UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN
MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS CON SINDROME
METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Diposit Legal: T. 1427-2012

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats o0 materials
d'investigaci6 i docéencia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Refés de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacié préevia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzacié dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproduccié o altres formes d'explotaci
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicacié publica des d'un lloc alié al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra o marc ali¢ a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacién debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacion y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacion
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizaciéon de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccién u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacién de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus resimenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez
Dipdsit Legal: T. 1427-2012

Laura Lluis Rodriguez

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE
ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

TESIS DOCTORAL

Dirigida por la Dra Maria Rosa Nogués Llort
y la Dra Montserrat Giralt Batista

Departamento de Ciencias Médicas Basicas

UNIVERSITAT
ROVIRA | VIRGILI

Reus, 2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipodsit Legal: T. 1427-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipodsit Legal: T. 1427-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipodsit Legal: T. 1427-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal:

T. 1427-2012

UNIVERSITAT
ROVIRA 1 VIRGILI

FEM CONSTAR que aquest treball, titulat “Efecto de los acidos grasos poliinsaturados
de origen marino sobre el estrés oxidativo en ratas con sindrome metabdlico”, que
presenta Laura Lluis Rodriguez per a l'obtencié del titol de Doctor, ha estat realitzat
sota la nostra direccid al departament de Ciéncies Mediques Basiques d’aquesta
universitat.

Reus, 11 de maig de 2012

Les directores de la tesi doctoral
Dra. Montserrat Giralt
Dra. M. Rosa Nogués



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Diposit Legal: T. 1427-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

LéuJ\fa‘Llu - rig‘L@}NIVERSITAT
biposit L ROVARA | VIRGILI

Autoritzaci6 del director/a o codirector/s/a/es de la tesi

DADES IDENTIFICATIVES DE LA TESI DOCTORAL

Titol de la tesi doctoral: Efecto de los acidos grasos poliinsaturados de origen marino sobre el estrés oxidativo en
ratas con sindrome metabdlico.

Doctoranda: Laura Lluis Rodriguez

Programa de Doctorat / Programa Oficial de Postgrau: Biomedicina

Departament: Grup de recerca :

Ciéncies Médiques Basiques Farmacobiologia Cel-lular
Directores: Correu electronic de les Directores:
Montserrat Giralt batista montse.giralt@urv.cat

M. Rosa Nogués Llort mariarosa.nogues@urv.cat

INFORME DEL DIRECTOR/A DE TESI

El/s (co)director/s sotasignats emeten informe de la tesi doctoral presentada a tramit de diposit, en base a la
revisiodels seglients elements de qualitat:

n
—

NO

La tesi consisteix en un treball original de recerca

El titol reflecteix acuradament el contingut de la tesi

ptesis i/o els objectius de la tesi estan clarament formulats

La metodologia esta descrita

Hi consta el procediment

Hi consten els resultats i la discussié dels mateixos

Les conclusions de la tesi corresponen a les hipotesis i/o objectius formulats

XXX [ X[ X [X[X[X

La bibliografia esta ben reflectida

D’aquesta tesi es deriven les seglients aportacions cientifiques:

- Lluis L et al. Effects of subchronic ingestion of different EPA/DHA treatments on oxidative stress and
cardiovascular risk factors in healthy rats. Article en fase de revisid.

- Mufioz M, Taltavull N, et al. Tissue damage by PUFA n-3 (EPA/DHA) in Metabolic Syndrome. Experimental
study in rat. Article en fase de revisid.

- Fortufio A, Lluis L, Mufioz M, Taltavull N, Romeu M, Sanchez-Martos V, Giralt M, Jové M, Nogués MR. Estudio
experimental en rata de la afectacion hepatica por dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados de origen
marino en el sindrome metabdlico.(I). Congreso: XXV Congreso de la Sociedad Espafiola de Anatomia
Patoldgica. Zaragoza, 18-21 de mayo 2011. Revista Espafiola de Patologia 2011; 44 (supl.1): 206.

- Fortufio A, Lluis L, Mufioz M, Taltavull N, Romeu M, Sanchez-Martos V, Giralt M, Jové M, Nogués MR.
Afectacion tisular por dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados de origen marino en el sindrome
metabdlico. Estudio experimental en rata (II). Congreso: XXV Congreso de la Sociedad Espafiola de
Anatomia Patoldgica. Zaragoza, 18-21 de mayo 2011. Revista Espafiola de Patologia 2011; 44 (supl.1): 207.

I en conclusid, s’emet I'informe FAVORABLE pel tramit de diposit de la tesi doctoral i posterior defensa publica.

Reus, 10 de maig de 2012

Nom i cognoms: Montserrat Giralt Batista i M. Rosa Nogués Llort .

Directores de la tesi



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Diposit Legal: T. 1427-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal:

T. 1427-2012

AGRADECIMIENTOS

Esta parte de la tesis esta siendo dificil de redactar ya que es a mucha gente a la que
debo nombrar, que con sus ensefianzas y apoyo, han contribuido a la elaboracion de

este trabajo.

Mi primer agradecimiento va dirigido a mis directoras de tesis, la Dra. Rosa Nogués y
la Dra. Montserrat Giralt. Por toda la confianza que depositaron en mi al concederme
la oportunidad de elaborar esta tesis, por su paciencia a la hora de ensefiarme, por
su apoyo incondicional y sus animos durante estos cuatro anos, por ensefiarme todo
lo que sé sobre investigacién cientifica. Gracias, sois grandes profesionales y mejores

personas.

Gracias a la Universidad Rovira i Virgili por estos cuatro afios de beca que me han
permitido elaborar esta tesis. Este agradecimiento debo personificarlo en la Dra.
Rosa Sola por haber confiado en mi para la concesion y renovacion ano tras afio de la

beca predoctoral.

Gracias a la Dra. Marta Romeu, siempre dispuesta a ayudar, por haber tenido
siempre tiempo de aclarar todas mis dudas en el laboratorio y por hacer que todas
mis presentaciones parecieran profesionales. Te debo mucha parte de lo que he

aprendido en estos cuatro anos.

Al Dr. Francesc Sureda, que aunque no haya participado activamente en esta tesis,
ha sido una parte importante en mi formacién como investigadora. Gracias por estar
siempre dispuesto a compartir parte de tus conocimientos farmacoldgicos, por darnos

tantos animos a todos y por tantos ratos de RENFE.

A Monica, Nuri y Vane. Con vosotras he aprendido infinidad de cosas nuevas, pero
sobretodo junto a vosotras he aprendido a ser mejor, espero que nuestra amistad
continlle mas alld del laboratorio y que siempre estéis ahi para hacerme sonreir en

todos los momentos como hasta ahora. Gracias por ser tan especiales.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO
Laura Lluis Rodriguez
Dipdsit Legal: T. 1427-2012
A todo “Farmaco”, os echare de menos, creo haber aprendido grandes cosas de

grandes profesionales y grandes personas. MUCHAS GRACIAS.

Gracias a la profesora Carme Casajuana por haberme presentado al grupo de
Farmacologia, haberme informado sobre la beca predoctoral y sus animos durante

estos cuatro anos.

Gracias a la Dra. Montserrat Jové por transmitirnos parte de los conocimientos de

histologia necesarios para la elaboracidn de esta tesis.

Gracias a mis primeras compafieras de laboratorio, Meri, Tania, Marta y Espe que
fueron el primer apoyo becario que me encontré al llegar a Reus. Gracias por todos
los momentos de risas, de estrés, de cenas y sobretodo por vuestros animos. Sois

grandes amigas, llegaréis muy lejos.

A las ultimas incorporaciones, Tere y Merche, por traer aire fresco a Reus, por las

cenas, las salidas y transmitirnos tantas ganas de hacer cosas.

A Jordi, Nacho y Xavi, por ser la parte masculina que necesitaba el laboratorio para
estar equilibrado. Gracias por tantos ratos de conversaciones y risas en cualquier

momento del dia.

A Anabel por ayudarnos en todo. Has conseguido que las horas de experimentacion

resultaran mas amenas.

A Amparo, Esperanza y Juan por toda su ayuda en el estabulario, gracias.

A Montse e Imma por ayudarme siempre con todos los tramites administrativos y

resolver todas mis dudas. Gracias.

A los equipos con los que hemos colaborado durante la parte experimental de este
trabajo: al grupo del CSIC de Barcelona, los doctores Josep Lluis y Jara, Eunice y
Anibal; al grupo del CSIC de Vigo, la Dra. Isabel, el Dr. Manuel y Lucia y al equipo
del Pius Hospital de Valls, especialmente a la Dra. Angels Fortufio. Gracias por todos

los conocimientos transmitidos.

Vi



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal:

T. 1427-2012

Gracias a Lali, Canals, Ana y Rubén. Por ser esos amigos de siempre que han estado
ahi en todos los momentos dificiles apoyandome y consiguiendo que creyera mas en

mi misma.

A mi pequena familia UdG: Gemma, Irene, Vero, Laura, Lidia, Cris, Ana, Sarai,
Raixel, Caste y Valdi porque fue con vosotros que descubrimos lo mucho que nos
gustaba la Biologia y hemos crecido juntos en la ciencia. Seréis grandes en todo lo

que hagais, valéis millones.

A mis padres y mi hermano porque no se puede tener una familia mejor. Todo lo que

soy ahora es gracias a vosotros. Sobran las palabras.

A Albert, mi compafero de viaje, gracias por ser la parte calmada que necesitaban
mis nervios, la alegria que necesitaba mi tristeza, la fortaleza que necesitaba mi

flaqueza y las sonrisas que necesitaba mi vida. Gracias por ser tu. Te quiero.

La beca predoctoral que me ha permitido realizar este trabajo ha sido financiada por
el Proyecto CENIT 2006-2009, MET-DEV-FUN del Ministerio de Industria y la empresa

Shirota Functional Foods (Reus, Catalunya).
El trabajo de investigacion ha sido posible gracias a la ayuda para Proyectos de
Investigacién Fundamental no orientada AGL2009-12374-C03-02 del Plan Nacional

de I+D+I 2008-2011 del Ministerio de Ciencia e Innovacion.

Gracias a la Fundacion Privada Reddis por concederme la ayuda predoctoral para la

realizacion de la tesis doctoral en el 2009.

Vii



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Diposit Legal: T. 1427-2012

viii



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

INDICE

Certificado de la direccion de tesis i
Informe de las directoras de la tesis doctoral iii

Agradecimientos v
fndice ix
Abreviaturas xiii
Introduccion 1
1. Estrés oxidativo (EO) 3
1.1 Definicion 3
1.2 Radicales libres oxigenados y especies reactivas de oxigeno 3
1.2.1 Tipos de radicales libres oxigenados 3
1.2.2 Origen de los radicales libres oxigenados 5
1.3 Sistemas antioxidantes 7
1.3.1 Sistemas antioxidantes enzimaticos 8
1.3.2 Sistemas antioxidantes no enzimaticos 12
1.4 Accion de las especies reactivas de oxigeno 13
1.4.1 Dafo a DNA 13
1.4.2 Dano a proteinas 14
1.4.3 Dano a lipidos 14
2. Sindrome metabdlico 16
2.1 Definicién y diagndstico 16
2.2 Fisiopatologia del sindrome metabdlico 18
2.3 Relacién con el EO 22
2.4 Modelos animales en estudios de sindrome metabdlico 24
3. Acidos grasos poliinsaturados (AGPI) omega 3 de origen 25
marino y omega 6
3.1 Origen y biosintesis AGPI n-3 y n-6 25
3.2 Mecanismos de accion de los AGPI n-3 y n-6 28
3.3 Clasificacién AGPI n-3 32
3.3.1 Acido Eicosapentaenoico (EPA) 32
3.3.2 Acido Docosahexaenoico (DHA) 33
3.4 Productos pesqueros y AGPI n-3 34
3.5 Efectos beneficiosos de los AGPI n-3 35
; . L. 39
Hipotesis y objetivos
; 43
Material y métodos
1. Diseio del experimento 45
1.1 Modelo animal 46



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

1.2 Tratamientos

2. Obtenciodn, procesamiento y conservacionde las muestras
2.1 Muestras sangre total
2.2 Muestras eritrocitos
2.3 Muestras plasma
2.4 Muestras suero
2.5 Muestras tejidos (higado, tejido adiposo, rifidn)

3. Parametros relacionados con el sindrome metabédlico
3.1 Peso corporal
3.2 Presién arterial
3.3 Glucosa
3.4 Insulina
3.5 Indice Homa
3.6 Hemoglobina glicosilada

4. Estudio de parametros de EO en eritrocitos y tejidos
4.1 Determinaciones previas

4.1.1 Hemoglobina
4.1.2 Hematocrito
4.1.3 Concentracion de proteinas
4.2 Sistemas antioxidantes enzimaticos
4.2.1 Superoxido dismutasa (SOD)
4.2.2 Catalasa (CAT)
4.2.3 Glutatién peroxidasa (Gpx)
4.2.4 Glutatién reductasa (GR)
4.3 Indicadores del estado oxidativo
4.3.1 Capacidad antioxidante total del plasma
(ORACQC)
4.3.2 Glutation reducido y Glutation oxidado
(GSH/GSSG)
4.3.3 Productos de peroxidacion lipidica (TBARS)

4.3.4 LDL oxidada (LDL-ox)

5. Factores de riesgo cardiovascular: perfil lipidico
5.1 Triglicéridos
5.2 Colesterol
5.3 HDL colesterol
5.4 LDL colesterol
5.5 APO Al y APO B100

6. Estudio de biomarcadores de riesgo cardiovascular

7. Estudio histopatologico

48

49

49
49
50
50
50

51

51
51
52
52
53
53

54

54
55
55
55
56
56
57
58
59
59

59

61

62
63

63
63
64
65
65
66

67

67



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

7.1 Valoracién higado
7.2 Valoracién tejido adiposo
7.3 Valoracién rifidn

8. Estudio estadistico

Resultados y discusion
1. Parametros relacionados con el sindrome metabdlico

1.1 Peso corporal
1.2 Presion arterial
1.3 Glucosa
1.4 Insulina
1.5 Indice Homa
1.6 Hemoglobina glicosilada

2. Sistemas antioxidantes enzimaticos en eritrocitos

3. Indicadores del estado oxidativo en plasma
3.1 Capacidad antioxidante total (ORAC)
3.2 LDL-ox

4. Factores de riesgo cardiovascular
5. Biomarcadores de riesgo cardiovascular
6. Sistemas antioxidantes enzimaticos en tejidos

