.59
T-5 4 1.19 14.58 21.69
5 0.87 13.32 23.25
6 1.36 18.40 20.47
7 0.96 12.75 17.90
Promedio 1.37 14.60 22.64

“T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.
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ANEXO XYV. Expresion relativa del PPARa tras la administracion de los tratamientos.

Expresion Relativa entre los

Tratamiento* Repeticion genes PPARa/18s (u/u)

1 0.00

T-1 2 0.10
3 0.60

Promedio 0.24

1 1.00

T-2 2 1.00
3 1.00

Promedio 1.00

1 0.67

T-3 2 4.38
3 1.06

Promedio 2.04

1 0.52

T-4 2 0.22
3 0.51

Promedio 0.42

1 0.34

T-5 2 0.93
3 1.90

Promedio 1.05

“T1, Dieta estandar; T2, Dieta obesogénica (DO); T3, DO + Aceite de Pescado; T4, DO + Aceite de Linaza;
T5, DO + Fenofibrato.
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