7. Indicadores del estado oxidativo en tejidos
7.1 Glutation reducido y Glutation oxidado (GSH y GSSG)
7.2 Productos de peroxidacion lipidica (TBARS)

8. Histopatologia
8.1 Higado
8.2 Tejido adiposo
8.3 Rifidn

Discusion global
Conclusiones

Bibliografia

68
69
70
73

75
75
75
76
78
78
79
81

82

85

85
86

88

92

95

99

103

105

105
110
114

117

125

129

Xi



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Diposit Legal: T. 1427-2012

Xii



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

ABREVIATURAS

AA Acido araquiddnico

AAPH 2,2'-Azo-bis (2-amidinopropano) dihidrocloruro
ADP Adenosin-5-difosfato

AG Acidos grasos

AGMI Acidos grasos monoinsaturados

AGPI n-3 Acidos grasos poliinsaturados omega-3
AGPI n-6 Acidos grasos poliinsaturados omega-6
APO A1l Apolipoproteina Al

APO B100 Apolipoproteina B100

ATP Adenosin-tri-fosfato

Avidina-HRP Peroxidasa de rabano picante conjugada a avidina
CAT Catalasa

COX Ciclooxigenasa

DAP Dihidroxiacetona fosfato

DNA Acido desoxiribonucleico

DHA Acido docosahexaenoico

DPA Acido docosapentaenoico

EC SOD Superoxido dismutasa extracelular
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EO Estrés oxidativo

ERN Especies reactivas de nitrégeno

ERO Especies reactivas de oxigeno

EPA Acido eicosapentaenoico

FAS Acidos grasos sintasa

FFA Acidos grasos libres

FL Fluoresceina

GK Glicerol quinasa

GPO Glicerolfosfato deshidrogenasa

Gpx Glutatién peroxidasa

G3P Glicerol-3-fosfato

GR Glutation reductasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

xiii



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

HbA1lc Hemoglobina glicosilada

HCI Acido clorhidrico

HDL Lipoproteinas de alta densidad

HDL-c Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad

HF-HS High- fat-high sucrose

H,0, Perdéxido de hidrégeno

HOMA Modelo de evaluacién de la homeostasis

HSL Hormona sensitiva lipasa

ICAM-1 Molécula de adhesion intercelular-1

IDF International diabetes foundation

IL-1 Interleucina-1

IL-2 Interleucina-2

IL-4 Interleucina-4

IL-6 Interleucina-6

IMC Indice de masa corporal

LA Acido linoleico

LDL Lipoproteinas de baja densidad

LDLc Colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad

LDL-ox Lipoproteina de baja densidad oxidada

LNA Acido linolénico

LO Lipooxigenasa

L-OOH Lipoperdxidos

LPL Lipoproteinlipasa

LT Leucotrieno

MDA Malondialdehido

NADPH Nicotinamin adenin dinucleétido fosfato reducido

NCEP-ATPIII National cholesterol education program, adult treatment
panel III

NEM N-etilmaleimida

NK Naturall Killer

NFkB Factor de transcripcion nuclear kappa B

NOS Oxido-nitrico sintasa

OHe Radical hidroxilo

ONOOe Radical peroxinitrito

Xiv



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

oL Acido oleico

OMS Organizacién Mundial de la Salud

OPT o-ftalaldehido

ORAC Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno
0,-e¢ Radical superodxido

PAI-1 Inhibidor del activador del plasminégeno-1
PCR Proteina C reactiva

PG Prostaglandina

PHL-OOH Fosfolipoperéxidos

PPAR Receptor del activador de la proliferacién de peroxisomas
POD Peroxidasa

RI Resistencia a la insulina

RL Radicales libres

RLO Radicales libres de oxigeno

SM Sindrome metabdlico

SHROB Ratas obesas espontaneamente hipertensas
SOD Superoxido dismutasa

SREB-1 Proteina de unién al elemento regulador de los esteroles
TAG Triacilgliceroles

TBA Acido tiobarbittrico

TBARS Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

TCA Acido tricloroacético

TE Equivalentes en Trolox

TMB 3,3"', 5,5'-Tetrametilbenzidina

TNF-a Factor de necrosis tumoral-a

TROLOX Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcroman-2 carboxilico
VCAM-1 Moléculas de adhesion vascular-1

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad

WKY Wistar Kioto

4-AF 4-Aminofenazona

8-OHdG 7,8-Dihidro-8-ox0-2 "-deoxiguanosina
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1. ESTRES OXIDATIVO (EO)

1.1 DEFINICION

El EO se define como una perturbacién del equilibrio que existe en el organismo
entre prooxidantes y antioxidantes. Cuando el aumento del contenido intracelular de
prooxidantes sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce EO que
induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas o acidos nucleicos. Es
decir, la agresidon oxidativa se producird cuando la velocidad de generacién de

prooxidantes supere la capacidad de la célula para eliminarlos.

Todas las formas de vida aerobias mantienen un estado reductor en el interior de sus
células. Este entorno reductor es preservado por determinados sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos a través de un constante aporte de

energia metabdlica.

El EO se presenta en diversos estados patoldgicos en los cuales se altera la
funcionalidad celular como: aterogénesis, diabetes, insuficiencia renal aguda,
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cancer, etc. (Lee et al., 2012; Gosmanova y
Le, 2011; Oyatsi y Whiteley, 2012; Rybakowska et al., 2011; Valko et al., 2006).

1.2 RADICALES LIBRES OXIGENADOS (RLO) Y ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO (ERO)

1.2.1 TIPOS DE RLO

Los radicales libres (RL) se definen como moléculas o fragmentos moleculares que
contienen uno o mas electrones desapareados en la orbita mas externa (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Debido a su inestabilidad electrénica son muy reactivos, siendo

esta reactividad la base de su toxicidad y de su corta vida media.

Los RLO representan la clase mas importante de RL generados en los sistemas vivos
(Miller et al., 1990).

El término RLO es frecuentemente utilizado de forma errénea porque se asigna a

todos los reactivos intermedios de las especies de oxigeno, incluyendo todas las
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formas moleculares que no son radicales (agentes oxidantes y/o facilmente

convertibles en radicales). Por este motivo es mas correcto hablar de ERO.

Las ERO son productos del metabolismo celular normal, pueden generarse de manera
enzimatica o no enzimatica como subproductos o productos esenciales de las

reacciones.

Incluyen: el radical superéxido (Oze") que se genera de forma no enzimatica a partir
de la coenzima Q, o a partir de reacciones catalizadas por enzimas que contienen
metales (como la citocromo P450, la xantina oxidasa o la NADPH oxidasa); el
peroxido de hidrégeno (H,0;) cuya liposolubilidad le permite la difusion facil a través
de las membranas causando dano oxidativo en distintas localizaciones celulares; y el
radical hidroxilo (OHe), el agente oxidante mdas potente y reactivo, que se origina de
manera no enzimatica a partir del O2e- por la reaccién de Haber-Weiss, o a partir del
H,O, en presencia de iones metalicos por la reaccion de Fenton. Todos ellos son
producidos durante la reduccién parcial del oxigeno molecular (figura 1). El H,0;
también es precursor del acido hipocloroso (HOCI), un potente agente oxidante que
se produce de manera enddgena y enzimatica por las células fagociticas (Collen
Smith et al., 2006). Ademas de las ERO citadas, se deben considerar las que
incorporan también nitrégeno en su estructura, las llamadas especies reactivas de
nitrogeno (ERN).

Las ERN estan presentes en el ambiente; pero también pueden generarse en las
células. Incluyen, entre otros, el 6xido nitrico (NO), que participa en diferentes
procesos bioldgicos como el funcionamiento de los tejidos vasculares, y que en

presencia del O,e genera el anién peroxinitrito (ONOO").

H,O
e e+ 2H* e+ H* e+ H*
0, 0, > Hzoz\jv OH "~ H,0

Figura 1. Reduccién parcial del oxigeno y generacion de radicales libres. O,--: anidn superoxido,

H,0,: perdxido de hidrégeno, OH': radical hidroxilo.
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Tabla 1. Tipos de ERO y ERN

Especies reactivas

0, (aniodn superoxido)

H,0, (perdxido de hidréogeno)

OHe (radical hidroxilo)

HOCI (acido hipocloroso)

NO (6xido nitrico)

ONOO" (anidn peroxinitrito)

1.2.2 ORIGEN DE LAS ERO

Propiedades

Producido en la cadena de transporte electrdénico.

No es un radical libre pero puede generarlos por reaccién con
un metal de transicién (Fe?*).

Especie mas reactiva atacando moléculas bioldgicas.
Producida a través del H,0; en la reaccién de Fenton, en
presencia de Fe?* y Cu*.

Producido por los neutréfilos durante el estallido respiratorio
para destruir organismos invasores.

Molécula muy inestable que se oxida facilmente, producida
de forma endogena por la enzima éxido nitrico sintasa.

Fuerte agente oxidante que no es un radical libre pero puede
generarlos.

Las ERO se producen de forma natural como productos de numerosas reacciones

oxidativas de las células o a través de diversos procesos fisico-quimicos. Existen

también fuentes externas, por lo tanto se ha considerado un origen tanto endégeno

como exdgeno.

Fuentes exdégenas

Las principales fuentes exdgenas que incrementan la produccién de ERO son:

- Contaminantes: ozono, monoéxido de carbono, éxido nitrico, solventes, toxinas,

etc.

- Farmacos: antidepresivos, antidiabéticos, doxorubicina, etc.

- Iones metalicos: hierro, cobre, cadmio, niguel, cromo, mercurio, etc.

- Radiaciones: ultravioletas, rayos X y rayos gamma (Karbownik y Reiter, 2000).

- Dieta: acidos grasos poliinsaturados (AGPI), glucosa, alimentacién insuficiente

en antioxidantes, alimentacidn hipercaldrica, etc.
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- Ejercicio fisico extenuante (Vifia et al., 2000).

- Tabaco: 6xidos de nitrégeno del humo del tabaco (Elsayed y Bendich, 2001).

Fuentes enddgenas

Podemos distinguir las siguientes fuentes endégenas de ERO:

- Metabolismo celular del oxigeno:

La produccién del O,e- se origina principalmente en la mitocondria (Cadenas y Sies,
1998). La cadena de transporte de electrones es la principal fuente de adenosin-tri-
fosfato (ATP) en las células de mamiferos y es, por tanto, esencial para la vida. En el
transcurso normal de la respiracion celular las mitocondrias consumen oxigeno
transformandolo en H,O (figura 1). Se estima que un 2-4% del oxigeno consumido
durante el transporte de electrones no se reduce a agua por la citocromo C oxidasa,
sino que se forma el anidn semiquinona que puede transferir uno o dos electrones al

oxigeno molecular con la subsecuente formacion del Oe-.

- Reacciones de 6xido-reduccion llevadas a cabo por células fagociticas:

Las células fagocitarias generan una importante cantidad de H,0,, mediante el
sistema NADPH oxidasa generando Oe-.

Como mecanismo de defensa contra agentes extrafios, dichas células también
generan NO, por accion de la oxido-nitrico sintasa (NOS) sobre la arginina
intracelular.

Es decir, las células fagocitarias delante de estimulos proinflamatorios o bacterianos
generan ERO y enzimas proteoliticas para la defensa contra microorganismos,
pudiendo al mismo tiempo estas ERO producir dafio celular como se ha descrito en

varias enfermedades.

- Produccion de H,0, por parte de los peroxisomas:

Los peroxisomas son organulos encargados de la degradacion de determinadas
biomoléculas. La B-oxidacién de acidos grasos (AG), catalizada por flavin-oxidasas,
llevada a cabo en estos organulos produce H;0,. Se estima que el 35% de todo el
H,O, formado en higado de rata es producido por estas reacciones (Boveris et al.,
1972).
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El H,O, es degradado de forma natural por la enzima catalasa (CAT); pero es posible
que, bajo ciertas condiciones, la CAT falle en su degradacién y algunos peroxidos
escapen a su accidn y se liberen en otros compartimentos celulares provocando dafio

oxidativo (Kasai et al., 1989).

En la figura 2 se esquematizan las distintas fuentes de ERO.

alimentos
Luz

Conservadores y Radiacion
quimicos en ‘.‘ lonizante
uv ‘
Q,, ) No
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OH- Tabaquismo

ESTRES OXIDATIVO
b i
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Metabolismo W ,@ NO@
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.
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@D, Mo tp &
3
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Figura 2. Fuentes exdgenas y enddgenas productoras de ERO.

Proceso inflamatorio

1.3 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Para prevenir la oxidacién de los componentes celulares producida por las ERO, los
organismos aerobios han desarrollado mecanismos de defensa antioxidantes (Diplock
et al., 1998). Las células se protegen a si mismas contra el dafio de las ERO
mediante procesos de reparacion, compartimentacion de la produccién de RL,

enzimas de defensa y antioxidantes enddégenos y exdgenos.

Halliwell en el 2007 definié un antioxidante como “cualquier sustancia (o accion) que

retrasa, previene o elimina el dafio oxidativo de una molécula diana”.

En condiciones normales existe un equilibrio entre las ERO y las defensas
antioxidantes para que los organismos se encuentren en las condiciones necesarias

para la supervivencia.
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La proteccion antioxidante se presenta en dos niveles diferentes:

- A nivel fisiologico: El sistema microvascular mantiene los niveles tisulares de O,
siempre dentro de presiones parciales relativamente bajas.

- A nivel bioquimico: La defensa antioxidante, formada por distintos tipos

moleculares, puede ser de tipo enzimatico y no enzimatico.

1.3.1 SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS
La defensa antioxidante de tipo enzimatico estd formada por enzimas enddgenas que
no se consumen al reaccionar con las ERO. Estas enzimas dependen de cofactores

metalicos como el cobre, el zinc, el magnesio, el selenio o el hierro.

Las enzimas mas importantes que forman la primera barrera de defensa contra las
ERO son: Superoxido dismutasa (SOD), Catalasa (CAT), Glutation peroxidasa (Gpx) y
Glutatién Reductasa (GR).

- Enzima Superdéxido Dismutasa (SOD)
La enzima SOD descubierta a finales de los afios 60 (McCord et al., 1970) esta
presente en todos los tipos celulares y tiene un papel muy importante frente al EO.

Cataliza la reaccién de dismutacidén de dos moléculas de O,°~ hasta H,0,y O,:

205" + 2H* + SOD — H,O, + O,

La Cu,Zn SOD representa el 90 % de la actividad SOD en las células eucariotas, se
encuentra en el citosol de todos los tejidos, siendo superior su actividad en higado y
en cerebro (Lori A. Sturtz et al., 2001). Es una proteina homodimérica con un peso
molecular de 32,5 kDa. El cobre es esencial para la reaccidon catalitica, mientras que
el zinc es importante para mantener la estructura de la proteina (Fridovich, 1975).

En humanos, el gen que la codifica se encuentra en el cromosoma 21.

La MnSOD tiene localizacidon mitocondrial y un tamano de 85,3 kDa. Presenta 4
subunidades idénticas cada una con un atomo de manganeso. El gen humano de la
MnSOD se encuentra en el cromosoma 6. Estad presente en todos los tipos celulares

excepto en los eritrocitos y tiene una mayor actividad en corazén, pancreas e higado.
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En 1982, Stefan Marklund, aislé un tercer tipo de SOD en tejido pulmonar humano.
Se trataba de cuatro subunidades unidas de forma no covalente de localizacidon
extracelular (EC SOD) con 135 kDa de tamafio y un atomo de cobre por cada
subunidad. Encontramos el gen EC SOD en el cromosoma 4 humano. Esta enzima
tiene una mayor actividad en el espacio extracelular del Utero, glandula tiroides vy

pancreas. Su actividad es menor si se compara con las otras isoformas intracelulares.

En las células procariotas encontramos basicamente MnSOD y FeSOD. La MnSOD
procariota tiene un peso molecular de 40 kDa y dos subunidades. La FeSOD se
encuentra en bacterias aerobias y pesa 39 kDa. Esta formada por dos subunidades

idénticas que contienen un dtomo de Fe** por cada subunidad.

- Enzima Catalasa (CAT)
La enzima CAT protege de los efectos téxicos del H,0, ya que cataliza su

descomposicién en H,0 y O..

Es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se encuentra ampliamente
distribuida en el organismo. Su actividad varia dependiendo de su localizacién: es
mas elevada en higado y rifiones, mas baja en tejido conectivo y epitelios, y
practicamente nula en tejido nervioso (Chance y Maehly, 1955). En las células se
localiza generalmente a nivel mitocondrial y en los peroxisomas, excepto en los
eritrocitos, se encuentra en el citosol. Esta enzima es una metaloproteina
tetramérica, cuyo peso molecular se encuentra en el rango de 210-280 kDa. Consta
de 4 subunidades idénticas que se mantienen unidas por interacciones no covalentes.

Cada subunidad contiene un grupo prostético hemo.

Se caracteriza por su alta eficiencia catalitica pero relativamente poca afinidad por el
sustrato. Es por ello que estas enzimas son muy eficientes en la reduccién de H,O,
cuando la concentracion de este sustrato es muy elevada, como por ejemplo en los

peroxisomas de las células eucariotas.

Presenta 2 funciones: la catalitica y la peroxidativa.

En la funcion catalitica, el donador de hidréogeno es otra molécula de H,0,. Esta
funcion sdélo puede ser realizada por la enzima en su forma tetramérica (Srivastava
etal., 1980).
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En la reaccién peroxidativa, la enzima puede utilizar como donadores de hidrégeno al
metanol, etanol, acido formico, fenol y formaldehido. Esta funcién se puede realizar
con mondémeros, dimeros y tetrameros (Srivastava et al., 1980; Havir y McHale,
1989).

- Enzima Glutatién Peroxidasa (Gpx)

La Gpx es una enzima selenio dependiente que participa en las transformaciones de
ERO, catalizando la reduccién del H,0, o lipoperéxido (L-OOH), para lo cual utiliza
como agente reductor al glutation reducido (GSH) (figura 3). Al evitar la oxidacién de
los L-OOH se producen hidréxidos que son elementos potencialmente dafinos y que
al oxidarse se convierten en radicales alcohdxidos, para los que no se conoce enzima

que los metabolice (Lam et al., 1993).

La Gpx desempefa un importante papel en la defensa antioxidante por su
localizacién en todos los érganos y tejidos, como parte del sistema antioxidante del
glutation, y ademas tiene una amplia especificidad de sustrato y una mayor afinidad
por H,O, que la enzima CAT. A concentraciones bajas de H,0, actia la Gpx, mientras
que la CAT precisa de concentraciones mas elevadas, lo que demuestra una

correlacion inversa en la actuacion de ambas enzimas.

Existen al menos 3 formas de Gpx:
- Forma intracelular o celular (Gpx-c).
- Forma extracelular o plasmatica (Gpx-p).
- Forma con actividad especifica para los fosfolipoperéxidos (PHL-OOH) (Gpx-

PH) asociada a la membrana.

La GPx-c y la GPx-p utilizan como sustratos el H,0, y los L-OOH aunque la Gpx-c
tiene mayor afinidad por el H,0, y la Gpx-p tiene una afinidad semejante para los dos
sustratos. Sin embargo, ninguna de las dos isoformas es capaz de utilizar los
fosfolipoperdoxidos que son los sustratos principales para la Gpx-PH (Vertechy et al.,
1993).

10
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En el centro activo de la enzima se encuentra un atomo de selenio unido de manera
covalente a un residuo de cisteina con actividad durante la catalisis. En el centro
activo se describe también un grupo tiol que proviene de un residuo de cisteina. Se
conserva casi intacta la estructura del centro catalitico en las diferentes Gpx, lo que
refuerza la hipdtesis de que el mecanismo de accion para las 3 formas es el mismo
(Nakano et al., 1992).

- Enzima Glutatién Reductasa (GR)

La GR es una flavoenzima dependiente de nicotinamin adenin dinucleétido fosfato
reducido (NADPH) que cataliza la reduccién del glutatién oxidado (GSSG) a GSH, el
cual sera utilizado por la Gpx (figura 3).

Es una enzima homodimérica compuesta por 2 subunidades idénticas unidas por un

puente disulfuro.

Gpx
H,0, +2GSH [ >> GSSG+2H,0

Gpx

L-ROOH +2GSH CC—> |OH +GSSG +H,0

GR
GSSG + NADPH + H* C————>> 2GSH + NADP*

Figura 3. Reacciones catalizadas por la Gpx y por la GR.

11
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En la figura 4 se esquematiza de forma global y relacionada los distintos sistemas

antioxidantes enzimaticos.

l SOD

Gpx GR

[ esse ]

NADPH

CAT

<

Figura 4. Esquema global de la actuacion de los enzimas antioxidantes.

1.3.2 SISTEMAS ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

El sistema antioxidante no enzimatico constituye la segunda linea de defensa y esta
constituido basicamente por moléculas de bajo peso y generalmente de origen
exdgeno (vitamina E, vitamina C, betacarotenos, polifenoles, flavonoides vy
oligoelementos), aunque también existen moléculas de origen enddgeno (proteinas
de elevado peso molecular, el GSH, urato, ubiquinol y melatonina). Todas ellas
forman un numeroso conjunto de compuestos capaces de prevenir el dafio oxidativo
por interaccién directa o indirecta con las ERO (Kohen, 1999). Estos compuestos, a
diferencia de las enzimas antioxidantes, se consumen durante su actuacion y deben

sustituirse por diferentes vias, por ejemplo a través de la dieta.

Los mecanismos de accidon propuestos para estos sistemas son:

Interaccién indirecta: quelacién de metales de transicidon para evitar su participacién

en reacciones tipo Fenton o Haber-Weiss (figura 5) (Kehrer et al., 2000). Algunas de
estas moléculas presentes en el plasma son proteinas de alto peso molecular como

albumina, ceruloplasmina, transferrina y haptoglobulina (Halliwell et al 1989).
0, + H,0, — O, + 'OH Fe** + H,0. — Fe®* + 'OH + OH’

Figura 5. Reaccion de Haber-Weiss y reaccién de Fenton.

12
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Interaccion directa con las ERO: transferencia de electrones o secuestro de radicales

(moléculas conocidas con el término inglés scavengers), evitando asi que actien
sobre moléculas diana causando dafio oxidativo. Son moléculas reductoras de
pequefo tamafo, hidrosolubles, capaces de atravesar las membranas celulares,

como el GSH, la vitamina C (acido ascorbico), la melatonina y el acido Urico.

1.4 ACCION DE LAS ERO
Debido a su elevada inestabilidad atdmica, las ERO colisionan con una biomolécula
cercana y le sustraen un electréon, oxidandola, pudiendo perder de esta manera su

funcionalidad especifica en la célula.

Cuando las biomodleculas afectadas son esenciales para la vida como el acido
desoxiribonucleico (DNA), las proteinas o los lipidos se pueden desencadenar
patologias graves como enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades
intestinales que cursan con accién inflamatoria, enfermedades neurodegenerativas,
etc. Por eso, se ha descrito que en la etiopatogenia de estas enfermedades estan
implicadas las ERO y que su presencia puede acelerar el curso de la enfermedad
(Dhalla et al., 2000; Valko et al., 2007, Tretter et al., 2004).

1.4.1 DANO A DNA

La molécula de DNA es una de las principales dianas del ataque por ERO, y las
modificaciones que sufre como consecuencia de esos ataques son relevantes para la
pérdida de la homeostasis celular. Se pueden provocar mutaciones y carcinogénesis
por una parte, o la pérdida de expresiéon por dafio a un gen especifico. Los RL
derivados del oxigeno son la fuente mayoritaria del dafio al DNA. En la molécula de
DNA, los grupos nucleofilicos de la desoxirribosa y de las bases nitrogenadas quedan

expuestos al ataque electrofilico de las ERO.

Existen diferentes tipos de dafo oxidativo al DNA (Zorrilla et al., 2004):

- Ruptura del esqueleto azlcar fosfato de una o de las dos hebras.

- Modificacion de las bases nitrogenadas (saturacion y fragmentacién del anillo
de timina).

- Formacién de uniones cruzadas (cross-links) DNA-DNA 6 DNA- proteinas.

- Oxidacion de bases de DNA, tanto gendmico como mitocondrial.
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Entre todas las bases la mas propensa a ser modificada es la guanina. La lesion
oxidativa mas y mejor estudiada es la accion de un radical hidroxilo sobre la posicidon
C8 de la guanina, con formacién de la 8-hidroxiguanina y de la 7,8-dihidro-8-oxo-2 -
desoxiguanosina (8-OHdG). La 8-OHdG se considera un importante biomarcador de
EO en el DNA (Nakabeppu et al., 2004) y se correlaciona también con la medida de

la severidad de la diabetes (De Ferranti y Mozaffarian et al, 2008).

1.4.2 DANO A PROTEINAS

Las ERO oxidan preferentemente los aminoacidos fenilalanina, tirosina, triptéfano,
histidina y metionina y como consecuencia se forman cruzamientos de cadenas
peptidicas, fragmentacién de proteinas y formacién de grupos carbonilos. De esta
forma se impide el normal desarrollo de sus funciones (transportadores idnicos de
membranas, receptores, mensajeros celulares, enzimas que regulan el metabolismo

celular, etc.) (Oteiza, 1995).

Un método indirecto para determinar el dafo a proteinas causado por los RL es la
determinacion de la hemoglobina glicosilada (HbA1lc) que se forma a través del

proceso de glicosilacién proteica.

La glicosilacion no enzimatica de las proteinas ocurre en los grupos aminoterminales
y en los grupos épsilonamino de los aminoacidos intracatenarios. La proteina
glicosilada se forma por la adicidon de glucosa a la proteina mediante una reaccién
continua y lenta que es funcidon del tiempo de contacto entre los reactantes y de la

concentracion de glucosa integrada durante dicho periodo de contacto.

El hierro de la oxihemoglobina (hemoglobina unida a atomos de oxigeno) puede
reaccionar con el O2e- o con el H,O, para formar metahemoglobina (hemoglobina
oxidada) y por la accion de la enzima metahemoglobina reductasa puede volver al
estado normal. Si por algun déficit, esta enzima no actla correctamente, no se
produce la reversién y a partir de la metahemoglobina podra formarse la HbAlc.
Cuanto mas elevada sea la concentracién de HbA1lc en sangre mayor sera el nivel de

dafio a proteinas causado por los RL.
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1.4.3 DANO A LIPIDOS

La accidon de las ERO sobre los lipidos causa alteraciones en las membranas celulares
y en las lipoproteinas. En las membranas celulares se altera la permeabilidad
conduciendo al edema y la muerte celular; y en el caso de las lipoproteinas, la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) comporta la génesis de la placa

ateromatosa.

La oxidacidn lipidica, por parte de las ERO, trata de una reaccién en cadena en la que
el AG al oxidarse, se convierte en radical de AG con capacidad de oxidar a otra
molécula préxima. Este proceso se conoce como lipoperoxidacién (figura 6). Genera
numerosos subproductos, como el malondialdehido (MDA), cuya determinacion en
tejidos, plasma u orina es uno de los métodos de evaluacién del EO. Ademas, los

aldehidos formados pueden entrecruzar proteinas.

Cuando los lipidos implicados son constituyentes de las membranas bioldgicas, se
rompe la disposiciéon cohesiva de la bicapa lipidica. La ruptura de la integridad de la
membrana mitocondrial puede provocar una posterior produccion de mas RL (Smith
et al., 2006).
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Figura 6. Proceso de peroxidacion lipidica iniciada por el radical R (Boots et al., 2008).
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2. SINDROME METABOLICO (SM)

2.1 DEFINICION Y DIAGNOSTICO

Se denomina SM a la combinacién de tres o mas enfermedades o factores de riesgo
en un mismo individuo que aumentan su probabilidad de padecer una enfermedad
cardiovascular o diabetes mellitus. No hay un criterio Gnico para la inclusidon de estos

factores de riesgo en la definicion del SM.

En la tabla siguiente se esquematizan los factores de riesgo a considerar para
diagnosticar SM segun tres organizaciones de referencia mundial: 1) la National
Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel III (ATPIII); 2) Ila
organizacion mundial de la salud (OMS), y 3) la International Diabetes Foundation
(IDF).

Tabla 2. Criterios de definicién del SM

Factor de riesgo NCEP-ATPIII OMS IDF

Circunferencia abdominal: Cintura a cadera: Circunferencia abdominal:
Obesidad central > 102 cm en varones > 0,90 cm en varones > 94 cm en varones

> 88 cm en mujeres > 0,85 cm en mujeres > 80 cm en mujeres

Hipertrigliceridemia > 150 mg/dl > 150 mg/dl > 150 mg/dl
. < 40 mg/dl en varones < 35 mg/dl en varones < 40 mg/dl en varones
Colesterol HDL bajo < 50 mg/dl en mujeres < 39 mg/dl en mujeres < 50 mg/dl en mujeres

Sistdlica:
Hipertension arterial = 130 mmHg = 140 mmHg = 130 mmHg
Diastdlica: > 90 mmHg > 85 mmHg
> 85 mmHg
Glicemia alterada en 100 mg/dl o farmaco > 110 mg/dl y/o 100 mg/dl o diabetes tipo 2
ayunas especifico o diabetes tipo 2 2 hs poscarga diagnosticada
diagnosticada > 140 mg/dl

NCEP-ATPIII: National Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel III; OMS: Organizacion Mundial de la
Salud; IDF: International Diabetes Foundation.

La OMS sefala que es indispensable para el diagndstico de SM la presencia de
resistencia a la insulina (RI) y/o alteracion en la tolerancia a la glucosa, ademas de

otros dos factores.
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La definicion de la NCEP-ATPIII se basa en la coexistencia de cualquier combinacion
de tres alteraciones de la tabla anterior. A diferencia de lo establecido por la OMS, la
NCEP-ATPIII no recomienda una medicidon rutinaria de la insulinemia por no
considerarla esencial para el diagnodstico de SM; mientras que la IDF considera

indispensable el criterio del perimetro abdominal.

Acompafiando a los diagndsticos explicados anteriormente deben incluirse los
antecedentes personales y los cuestionarios especificos para evaluar apnea
obstructiva del suefio en todos los pacientes y sindrome de ovario poliquistico en

mujeres premenopausicas.

Los antecedentes familiares seran Uutiles para identificar y evaluar el riesgo de

enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus.

La prevalencia del SM varia de una poblacidon a otra y dependiendo, en parte, de la
edad y la composicion étnica de las poblaciones. Generalmente, la prevalencia de

dicho sindrome aumenta con el envejecimiento (Fauci et al., 2009).

El SM estd asociado a un mayor riesgo de padecer otras enfermedades, algunas de

las cuales se explican a continuacion (Fauci et al., 2009):

- Enfermedades cardiovasculares
El riesgo relativo de enfermedad cardiovascular de comienzo reciente en sujetos con
SM, en caso de no existir diabetes, es de 1,5 a 3 veces mayor que en individuos sin
SM.

En diversas investigaciones, la presencia de SM y diabetes anticiparon la aparicion de
accidentes vasculares cerebrales isquémicos, con un mayor peligro para pacientes
con SM respecto a los que tenian diabetes Unicamente. Las personas que padecen

SM también estan mas expuestas a vasculopatias periféricas.
- Esteatosis Hepatica no Alcohdlica (EHNA)

La esteatosis hepatica es relativamente frecuente. Sin embargo, en la no alcohdlica

coexisten la acumulacién de triglicéridos y la inflamacion.
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Afecta al 2-3% de la poblacién estadounidense y de otros paises del mundo
occidental. Al incrementarse la prevalencia de sobrepeso/obesidad y del SM, la EHNA
se ha considerado una de las causas mas frecuentes de hepatopatia terminal y

carcinoma hepatocelular.

- Sindrome de ovario poliquistico
El sindrome de ovario poliquistico acompafia muy frecuentemente al SM y su
prevalencia estd entre el 40-50%. Las mujeres con este sindrome tienen una
probabilidad de dos a cuatro veces mayor de presentar SM, en comparacion con las

que no lo padecen.

- Apnea obstructiva del suefio
La apnea mencionada suele acompafar a la obesidad, la hipertensidn, el incremento
de las citocinas circulantes y la RI. Cuando se comparan los biomarcadores de RI
entre individuos con apnea y controles de igual peso, la resistencia a dicha hormona

es mas grave en pacientes con apnea.

2.2 FISIOPATOLOGIA DEL SM
Los factores de riesgo mas importantes para el SM son: el sobrepeso o la obesidad,
la vida sedentaria, el envejecimiento, la diabetes mellitus, la cardiopatia coronaria y

los trastornos lipodistroficos.

Los factores de riesgo de una enfermedad se definen como caracteristicas bioldgicas
medibles en un individuo que preceden a la enfermedad propiamente dicha, y estan

directamente implicados en la ruta causal bioldgica (Prabhakaran et al., 2011).
La patogénesis del SM es compleja y deja muchos interrogantes. Intervienen tanto

factores genéticos como ambientales, que van a influir sobre el tejido adiposo y

sobre la inmunidad innata (figura 7).
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Figura 7. Fisiopatologia del SM y su relacién con las enfermedades cardiovasculares (extraido de
Reilly et al., 2003).

Los acidos grasos libres (FFA) se liberan a partir de la masa total de tejido adiposo.
En el higado, la presencia de dichos FFA aumenta la produccién de glucosa,

triglicéridos y la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).

Los FFA disminuyen la sensibilidad a la insulina en los musculos al inhibir la captacién
de glucosa mediada por dicha hormona, también disminuye el fraccionamiento de
glucosa para formar glucégeno y se acumulan triglicéridos. Los incrementos en la
glucosa circulante y en los FFA aumentan la secrecién de insulina por el pancreas y
con ello surge hiperinsulinemia. Esta Ultima intensifica la reabsorcién de sodio y
agua, y aumenta la actividad del sistema nervioso simpatico (SNS) contribuyendo al
aumento del gasto cardiaco y la vasoconstriccién; de esta manera se aumentan la

tension arterial y los niveles de FFA circulantes.

Contribuyendo a la RI generada por el exceso de los FFA aparece un estado
proinflamatorio. Este estado se mide en el individuo a través de diversos nuevos

biomarcadores de riesgo cardiovascular.

Los biomarcadores son indicadores bioldgicos para los procesos que estan implicados

en el desarrollo de una enfermedad, y pueden o no ser la causa de ésta
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(Prabhakaran et al., 2011). Entre estos biomarcadores de riesgo cardiovascular

implicados en el SM encontramos:

Una mayor secrecién de interleucina 6 (IL-6) y de factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), generado por adipocitos y macrofagos, que intensifican la RI y la
lipdlisis de los depdsitos de triglicéridos en tejido adiposo. La IL-6 también aumenta

la produccién de glucosa y de VLDL por el higado y la RI en los musculos.

Las citocinas y los FFA aumentan la produccidon de fibrindgeno por el higado y la
produccion del inhibidor del activador de plasminégeno 1 (PAI-1) por
adipocitos que inhibe la fibrindlisis; por tanto, se relaciona con una mayor tendencia
a la trombosis. En enfermedades inflamatorias en las que la fibrina se deposita en los
tejidos, el PAI-1 tiene un papel significativo en la progresién de la fibrosis. Este

biomarcador esta elevado en la obesidad y el SM.

Los niveles mayores de citocinas circulantes estimulan también la produccién de
proteina C reactiva por el higado (PCR). La PCR, aunque es un biomarcador

inespecifico, aumenta sus niveles drasticamente en estados inflamatorios agudos.

La menor produccion de adiponectina por los adipocitos, citocina antiinflamatoria y
sensibilizante a la insulina, también influye en la aparicién del SM, ya que sus niveles
circulantes son inversamente proporcionales al indice de masa corporal (IMC) y al

porcentaje de grasa corporal (Fauci et al., 2009).

El aumento de molécula de adhesion célulo-vascular (sVCAM-1) también influye
en la aparicién de SM ya que se relaciona con la adhesion de linfocitos, monocitos,
eosinofilos y basofilos al endotelio vascular; por tanto, tiene un papel en el desarrollo
de la aterosclerosis y se encuentra aumentada en células endoteliales y musculares

en respuesta a varias citocinas como el TNF-a y las interleucinas 1 y 4 (IL-1 e IL-4).

La molécula de adhesion intercelular (sICAM-1), también implicada en el
proceso inflamatorio y elevada en el SM, es una glicoproteina transmembrana
presente en células endoteliales y del sistema inmune. Promueve y estabiliza las

interacciones entre células, macrofagos, leucocitos, fibrindgeno, y facilita la
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migracion de los leucocitos a través del endotelio vascular en procesos como la

extravasacion y la respuesta inflamatoria. Su sintesis puede ser inducida por IL-1.

La apolipoproteina B-100 (APO B100) es el principal componente polipeptidico de las
LDL y la apolipoproteina A1 (APO A1) de las HDL, tienen un papel importante en el
transporte de lipidos interviniendo en la unién del colesterol unido a lipoproteinas de

baja y alta densidad (LDL-c y HDL-c) a sus receptores celulares correspondientes.

En general, a medida que aumentan los niveles de HDL-c, aumentan los valores de

APO A1, y lo mismo sucede para los niveles de LDL-c respecto APO B100.

La APO B100 es el principal mecanismo de transporte para el colesterol enddgeno

interviniendo en la deposicion celular de éste.

Debido a todo esto, algunos estudios describen las determinaciones de las
concentraciones de APO B100 y de APO Al como mejores indicadores de

enfermedad cardiovascular que las LDL y HDL (Burtis et al.,1999).

Por lo tanto, actualmente es mas util la evaluacién de la proporcion APO B100/
APO A1l como biomarcador de riesgo cardiovascular que la proporcién convencional
de colesterol LDL/ HDL.

En la figura 8, se esquematizan los cambios en los triglicéridos y las lipoproteinas

gue conducen a la formacion de la placa de ateroma.
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Figura 8. Los pacientes que padecen SM
exhiben un perfil lipidico denominado “hiperlipidemia aterogénica”.
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2.3 RELACION CON EL EO

El EO juega un papel critico en la patogénesis de diferentes enfermedades. Se ha
demostrado su presencia en la fisiopatologia de la obesidad, la hipertensién, la
disfuncidon endotelial y desérdenes cardiovasculares, la RI, la intolerancia a la glucosa
y el SM (Ceriello, 2008).

Parece ser uno de los enlaces para el desarrollo de la resistencia periférica a la
insulina en los pacientes obesos; ya que afecta la captacién de glucosa en el musculo
y el tejido adiposo y disminuye la secrecidon de insulina de las células B pancreaticas
a través de la fosforilacién de los receptores de insulina. La insulinorresistencia esta,

por lo tanto, relacionada al EO (Maritim et al., 2003).

Una concentracién de ERO elevada se correlaciona inversamente con el grado de
control glucémico de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Nourooz-Zadeh et
al., 1997).

El contenido de O,e en el musculo esquelético de modelos animales resistentes a la
insulina esta elevado. Y, el tratamiento con antioxidantes mejora la tolerancia a la
glucosa estimulando su transporte por parte de la insulina en el muasculo esquelético

aislado en estos animales (Blendea et al., 2005; Henriksen, 2006).

También, un tratamiento con H,0, en lineas celulares sensibles a la insulina, como
adipocitos 3T3-1 y miocitos L6, induce RI; mientras que la adiciéon de antioxidantes,

revierte este efecto (Houstis et al., 2006).

Existen evidencias de que el incremento en la glucemia disminuye defensas
antioxidantes enddgenas como el GSH y la vitamina C (Inouye et al., 1999) y que
pacientes con SM presentan biomarcadores de peroxidacién en plasma y orina como
F-2 isoprostanos, TBARS (Sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico) que indica la
formacién de productos de la peroxidacion lipidica como el MDA, proteinas
carboniladas y PCR (Armutcu et al., 2008). Estos datos corroboran que el EO puede
ser causa y/o consecuencia en la RI y por tanto, en la apariciéon del SM (Wei et al.,
2008).
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El EO también se relaciona con el SM a través de las citocinas pro-inflamatorias
cuyos niveles se encuentran elevados. Probablemente estas moléculas inflamatorias
contribuyen a reforzar la relacion existente entre inflamacion, EO y RI (Wei et al.,
2008).

La activacion del sistema renina-angiontensina-aldosterona (SRAA) también esta
involucrado en la produccién de ERO y el consiguiente dafio endotelial en el SM. El
SRAA juega un papel fundamental en la homeostasis cardiovascular y renal. La
elevada actividad del SR y los niveles elevados de angiotensina II (ANG II) generan
ERO que pueden contribuir a la aparicién de RI sistémica (Cooper et al., 2007). Por
ejemplo, la infusién sistémica o local de ANG II ha demostrado causar RI en el
musculo esquelético independientemente de las influencias hemodinamicas, lo que
apoya la idea de que la ANG II puede modular directa y negativamente el sistema de
transporte de la glucosa en el mulsculo. Por otra parte, los pacientes con hipertensién
esencial presentan altos niveles de O,¢"y ONOO", asi como también bajos niveles de

antioxidantes endégenos como SOD, CAT y Gpx (Lazy et al. 2008).

La relacidon existente entre el EO y el SM responsabiliza al estado oxidativo de
importantes dafios que ocurren en el SM como: la peroxidacion lipidica, dano en las

membranas celulares, dafio del DNA y trastorno en la expresion de genes.

El EO también esta presente en la hipoadiponectinemia relacionada con la obesidad,

diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad arterial coronaria (Stern et al., 2007).

El EO induce la disfuncién endotelial, afectando directamente a las células de la pared
vascular (Ceriello et al., 2004). El aumento de la insulina, de los AG y de los niveles
de glucosa libre pueden dar lugar a un aumento de las ERO y por lo tanto un

aumento del EO y del estado de inflamacién (Siméo et al., 2010).

Algunos estudios sugieren que la obesidad por si misma puede inducir EO y el
aumento del EO en el tejido adiposo es, al menos en parte, la causa subyacente de la
desregulacion de adipocitocinas y el subsecuente desarrollo del SM (Furukawa et al.,
2004).
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2.4 MODELOS ANIMALES EN ESTUDIOS DE SM

Al ser el SM un trastorno multifactorial, deben ser utilizados diferentes tratamientos
para los diferentes pacientes, y es dificil en la practica desarrollar cepas de origen
animal que representen a todos los diferentes tipos de pacientes con este sindrome.
Existen algunas cepas animales y, en particular algunas cepas de ratas, con un perfil
de anomalias muy similar al que caracteriza a la mayoria de los pacientes con SM,
permitiendo hoy en dia evaluar los medicamentos y las intervenciones en el estilo de

vida para tratar o prevenir este sindrome.

Ejemplos de cepas de ratas utilizadas para el estudio de SM:

- La rata Zucker obesa (Zucker fa / fa): es conocida y ampliamente utilizada como
modelo animal de obesidad genética. La mutacién fa se descubrié en 1961 por Lois
Zucker y es un cruce entre las ratas Merck M-deformacién y Sherman. Estos
animales presentan una mutacion en el receptor de leptina, que es la base molecular
de su fenotipo. La leptina es producida por el tejido adiposo y desempena un papel
importante en la regulacién del balance energético. Esta hormona se libera en el
sistema circulatorio por el tejido adiposo en proporcion a la cantidad de lipidos
almacenados, y actua en el cerebro, en los receptores de leptina, determinando una
disminucidn en la ingesta de alimentos y un aumento en el gasto de energia. Ademas
de su obesidad tipica, las ratas Zucker presentan una serie de anomalias como la
dislipidemia, la intolerancia a la glucosa, la hiperinsulinemia moderada y el dafo

renal (Aleixandre de Artifano A y Miguel Castro M, 2009).

- La rata SHR (rata espontdneamente hipertensa): es un modelo experimental bien

definido para el estudio de la hipertensiéon y ha sido también propuesto como un
modelo de RI. Estas ratas muestran hipertrigliceridemia, obesidad abdominal e

hipertensién (Aleixandre de Artiiano A y Miguel Castro M, 2009).

- La rata SHROB (rata obesa espontaneamente hipertensa): es una cepa desarrollada

por Koletsky et al. en 1969. Se trata de ratas obesas e hipertensas homocigotas para
una mutacidon en un alelo del gen del receptor de la leptina. Presentan un fenotipo
que incluye: hipertensién severa, hiperlipidemia (marcada hipertrigliceridemia vy
moderado aumento del colesterol), RI, valores normales de glucosa en ayunas,

obesidad, y enfermedad renal con proteinuria y glomeruloesclerosis. Todas estas
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caracteristicas presentan mas paralelismo con los sintomas del SM en humanos que
las cepas explicadas anteriormente, lo que las hace mejor modelo para su estudio
(Aleixandre de Artinano A y Miguel Castro M, 2009; Ernsberger et al., 1999) y las

indicadas para la experimentacion en este trabajo.

Como controles sanos se escogieron ratas Wistar Kyoto (WKY). Se trata de una cepa

de rata normotensa, polivalente, que debido a su vida media, facil manejo y su
docilidad es ampliamente utilizada en investigacion biomédica como grupo control en

estudios de hipertensidn.

3. ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS OMEGA 3 (AGPI n-3) DE
ORIGEN MARINO Y OMEGA 6 (AGPI n-6)

3.1 ORIGEN Y BIOSINTESIS AGPI n-3 y n-6

Los AG son biomoléculas lipidicas con una estructura de cadena hidrocarbonada lineal
que contiene uno (Acidos grasos monoinsaturados: AGMI) o mds dobles enlaces
(Acidos grasos poliinsaturados: AGPI) delimitados por un extremo metilo (HsC) y
otro carboxilo (COOH). También existen los AG saturados, es decir, sin dobles

enlaces en su estructura.

Tanto la longitud de la cadena carbonada como la presencia y localizaciéon de las
instauraciones caracterizan las propiedades fisicas de los AG, como su punto de
fusion y su fluidez. Estas propiedades son muy importantes para la fisiologia del
organismo. Desde un punto de vista bioquimico la posicién de los dobles enlaces
respecto al final de la cadena es muy importante por tratarse de una estructura muy

conservada en las rutas metabdlicas.

Los AGPI n-3 y n-6 contienen el primer doble enlace cis- entre los atomos de carbono
tercero y cuarto en el caso de n-3 o entre el sexto y el séptimo en el caso de n-6,
siempre contando desde el extremo metilo del AG (Poudyal et al., 2011; Rueda et
al., 2010).

En la figura 9 aparecen las formulas del linoleico (LA) y del a-linolénico (LNA). En la

nomenclatura se suele especificar también, entre paréntesis, el nUmero de carbonos
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y el nimero de dobles enlaces. Asi, el LA tiene 18 carbonos, con dos dobles enlaces,
el primero de los cuales en la posicién del carbono 6; es por tanto un AGPI n-6. El

LNA es un AGPI n-3 de 18 carbonos con tres dobles enlaces.

Acido linoleico (C18:2)

/

)

e A~ {\\/\/\/\

|
\

~ ”~~
" COOH
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Acido or-linolénico (C18:3)

S N N ~
@ DI o

Figura 9. Estructura del LA (AGPI n-6)
y del acido LNA (AGPI n-3).

En la figura 10 se clasifican los distintos AG segun el nimero y posicién de sus dobles

enlaces.

Acidos grasos

/1 \

_Poliinsaturados Saturados
—
> v .
Monoinsaturados
e —
l ’
Ac. Laurico

*Ome a-3 Omeia-G

Ac. Palmitico

LNA - .

LA w Ac. Estedrico
EPA AA oL
DHA DPA

Figura ,10. Clasificacion de AG: AGPI n—3,, AGPI n-6, AGPI n-9 y saturado,s. LNA: Acido a—LinoIépico;
EPA: Acido Eicosapentaenoico; DHA: Acido Docosahexaenoico; LA: Acido Linoleico; AA: Acido
Araquiddnico; DPA: Acido Docosapentaenoico; OL: Acido Oleico.

Los AGPI n-3 y AGPI n-6 son AGPI de cadena larga. Son las dos clases principales
de AGPI esenciales. Las enzimas celulares no pueden introducir enlaces dobles mas
alla del carbono 9, y por este motivo estos AG deben obtenerse a través de la dieta.

Esta falta en la capacidad de sintesis de los AGPI n-3 y AGPI n-6 implica que la
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regulacion del balance organico de los AGPI n-6/AGPI n-3 dependa principalmente de

la alimentacion.

El LA (18:2 n-6) es el AGPI n-6 predominante derivado de las plantas y abundante

en las semillas. Es un precursor del AA (20:4 n-6) y los eicosanoides.

El acido LNA (18:3 n-3) es el principal AGPI n-3 de origen vegetal que se encuentra
en los cloroplastos de las hortalizas de hoja verde y en las semillas de lino, colza,

albahaca, chia y nueces. Es un precursor del DHA (22:6 n-3).

El LA, el AA y el DHA son los predominantes en los fosfolipidos celulares, de ahi su
gran importancia bioldgica ya que determinan la fluidez de las membranas y, por
tanto, el comportamiento de las enzimas y receptores de éstas (Jump, 2002).

Ambos AG esenciales (LA y LNA) se metabolizan a otros mas insaturados a partir de
una serie alternada de reacciones especificas llevadas a cabo por elongasas y
desaturasas, principalmente en el higado. Estas enzimas especificas estan localizadas
en el reticulo endoplasmatico y en los peroxisomas de las células. Las dos vias
metabdlicas (figura 11), la de los AGPI n-3 y la de los AGPI n-6, utilizan los mismos
complejos enzimaticos para sus transformaciones; es por esto que existe una
competencia entre ellos por las enzimas especificas en cada reaccién. Por ejemplo, la

enzima A6-desaturasa posee mayor afinidad por los AGPI n-3 que por los AGPI n-6.

Esta enzima se reconoce como la limitante de estas reacciones y algunas evidencias

sefialan que su actividad decrece con la edad (Rueda et al., 2010).

La mayor afinidad de la enzima A6-desaturasa por los AGPI n-3 hace que se
requieran cantidades mucho mayores de éstos para mantener una velocidad de

sintesis adecuada a los requerimientos del organismo.

De esta forma, un aporte dietético mayoritariamente constituido por AGPI n-6, como
ocurre a partir del consumo de aceites vegetales, puede inhibir significativamente la
formaciéon enddégena de AGPI n-3, en especial de EPA y DHA (AGPI n-3 procedentes
de origen marino). La dieta occidental aporta principalmente AGPI n-6 y muy pocos

AGPI n-3; por tanto, los efectos del consumo de este tipo de dieta son motivo de
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estudio actualmente. Esto se agrava mas aun, cuando el consumo de pescado (la

mejor fuente nutricional de DHA preformado) es baja.
La enzima Al5-desaturasa (figura 11) sélo se encuentra en las plantas y metaboliza

la conversion de AGPI n-6 a AGPI n-3. Debido a la ausencia de esta enzima, los

mamiferos no pueden realizar esta conversion.

Via n-6 Via n-3

A15-desaturasa

~ Acido a- Linolénico
«4—— A6-desaturasa ———P

Acido Linoleico

Acido estearidonico

Acido y-linoléico

Acido Docosahexaenoico

< elongasa — >

Acido
Araquiddnico

B-oxidacion

Acido Dihomo y-linoléico

< A5-desaturasa > Acido Tetracosahexaenoico

Acido Araquidénico

Acido Eicosapentaenoico A6-desaturasa

Acido Tetracosapentaenoico
Acido Docosapentaenoico ‘elongasa

Figura 11. Vias metabdlicas de los AGPI n-3 y n-6.

3.2 MECANISMOS DE ACCION DE LOS AGPI n-3 Y n-6
Con la alimentacion se ingieren AGPI que se incorporan a las células. Normalmente
formaran parte de los fosfolipidos de membrana, preferiblemente de los

fosfoglicéridos.

Cuando la célula se activa recibiendo estimulos especificos, los AGPI son liberados a

través de las fosfolipasas A, que hidrolizan los fosfoglicéridos.

El AA una vez liberado via fosfolipasa A, es el principal precursor de una familia de

moléculas llamadas eicosanoides con importantes funciones en los procesos de la
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inflamacién, ya que modulan la intensidad y la duracion de las respuestas
inflamatorias y la respuesta inmune. Los eicosanoides son la conexion existente entre
los AGPI y el sistema inmune (Calder y Grimble, 2002; Calder, 2006).

El AA una vez libre actia como sustrato de la enzima ciclooxigenasa (COX), para
formar las prostaglandinas (PG) de la serie 2, o de la lipooxigenasa (LO) para formar

los leucotrienos (LT) de la serie 4 (figura 12).

De las PG de serie 2, la mas estudiada es la PGE, que tiene importantes funciones
proinflamatorias como la induccion de fiebre, el aumento de la permeabilidad
vascular, la vasodilatacién y el aumento del dolor y el edema causados por otros
agentes como la histamina. Por otra parte, la PGE, suprime la proliferacién de
linfocitos y la actividad de células Natural Killer (NK), inhibe la produccion del TNF-a
y de las interleucinas 1, 2 y 6 (IL-1, IL-2, IL-6); teniendo también, de este modo,

una actividad antiinflamatoria.

Los LT de serie 4 (LTB4, es el mas estudiado) aumentan la permeabilidad vascular,
mejoran el flujo sanguineo local, son potentes agentes quimiotacticos para
leucocitos, inducen la liberacion de enzimas lisosomales, aumentan la generacién de
ERO, inhiben la proliferacidon de linfocitos y promueven la actividad de las células NK,

regulan la produccién de moléculas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-2.

Asi, el AA da lugar a una serie de mediadores (PG2 y LT4) que tienen efectos
opuestos entre si, por lo que el efecto fisiolégico general en el organismo se regira
por su concentracién, el momento de su produccidon y la sensibilidad de las células

diana a sus efectos (Calder y Grimble, 2002).

Los AGPI n-3 (EPA y DHA principalmente) sustituyen al AA en las membranas
celulares provocando una disminucién de la sintesis de los eicosanoides derivados de
él, ya que el sustrato para su formaciéon se ve disminuido (Yagoop et al., 2000;
Sperling et al., 1993). Por lo tanto, se podria considerar a los AGPI n-3 como
antagonistas del AA ya que comparten receptores en las mismas células diana vy
resultan como alternativa a la formacién de eicosanoides. Asimismo, el EPA inhibe

competitivamente la oxigenacién del AA por la enzima COX. Por todo esto, se podria
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decir que la ingesta de aceite de pescado comporta una disminucién de sintesis de
eicosanoides derivados del AA (Calder y Grimble, 2002, Calder, 2006).

El metabolismo del EPA por la COX y la LO da lugar a LT y tromboxanos (TX) de la
serie 5 (LT5 y TX5) y PG de la serie 3 (PG3) (Sperling et al., 1993). Estos se
consideran biolégicamente menos potentes que sus analogos derivados del AA. Por
ejemplo, el LTB5 tiene solamente un 10% de la potencia del LTB4 en relacion a la
actividad quimiotactica y a la liberacién de enzimas lisosomales (Calder y Grimble,
2002). Las PG3 también poseen un efecto inflamatorio menor que las PG2, ya que las
PG3 inducen una menor expresion génica de COX-2 y una menor produccion de IL-6

en estudios realizados en lineas celulares (Bagga D et al., 2003).

Los eicosanoides derivados del EPA y la consecuente reduccidon de los eicosanoides
derivados del AA tienen, por lo tanto, efectos antiinflamatorios positivos sobre el
organismo y podrian mejorar la funcidon inmunoldgica, constituyendo una de las
claves del funcionamiento de los AGPI n-3 y de sus efectos beneficiosos (Calder y
Grimble, 2002, Calder, 2006).
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Figura 12. Formacion de eicosanoides relacionados con los procesos de

inflamacion. TX, tromboxanos; PG, prostaglandinas; LT, leucotrienos.

Ademas, estd descrito que tanto EPA como DHA producen metabolitos oxigenados
denominados resolvinas con potente actividad antiinflamatoria y inmunoreguladora
(Calder PC, 2006, Serhan et al., 2008).
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Las PG y los LT activan factores de transcripcion como NFkB (Factor de transcripcion
nuclear Kappa B) involucrado en la expresion de multitud de proteinas como
citocinas o proteinas reactivas de fase aguda de la inflamacién. Las resolvinas
inhiben la transcripcién de NFkB por diversas vias, como por ejemplo, activando
del

peroxisomas). A partir de esta activacién se formara un heterodimero con otro

transcripcionalmente PPARy (Receptor activador de la proliferacion de
receptor nuclear, el receptor retinoico (RXR) que se unird a un “elemento de
respuesta” (PPRE) en la molécula de DNA. De esta manera se estimula la expresion
de genes que codifican proteinas para la oxidacidn de los AG, deteniéndose asi la
produccién de

inflamaciéon (Mataix y Gil, 2004; Rueda et al., 2010).

los diferentes mediadores que desencadenan los procesos de

En la tabla 3 se resumen los efectos de los AGPI n-3 sobre factores reguladores de la

inflamacién.

Tabla 3. Efectos de los AGPI n-3 sobre los factores reguladores de la inflamacion

Efecto Factor Funcion

Descenso Prostaglandina E, Proinflamatoria.

Descenso Tromboxano A, Potente agregador plaquetario y
vasoconstrictor.

Descenso Leucotrienos By Proinflamatorios, quimiotactico para
neutrofilos.

Elevacidn Prostaciclina I3 Inhibidores de la agregacién plaquetaria y
vasodilatador.

Descenso (Fs;f:o)r activador de plaquetas Activador de plaquetas y leucocitos.

Descenso Radicales libres de O, Dano tisular, EO.

Descenso Hidroperoxidos lipidicos EO.

Descenso Interleucina 1 y factor de necrosis Proinflamatorias, estimulan neutrofilos,

tumoral (TNF) proliferacién de linfocitos y estimulan PAF.

Descenso Interleucina 6 Proinflamatorias, estimulan la sintesis de
proteinas reactivas de fase aguda.

Descenso Proteina C reactiva (PCR) Proteina reactiva de fase aguda, factor de

riesgo en enfermedades cardiovasculares.

(Extraido de Rueda et al., 2010).
En conclusién, esta demostrado que todos estos mediadores quimicos derivados del

AA, del EPA y del DHA tienen un papel decisivo en los procesos patoldgicos que
cursan con inflamacidon de tejidos. Segun sean de un signo u otro conduciran a la
del

inflamatorias crénicas u otros procesos patoldgicos asociados, como arterosclerosis,

prolongacién proceso inflamatorio pudiendo derivar en enfermedades
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cancer o enfermedades cardiovasculares; o por el contrario conducirdan a la

resolucion de la inflamacion (Rueda et al., 2010).

3.3 CLASIFICACION DE LOS AGPI n-3
Una vez estudiada la importancia biolégica de los AGPI n-3 y AGPI n-6 y los posibles
efectos fisioldgicos beneficiosos del EPA y del DHA, en esta tesis nos centraremos en

el estudio de estos dos AGPI n-3.

3.3.1 ACIDO EICOSAPENTAENOICO (EPA)
El EPA contiene 20 atomos de carbono y cinco instauraciones o dobles enlaces
(C20:5n-3) (figura 13).

Se encuentra predominantemente en pescados y en aceites de pescado. Se
considera, junto con el DHA, el responsable de los efectos beneficiosos de los aceites
de pescado en el sistema cardiovascular por su papel en procesos fisioldgicos como
la coagulacién sanguinea o las respuestas inflamatoria e inmunolégica a partir de la
sintesis de eicosanoides (Poudyal et al., 2011). El EPA reduce la viscosidad de la
sangre y aumenta la deformabilidad de los glébulos rojos. También reduce la
agregacién plaquetaria aunque no afecta a los factores de la coagulacion, las
concentraciones de fibrindgeno, el PAI-1 o la actividad del activador del

plasmindgeno tisular-1 (tPA1) (Finnegan et al., 2003).

En sujetos con una hipercolesterolemia moderada, el EPA reduce las concentraciones
séricas de triglicéridos y aumenta las concentraciones de glucosa e insulina en
ayunas sin afectar las LDL y el colesterol total, en cambio aumenta las HDL
(Lipoproteinas de Alta Densidad) (Woodman et al., 2002).
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Figura 13. Férmula quimica del Acido Eicosapentaenoico (EPA)

32



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal:

T. 1427-2012 INTRODUCCION

3.3.2 ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA)
El DHA contiene 22 atomos de carbono y 6 insaturaciones o dobles enlaces (C22:6n-
3) (figura 14).

El DHA no estd presente en las fuentes nutricionales de AG de origen terrestre,
aunque si lo estd su precursor mas importante, el LNA, que se encuentra en aceites

vegetales extraidos de determinadas semillas.

La fuente mas importante de DHA son los organismos vegetales y animales de origen
marino. Los componentes del fitoplancton lo sintetizan con mucha eficiencia. Los
peces y los animales marinos en general lo incorporan a sus estructuras celulares a
partir de la alimentacion. Desde el punto de vista de la alimentacion humana, los
peces, especialmente aquellos de constitucion mas grasa (jurel, atun, anchoa,

sardina, salmon...) constituyen la principal fuente nutricional de DHA.

El DHA proveniente de la dieta o de la sintesis endégena, se encuentra practicamente
en todos los tejidos; siendo, particularmente abundante en cerebro, en los conos y
bastoncitos de la retina y en las gbénadas. También se puede identificar en el plasma

sanguineo y en la membrana de los eritrocitos.

Es de suma importancia en el desarrollo y funciéon del sistema nervioso y del érgano
visual en el feto y recién nacido; ya que representa del 30 al 40% de la composicidn
de AG en los fotoreceptores de la retina del ojo humano (Bazan et al., 1990). Por
ello, es de vital importancia su consumo durante la gestacién y la lactancia

(Simopoulus et al., 1999).

Figura 14. Férmula quimica del Acido Docosahexaenoico (DHA)
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3.4 PRODUCTOS PESQUEROS Y AGPI n-3
El clima de los mares frios induce la sintesis de AGPI n-3 por parte de las algas y
microorganismos que forman el plancton para aumentar la fluidez de sus membranas

celulares y mantener su funcionalidad a bajas temperaturas.

Estos organismos son la base de la cadena tréfica; son consumidos por peces y otros
animales marinos que incorporan los AGPI n-3 a sus componentes celulares y a

través de ellos llegan al hombre que los consume con la dieta.
Desde el punto de vista nutritivo los pescados se clasifican segun su contenido en
grasa y se dividen en pescados magros (o pescado blanco) y grasos (o pescado

azul):

Pescado magro o blanco:

Acumulan la grasa en el higado en forma de triglicéridos como el bacalao. Su

contenido en grasa es aproximadamente de un 2%.

Pescado azul o graso:

Su contenido en grasa puede alcanzar hasta el 10%, segun las especies. La sardina,
por ejemplo, alcanza segun la temporada entre un 8 y un 10% de grasa. Esta grasa
se almacena debajo de la piel y en la carne oscura del pescado siendo rica en AGPI
n-3.

Otros ejemplos de pescado azul: boquerdn, caballa, palometa, chicharro, atun,

bonito del norte, salmén, anguila, pez espada...

La fuente principal de AGPI n-3 es el consumo de este tipo de pescado, aunque no
es la Unica, también podemos encontrar AGPI n-3 por ejemplo en frutos secos,

mariscos o pescados blancos.

Es dificil encontrar valores regulares de AGPI n-3 en los peces a lo largo de las
estaciones. La cantidad de grasa en los peces es mayor en verano y en otofio cuando
hay gran disponibilidad de alimentos para estas especies y menor en invierno.
También las hembras antes del desove presentan mayores niveles de grasa (Mataix y
Gil, 2004).

34



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal:

T. 1427-2012 INTRODUCCION

3.5 EFECTOS BENEFICIOSOS DE LOS AGPI n-3
El consumo de pescado contribuye significativamente a una "alimentaciéon sana",
debido a su alto contenido en AGPI n-3, como el EPA y el DHA, y otros componentes

importantes como proteinas de alta calidad y vitaminas o minerales (Ackman, 1989).

En contraste con los beneficios atribuidos a su ingesta (Bang et al., 1971), hoy en dia
hay una reduccion en el consumo de pescado, especialmente entre los jovenes, en el
mundo occidental. Existen diversos factores implicados en esta reduccién, como el
estilo de vida o la escasez de tiempo. La falta de informacidon sobre los verdaderos
efectos beneficiosos del pescado sobre la salud, en particular el papel de los AGPI n-
3 y la publicidad sobre la presencia de contaminantes, han afectado de manera
negativa al impulso del consumo de pescado. Es por esta razdén que se cree positiva

la suplementacion dietética de AGPI n-3.

De los AGPI n-3 se conoce su efecto antiinflamatorio y regulador del metabolismo
lipidico, reduciendo de esta manera el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. Debido a los efectos beneficiosos descritos en sus consumidores
estan siendo objeto de interés por parte de expertos en nutricion (Poudyal et al.,
2011; Eckel, 2010; Russo, 2009; Jump, 2002; Connor, 2000, Kinsella et al., 1990).

A parte del efecto antiinflamatorio, descrito anteriormente, existen otros mecanismos
involucrados en el efecto cardioprotector de los AGPI n-3: efecto antitrombdtico,
accion antiarritmica, mejora del perfil lipidico, disminucién de la glucemia vy

disminucidén de la presién arterial.

- Efecto antitrombdtico

Una de las principales propiedades de los AGPI n-3, particularmente del EPA, es que
su consumo reduce el contenido de AA en los fosfolipidos de la membrana de las
plaguetas y probablemente también de las células endoteliales, por un mecanismo de
competicién entre sustratos como se explicé anteriormente. Por lo tanto, el consumo
de AGPI n-3 favorece una menor formacion de tromboxano A2, potente agregador
plaguetario con capacidad trombédtica (Ldopez et al., 2006) (Andriamampandry, 1999;
Din, 2004).
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- Accion antiarritmica

Muchas de las muertes por enfermedades cardiovasculares se deben a la

inestabilidad eléctrica del miocardio.

Los efectos antiarritmicos de los AGPI n-3 han sido atribuidos a su capacidad para
estabilizar la contraccion cardiaca modulando diferentes canales idnicos,
particularmente canales de Na®, involucrados en la génesis y/o el mantenimiento de
los potenciales de accidn cardiacos (Mataix y Gil, 2004). Los AGPI n-3 pueden
prevenir las arritmias ventriculares en pacientes que han sufrido un infarto de
miocardio. La investigacidn basica ha demostrado que el enriquecimiento de las
membranas de los cardiomiocitos con estos AGPI reduce la vulnerabilidad a las

arritmias cardiacas (Kromhout et al., 2010).

- Mejora del perfil lipidico

La sustitucion de los AG saturados por AGPI en la dieta produce una disminucién en
los niveles de triglicéridos en plasma e higado, una disminucién del colesterol total a
expensas del LDL-c, un aumento del HDL-c y se evita la hipertrigliceridemia
postpandrial (Durrington et al., 2001, Lombardo y Chicco, 2006, Spady, 1993). El
mecanismo de estos efectos sobre el perfil lipidico no esta claro; pero se cree que la
distinta composicion en los fosfolipidos de las membranas, puede afectar a
receptores de las lipoproteinas y a enzimas involucradas en su metabolismo (Mata et
al., 1997; Connor, 2000, Poudya et al., 2011).

- Mejora de los niveles de glucemia:

Una dieta rica en aceites de pescado, EPA y DHA principalmente, mejora la accion de
la insulina sobre la utilizacién de glucosa y/o su almacenamiento y evita el desarrollo
de RI (Lombardo y Chicco, 2006; Poudyal et al., 2011). Los receptores PPAR-a
parecen jugar un papel fundamental en la modulacién de los efectos de los AGPI n-3,
ya que la suplementacién con aceite de pescado restaura la sensibilidad hepatica a
la insulina Unicamente en cepas salvajes de ratones, pero no en ratones deficientes
en receptores PPAR-a. Esto sugiere que la relacién EPA/DHA en el aceite de pescado
puede mejorar la sensibilidad a la insulina de una forma PPAR-o dependiente

(Neschen et al., 2006).
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- Presidén arterial:

La presion arterial es un importante factor de riesgo para el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares y en la aparicion del SM.

De manera general, se puede afirmar que una dieta rica en AG saturados favorece la
aparicion de hipertension; mientras que la sustituciéon por AGPI tiene un efecto
hipotensor (Appel et al., 1993, Morris, 1993).

El DHA parece ser mas eficiente que el EPA en la reduccidon de la presién arterial,
mejorando la relajaciéon del endotelio y atenuando la constriccién vascular
(Abeywardena et al., 2011). La deficiencia de AGPI n-3 en la dieta prenatal puede
causar hipertension (Armitage et al., 2003) y el aceite de pescado con dosis
diferentes de AGPI n-3 modula las respuestas vasculares inducidas por angiotensina

IT (Poudyal et al., 2011).
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El SM ha sido definido como la agrupacion de diferentes factores de riesgo
cardiovascular y diabetes tipo 2 relacionados entre si; incluyendo hiperglucemia, RI,
hipertensién, hipertrigliceridemia, disminucion del HDL-colesterol y obesidad
(Poudyal et al., 2011).

Los efectos cardioprotectores de los AGPI n-3, especialmente EPA y DHA, han sido
definidos tanto en humanos como en animales (Yashodhara et al., 2009, Lee et al.,
2009; Saremi et al., 2009).

El EO tiene un papel potencialmente perjudicial como evento temprano en el SM y las
enfermedades cardiovasculares (Roberts y Sindhu, 2009). Puede relacionarse con la
etiologia de diversos parametros que definen el SM, incluyendo la aterosclerosis, la
hipertension, la diabetes tipo 2, la obesidad y la RI (Roberts y Sindhu, 2009).

El papel de los AGPI n-3 en la reduccion del dafio oxidativo no se conoce

completamente (Prassad, 2009).

Por todo lo descrito, se podria suponer que una posible intervencion, aumentando los
AGPI n-3 en la dieta, seria util para reducir el riesgo cardiovascular en el SM a través
de la mejora del EO (Yashodhara et al., 2009).

Basandonos en estos antecedentes, se plantea la siguiente hipotesis de trabajo:

Una dieta rica en EPA y DHA mejora los marcadores que definen el SM,
parametros de EO y nuevos marcadores de riesgo cardiovascular, tanto en
un modelo animal con metabolismo normal (ratas Wistar) como en uno con
SM (ratas SHROB).

Objetivo principal:
Valorar la eficacia de varias dietas con distintas proporciones de EPA:DHA frente a

dietas con soja y lino en animales sanos y en animales con SM.

Objetivos especificos:
Objetivo 1:
Comprobar si la rata SHROB es un buen modelo de SM para estudios de intervencion

nutricionales.
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Objetivo 2:
Valorar qué parametros, de todos los estudiados, presentan diferencias entre
animales sanos y animales con SM vy, por tanto, son utiles para la valoracidon de la

enfermedad.

Objetivo 3:

Comparar los resultados entre animales control Wistar y animales SHROB.

Objetivo 4:
Valorar los efectos de las dietas con diferentes proporciones de EPA:DHA en cada

cepa animal, en comparacién con las dietas control.
Objetivo 5:

Determinar qué proporcion de EPA:DHA es la mas adecuada para mejorar los

distintos biomarcadores estudiados.
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Esta tesis engloba los resultados obtenidos en un estudio interdisciplinario el cual
forma parte del programa de proyectos de investigacion fundamental no orientada y
tiene por titulo: mecanismos de acciéon de acidos grasos poliinsaturados de origen
marino en el sindrome metabdlico y sinergismo con polifenoles e iminociclitoles. Los
participantes, ademas del grupo FAR-ox, fueron el Instituto de Quimica Avanzada de
Catalufa-CSIC de Barcelona y el Instituto de Investigaciones Marinas CSIC de Vigo.
Esto explica que algunos resultados se hayan determinado en los grupos de

investigacion mencionados.

1. DISENO DEL EXPERIMENTO

Para lograr los objetivos descritos se planificd el siguiente experimento:

Dos grupos de ratas, uno control y otro con SM, fueron tratados durante 3 meses con
tres dietas diferentes con distintas proporciones de AGPI de origen marino EPA y
DHA (1:1), (2:1) y (1:2). En las tres dietas se mantenia la proporcién AGPI n-6:AGPI
n-3 2:1. Se incluyeron también grupos alimentados con dietas “control”: una a base
de soja que contiene AGPI n-6 pero pocos AGPI n-3, y otra a base de lino que

contiene AGPI n-3 de origen vegetal.

Se controlé el consumo de comida y el peso de los animales semanalmente; y la

glucosa, la insulina y la presidn arterial cada quince dias.
Después del tratamiento, los animales se sacrificaron para obtener muestras de
plasma y tejidos que fueron analizados para determinar biomarcadores de EO y

relacionados con la inflamacién, asi como parametros bioquimicos que definen el SM.

En esta tesis se presentan Unicamente los resultados de los parametros obtenidos

durante el tratamiento y de las muestras procedentes del sacrificio.
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La figura 15 muestra un esquema cronoldgico sobre el disefo del experimento.

EPA:DHA 1:1 n=7
EPA:DHA 2:1 n=7
EPA:DHA 1:2 n=7
SOJA n=7

WISTAR
Control LINO n=7

EPA:DHA 1:1 n=7
EPA:DHA 2:1 n=7
EPA:DHA 1:2 n=7
SOJA n=7
LINO n=7

3 MESES

: Sacrificio

Peso corporal (CSIC Barcelona) Presion Arterial (CSIC Barcelona)

® Glucosa (CSIC Barcelona) @ Biomarcadores de EO

® nsulina (CSIC Barcelona) Biomarcadores de Riesgo Cardiovascular

Figura 15. Esquema cronoldgico del disefio del experimento.

1.1 MODELO ANIMAL

Los animales utilizados en este estudio fueron:

Factores de Riesgo Cardiovascular

Histopatologia

- Treinta y cinco ratas hembras WKY, (Janvier, Le Genest-St-Isle, France) de quince

semanas con un peso corporal entre 225 y 250 gramos. Constituyeron el grupo

control sano (denominado Wistar) y se dividieron aleatoriamente en cinco grupos que

recibieron, respectivamente, las cinco dietas descritas en el apartado siguiente.

- Treinta y cinco ratas hembras SHROB, de 15 semanas con un peso entre 450 y 500

gramos. Este grupo se utiliz6 como modelo con SM y también se dividid

aleatoriamente en cinco subgrupos que siguieron las cinco dietas propuestas.
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Figura 16. Izquierda: rata SHROB, derecha: rata Wistar Kyoto.

Los animales se estabularon en el Instituto de Quimica Avanzada de Catalufia-CSIC

bajo las siguientes condiciones:

- Ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

- Humedad relativa del 50+10 %.

- Temperatura adecuada de 22+20°C.

- Periodo de aclimatacién de 8 dias antes de iniciar el estudio.

- Dieta estandar (Panlab A04, Panlab, Barcelona, Espafa).

- Agua del Montseny (Agua de Ribes, Barcelona, Espafa).

- El Comité Etico de animales de experimentacion del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC-Madrid) aprobd todos los procedimientos

necesarios para este estudio.

Figura 17. Estabulario del Instituto de Quimica Avanzada de Cataluna-CSIC.
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1.2 TRATAMIENTOS

Los AGPI procedian de aceites de pescado azul comerciales preparados en distintas
proporciones EPA/DHA en el Instituto de Investigaciones Marinas del CSIC en Vigo.
Las recomendaciones de ingesta minima diaria de la mezcla EPA+DHA, segun la
EFSA son de 250 mg/dia.

La dosis final administrada fue de 0,8 ml de aceite/kg/semana que se corresponde a
una dosis 32 veces superior a la recomendada.
Las mezclas de aceites se administraron mediante sondas gastricas, una vez a la

seémana.

Figura 18. Administracion de los tratamientos por sonda gastrica.

Grupos de tratamiento:

. Proporcion EPA/DHA 1:1.
. Proporcion EPA/DHA 2:1.
. Proporcion EPA/DHA 1:2.
o Aceite de Soja.
o Aceite de Lino.

Después del tratamiento todos los animales fueron sacrificados previa anestesia con
ketamina (Imalgene 1000, Merial Laboratorios S.A., Barcelona, Espafa) y xilacina
(Rompun 2 %, Quimica Farmacéutica S.A., Barcelona, Espafia) a las concentraciones

de 80 mg/kg y 10 mg/kg respectivamente mediante una inyeccién intraperitoneal.

El sacrificio se realizd mediante exsanguinacién por puncién adrtica. Esta técnica
permitia la obtencién del mayor volumen de sangre posible.

La extraccion se efectuaba con jeringuillas de 5 ml (Bs-05s Terumo) las agujas de las
cuales estaban impregnadas de heparina (1% 5000 UI) para evitar la coagulacién

sanguinea en el momento de la aspiracion.

48



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Dipdsit Legal:

. 1427-2012 MATERIAL Y METODOS

2. OBTENCI()N, PROCESAMIENTO Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS
Las muestras de sangre de todos los animales se recogieron en diferentes tubos:
- Tubos de EDTA (acido etilendiaminotetraacetico) (BD Vacutainer, ref. 367864).
- Tubos de suero (BD Vacutainer, ref. 369032).

- Tubos de heparina- Litio (BD Vacutainer, ref. 368884).

2.1 MUESTRAS SANGRE TOTAL
Antes de separar los eritrocitos del plasma, se recogieron dos alicuotas de sangre,
una del tubo de EDTA para determinar la HbAlc; y otra del tubo de heparina- litio

para determinar la hemoglobina total y el hematocrito.

2.2 MUESTRAS ERITROCITOS
Los eritrocitos se separaron del plasma centrifugando durante 15 minutos a 850 xg y
a una temperatura de 4 °C (Sorvall RT 6000D).

Después de la centrifugacion se observaban tres capas en el tubo: plasma, leucocitos
(fina capa intermedia) y eritrocitos. Se separaron las dos capas sin aspirar los

leucocitos.

Los eritrocitos se lavaron con suero fisioldégico y realizando sendas centrifugaciones

de 5 minutos a 1300 xg a una temperatura de 4 °C, antes de usarlos.

Los eritrocitos se utilizaron para la determinacion de las principales enzimas
antioxidantes: SOD, CAT, Gpx y GR.

Para la conservacién de las muestras que se utilizaron para determinar la SOD se

requirio la realizacion de un procesamiento especial:

Los eritrocitos se congelaron a -20 °C y descongelaron. Se afiadié agua destilada fria
para su lisis. Se afiadié una mezcla de etanol: cloroformo (6,25:3,75) para la
extraccién de la hemoglobina. Posteriormente, las muestras se centrifugaron 5
minutos a 1900 xg a una temperatura de 4 °C. La SOD se encontraba contenida en

el sobrenadante y esta fase se guardé a -20 °C.
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Para la conservacién de las muestras para determinar CAT, Gpx y GR se realizé un

proceso distinto:

Se realizé una dilucion 1:10 de eritrocitos con agua destilada, para obtener el

hemolizado correspondiente. Se conservé todo a -20 °C.

2.3 MUESTRAS PLASMA
El plasma obtenido se separd en alicuotas y se congeld6 a -20 ©°C para las

determinaciones de:

- Concentraciones de diferentes biomarcadores de riesgo cardiovascular:
Moléculas de adhesiéon celular (VCAM-1, ICAM-1), PCR y PAI-1.

- Capacidad antioxidante total del plasma: Capacidad de absorciéon de radicales
de oxigeno (ORAC).

- Indicador del estado oxidativo: LDL oxidada (LDL-o0x).

2.4 MUESTRAS SUERO

Para la obtencion del suero se realizé una centrifugacién de la sangre durante 15
minutos a 850 xg y a una temperatura de 20 °C (Jouan RB3.11). Se separaron en
alicuotas que se conservaron congeladas a -20 ©°C. Las determinaciones que se

realizaron en suero fueron:

- Factores de Riesgo Cardiovascular: Perfil lipidico (colesterol, triglicéridos, HDL-c,
LDL-c y APOs Al y B100).

2.5 MUESTRAS TEJIDOS
Se realizd una extraccién de érganos (higado, tejido adiposo y rifién) de todos los

animales de estudio.

Para el estudio histopatolégico se almacend una parte del tejido adiposo, higado y

rifdn, previamente lavados con suero fisioldgico, en formol 10 %.

Para el analisis de los parametros relacionados con el EO, parte de los 6rganos se

congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -20 °C.

50



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Diposit Legal: T. 1427-2012 MATERIAL Y METODOS

Los tejidos se descongelaron y homogeneizaron con tampdén fosfato 200 mM pH
6,25 (NaHPO, y NaH,PO, 2H,O0 Panreac 121677.1210 y 131679.1211) a las
diluciones de:

Higado: dilucién 1:20.

Rifidn: dilucién 1:5.

Tejido adiposo: dilucién 1:2.

Las fracciones solubles de estos d&rganos se obtuvieron después de una
ultracentrifugacién a 129000 xg durante 1 hora a 4 °C (Centrikon T1045) y fueron

congelados a -20 °C hasta su uso.

3. ESTUDIO DE PARAMETROS RELACIONADOS CON EL SM

La determinacion de todos los biomarcadores se realizé como minimo por duplicado.

3.1 PESO CORPORAL
Se determind el peso corporal de todos los animales una vez por semana durante el

tiempo de estudio.

Se realizaron las medidas del peso con una balanza Shimadzu modelo EB-2800M.

3.2 PRESION ARTERIAL

Se midié la presion arterial cada 15 dias siempre entre las 10:00 de la mafana vy las
15:00 de la tarde evitando asi variaciones debidas al ciclo circadiano (Bufag RD et
al., 1973).

Los animales se colocaron en un cepo para ratas de diferentes tamafios: 150 g, 250

g, 400 g y 500 g e individualmente.
Se les calentaba la cola con un calentador y una ldmpara infrarrojo (Philips de 250

w). De esta manera se dilataba la vena caudal donde se media la presion arterial. El

medidor de presidon estaba acoplado a un transductor de pulso para rata.
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Figura 19. Medida de la presion arterial en la cola de los animales.

3.3 GLUCOSA
Para la determinacién de la glucosa, se depilaron las patas traseras del animal y se

dejaron los animales en ayunas 24 horas antes.

En el momento de la determinacién se localizé la vena safena situada por encima de
la flexura de la rodilla de la pata trasera del animal. Se aplicé vaselina en la zona
depilada vy, realizando presién para localizar mejor la vena, se accedié a ella con la

aguja 23G obteniendo una muestra de sangre.

Se puso en contacto la gota de sangre con el extremo de la tira reactiva de un
glucédmetro Ascensia ELITE XL (Bayer Consumer Care AG, Basel, Switzerland). Los

resultados se expresaron en mg/dl.

Figura 20. Procedimiento para la determinacién de la glucosa.

3.4 INSULINA
La determinacion de la insulina se realizd con un kit ELISA de la casa comercial

Millipore Corporation, Billerica, MA, USA.

Este ensayo ELISA se realizé de forma secuencial:
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1) Las muestras de 10 pl de plasma cada una, se incubaron en los pocillos
previamente recubiertos por anticuerpos monoclonales de ratén anti-insulina

de rata durante 1 hora permitiendo la captura de las moléculas de insulina.

2) Se anadieron 80 ul de la solucidon de anticuerpo policlonal conjugado con

biotina que se unid a la insulina capturada. Se incubd la placa durante 1 hora.

3) Se realizd un proceso de lavado de los reactivos en exceso.

4) Se afadieron 100 pul de la soluciéon de peroxidasa de rabano picante conjugada
a avidina (avidina-HRP) que se unié a los anticuerpos con biotina

inmovilizados. Se incubd la placa durante 30 minutos.

5) Se realizd otro proceso de lavado de los reactivos en exceso.

6) Se anadié el sustrato 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) que se unid a la
avidina-HRP. Se incubd la placa de 5 a 20 minutos hasta que aparecid

coloracidon azul intensa.

La actividad enzimatica se midié6 espectrofotométricamente por el aumento de
absorbancia a 450 nm en un lector de placas SpectraMax M5. La concentracion de
insulina se determind comparando la densidad éptica de las muestras con la curva

estandar. Los resultados se expresaron en ng/ml.

3.5 INDICE HOMA
El indice Homa (Modelo de evaluacién de la homeostasis) es una estimacién de

RI y se calcula de la siguiente manera:

Insulina en ayunas (pU/ml)* glucemia en ayunas (mg%)/405

Con este método, los valores altos de Homa denotan baja sensibilidad a la insulina o

gran RI.
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El valor de Homa no mide la cantidad de glucosa metabolizada por unidad de peso,
mas bien explora las caracteristicas homeostaticas de un sistema metabdlico
deduciendo que grado de sensibilidad a la insulina es compatible con estas

caracteristicas homeostaticas.

3.6 HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbA1c)
Se utilizé un ensayo turbidimétrico para cuantificar la HbAlc en sangre total

(Spinreact).

La molécula de hemoglobina liberada como consecuencia de la lisis de los hematies,
se hidroliza por accion de una proteasa, y los derivados de la hemoglobina
resultantes se transforman en hematina alcalina que presenta una absorcion a 600

nm.

La HbAlc se midié empleando un meétodo de inhibicion de la aglutinacion de
particulas de latex. Estas particulas recubiertas con anticuerpos monoclonales anti-
HbAlc, compiten con la HbAlc de la muestra cuando se mezclan con un reactivo

constituido por particulas de polimero sensibilizadas con haptenos de HbA1lc.

La presencia de HbAlc en la muestra inhibe la aglutinacion de estas particulas de
latex. El grado de aglutinacién de las particulas es indirectamente proporcional a la
concentracién de HbA1lc de la muestra y puede cuantificarse por comparaciéon con un
calibrador de concentracién conocida. El grado de aglutinacion se midié en un

autoanalizador Cobas MIRA.

Los resultados se expresaron como porcentaje de concentracion de HbAlc sobre la

hemoglobina total de la muestra (Sharp P et al., 2002).

4. ESTUDIO DE PARAMETROS DE EO EN ERITROCITOS Y TEJIDOS
DIANA

4.1 DETERMINACIONES PREVIAS
Es necesaria la determinacién de la hemoglobina, del hematocrito y de Ila
concentracidon proteica antes de la realizacién del estudio de los parametros de EO,

ya que algunos de éstos se expresaron segun mg de proteina o g de hemoglobina.
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4.1.1 HEMOGLOBINA
La cantidad de hemoglobina contenida en sangre total se determind mediante la

reaccion de Drabkin (QCA ref. 994933) a partir de sangre recogida en heparina- litio.

El Fe (II) de la hemoglobina, oxihemoglobina y carboxihemoglobina se oxida a Fe
(I1I) por el ferricianuro, dando lugar a la metahemoglobina que, en presencia del ién
cianuro, origina la cianmetahemoglobina, compuesto de color rojo estable que se
midié en el espectrofotometro Perkin ElImer Lambda 25 a 540 nm (Drabkin y Austin,
1935).

Los resultados se expresaron en g hemoglobina por cada 100 ml de sangre. La

concentracidon se determiné mediante una recta patrén (QCA ref. 999523).

4.1.2 HEMATOCRITO (HTC)
Esta técnica consiste en el célculo del porcentaje de gldébulos rojos que tiene una

muestra de sangre entera.

Se introdujo un capilar (Hirschmann- Laborgerate ref.9100270) en cada uno de los
tubos de heparina- litio (unas 3 partes de la longitud del capilar) y por capilaridad se

llenaron de sangre.

Se centrifugaron los capilares de cada una de las muestras de sangre entera a 8064

xg durante 3 minutos en la centrifuga para capilares (microcentrifuga MPW-55).

Se calculd el porcentaje de eritrocitos presentes en la muestra mediante la siguiente
féormula:

% eritrocitos= (cm eritrocitos/ cm totales) *100

4.1.3 CONCENTRACION DE PROTEINAS

Se determinaron las proteinas mediante el test Bradford que se basa en la formacion
de un complejo entre el azul Brillante G y las proteinas de la muestra a partir de la
utilizacién del reactivo de Bradford (Sigma B6916). Las muestras en las que se
determind la concentracién proteica fueron de dos tipos, y se diluyeron con agua

destilada de la siguiente manera:
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- Muestras de plasma (1:100).
- Muestras de fraccion soluble de los érganos: tejido adiposo (1:2), higado
(1:40) y rifidn (1:50).

Las lecturas se realizaron en el espectrofotdmetro Perkin ElImer Lambda 25 a 595
nm. La absorbancia es proporcional a la presencia de proteinas, la cual se compara
con una recta patrén de albumina de concentracién conocida (QCA ref. 999523)
(Bradford, 1976).

Los resultados se expresaron en g proteinas por cada 100 ml de sangre.

4.2 SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

4.2.1 SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)
La actividad enzimatica de la SOD se midié siguiendo el método descrito por Misra y
Fridovich (Misra y Fridovich, 1972).

La epinefrina se oxida a pH basico. En la oxidacion se forman radicales superéxidos
gue actuan sobre la propia epinefrina y forman un adenocromo que se detecta por
espectrofotometria. Si en la cubeta donde se produce la oxidacion, se afiade una
muestra que contenga enzimas SOD, éstas captaran el O," transformandolo hasta

H,O, y oxigeno, y se inhibira la formacion del adenocromo.
Reactivos:
Epinefrina 6 mM a la concentracién de 19,9 mg/10 ml de acido clorhidrico (HCI) 1

mM (Panreac ref.131020), se dejoé sobre hielo.

Tampon carbonado 50 mM pH 10,2 (Na,COsz Merck ref.6392, NaHCOs; Probus
ref.2030) y EDTA Na** 0,1mM (Merck ref. 1.08418.0100).

Para la obtencidn de la concentracion que inhibe el 50% de la formacion del

adenocromo (Isp) se hicieron diluciones de la muestra con agua bidestilada:
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Tabla 4 Diluciones muestras SOD

Dilucién Dilucién Dilucién

Dilucién hemolizado rifién tejido higado

adiposo g
1:100 1:30 1:30 1:30
1:50 1:15 1:15 1:15
1:25 1:10 1:10 1:10
3:50 1:7,5 1:7,5 1:7,5
2:25 1:6 1:5 1:6

Las lecturas se realizaron en el espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 para

lectura en cubetas a 480 nm.

Los resultados se expresaron en Unidades/g Hb para los hemolizados y en Unidades/
mg Proteinas para las muestras de tejido; donde una unidad es la cantidad de
muestra que inhibe en un 50 % la transformacion de la epinefrina en adenocromo a

pH alcalino.

4.2.2 CATALASA (CAT)
La actividad enzimatica CAT se midié siguiendo el método descrito por Cohen et al.
(Cohen et al., 1970).

La CAT interviene en la transformacién del H,O, en oxigeno y agua.
Reactivos:
- Tampoén fosfato potasico 100 mM pH de 7,5: KH,PO, (Panreac ref.
121509.1210) y K-HPO, (Panreac ref.141512.1210).

- Tampon fosfato potasico + H,0, (Merck ref. 8599) 17 %.

Diluciones de las muestras:

Hemolizado de eritrocitos 1:10 con agua destilada

Higado 1:20 con tampdn fosfato 200 mM.

Tejido adiposo sin diluir.

Rifién 1:20 con tampdn fosfato 200 mM.

57



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO

Laura Lluis Rodriguez

Diposit Legal: T. 1427-2012 MATERIAL Y METODOS

Una vez preparados los reactivos y las muestras se llevo a cabo la determinacion de
la desaparicion del H,0, durante 1 minuto en el espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 25 a 240 nm.

Los resultados se expresaron como mmol H,0, /min/g Hb en el caso de eritrocitos y

mmol H,0, /min/mg proteina en el caso de tejidos.

4.2.3 GLUTATION PEROXIDASA (Gpx)
La actividad Gpx se determind siguiendo el método descrito por Wheeler et al.
(Wheeler et al., 1990).

Esta enzima utiliza el GSH para catalizar la reduccién del H,O, y de los
hidroperéxidos formando GSSG. Su eficacia va ligada a la GR, la cual necesita NADPH

para reducir el GSSG.

Reactivos necesarios:

- Tampon fosfato 100 mM 1 mM EDTA pH 7,0 (K;HPO4 y KH,PO4, Panreac ref.
141512.1210y 121509.1210 respectivamente).

- NADPH (B- Nicotinamide adenine dinucleotide 2’-phosphate reduced
tetrasodium salt hydrate) 2,25 mM (Sigma ref. N7505 25 MG).

- GReductasa (Glutathione Reductase from bakers yeast) 25 U/0,25 ml (Sigma
ref. G3664-500 UN 060M7405).

- GSH (L-Glutathione Reduced minimum 99%) 11,5 g/l (Sigma ref. 64251-
106045K0693).

- REAGENT SR-1: t-BuOOH (tert-Butyl hidroperoxide solution) 15 mM (Sigma
ref. 458139- 100ML).

-  REAGENT ASSAY: 11,1 ml Tampoén fosfato 100 mM 1 mM EDTA pH 7,0 + 1,5
mI| NADPH + 0,3 ml GR + 0,6 ml GSH.

Los hemolizados de eritrocitos congelados a -20°C se volvieron a diluir 1:5 para la

determinacion.

En el caso de fraccidn soluble de tejidos se realizaron las siguientes diluciones con
tampodn fosfato 100 mM 1 mM EDTA:
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Higado: dilucién 1:5.
Tejido adiposo: sin diluir.

RiAonNn: dilucién 1:10.

Se valord el nivel de desaparicion del NADPH o NADP+ en un autoanalizador COBAS
Mira a 340 nm.
Los resultados se expresaron en pumol/min/g Hb en el caso de las muestras de

eritrocitos o en pmol/min/mg proteina en el caso de fracciones solubles de tejidos.

4.2.4 GLUTATION REDUCTASA (GR)
Para la determinacion de la GR se siguido el método descrito por Wheeler et al.
(Wheeler et al., 1990). La GR reduce el GSSG a GSH utilizando NADPH.

Reactivos:
- Tampon fosfato 0,25 M 2 mM EDTA pH 7,4 (PO4HK, y PO4H>K Panreac ref.
141512.1210y 121509.1210 respectivamente)
- REAGENT SR-1: GSSG (L- Glutathione oxidized) 20mM (Sigma ref. G4501-
250MG).
- REAGENT SR-2: NADPH 2mM (Sigma ref. N7505 25 MG).
- REAGENT ASSAY: 18,72 ml H,0 + 24 ml Tampdn fosfato 0,25 M.

Se valord el nivel de generacion del NADP+ a partir del NADPH utilizando un
autoanalizador COBAS Mira a 340 nm.

Los resultados se expresaron en pumol/min/g Hb en el caso de eritrocitos y en

humol/min/mg proteina en el caso de tejidos.

4.3 INDICADORES DEL ESTADO OXIDATIVO

4.3.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DEL PLASMA (ORAC)

Esta técnica mide la capacidad de atrapar radicales peroxilo inducidos por 2,2'-azo-
bis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH 0,384 M, ref. Aldrich 44,091-4) a una
temperatura de 37 °C (Ou B et al., 2001).
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La fluoresceina sddica es un marcador de fluorescencia (FL 48 nM, ref. Aldrich
16,630-8) que al ser dafiado por radicales libres, pierde su capacidad de emitir
fluorescencia. A mayor capacidad antioxidante de la muestra, la fluorescencia se

mantiene mas en el tiempo.

Se midié la capacidad antioxidante de las muestras de plasma durante dos horas a
intervalos de un minuto, transcurridas las dos horas las muestras pierden la

fluorescencia.

Los blancos de las muestras son FL, AAPH y tampdn fosfato potasico 75 mM pH 7,4
(KH,PO4 y Ky,HPO,4 Panreac ref. 141512.1210 y 121509.1210 respectivamente). La
funcion de los blancos es establecer la pérdida maxima de fluorescencia de la FL a
través de los radicales peroxilo generados por el AAPH sin la presencia de sustancias

pro o antioxidantes en la cubeta.

Reactivos:
-  Tampon fosfato potasico 75 mM pH 7,4.
- FL 48 nM.
- AAPH 0,384 M.
- Acido 6-Hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcroman-2carboxilico (Trolox) 100 uM
(Sigma ref. 23,881-3). Se utiliz6 para hacer una recta patrén de

concentraciones conocidas.
Una vez preparados los reactivos se cargdé una placa de 96 pocillos con las muestras
diluidas de plasma 1:500, las concentraciones conocidas de la recta de Trolox y los
blancos.
Por Gltimo se afiadieron los reactivos y se procedié a la lectura en un fluorimetro
Fluoroskan Ascent Labsystems a una longitud de onda de excitacidon de 485 nm y de

emision de 538 nm.

Los resultados se expresaron en umol de TE (Equivalentes en Trolox)/ml plasma.
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4.3.2 GLUTATION REDUCIDO Y GLUTATION OXIDADO (GSH/GSSG)
El equilibrio GSSG/GSH se mide por fluorimetria con el método de Hissin y Hilf
(Hissin y Hilf, 1976).

El GSH reacciona con el o-ftalaldehido (OPT, MERCK ref.11452) a un pH de 8, el
GSSG reacciona con el OPT a un pH de 12.

Para determinar la concentracién de GSH y GSSG en las muestras de tejido, se
hicieron alicuotas de fraccidon soluble y se afiadié acido tricloroacético (TCA Panreac
131067.1609) al 70 %. Después se centrifugd a 850 xg durante 10 minutos a 4 °C.

Por ultimo, el sobrenadante se guardd a -20 °C para la posterior realizacidon de las
determinaciones. La conservacién con TCA evita la oxidacion del glutatién contenido

en las muestras de tejido y precipita las proteinas.

Una vez realizado este proceso, todas las muestras se conservaron congeladas en

medio acido hasta la posterior determinacion.

Reactivos necesarios:

- OPT 1mg/ml.

- NEM (N-etilmaleimida) 5mg/ml.

- Tampon fosfato sédico pH 8 100 mM EDTA 5mM (Na,PO4H Panreac ref. 131679
y NaH,PO4. 2 H,O Panreac ref. 131677).

- Tampon NaOH (Panreac 131687.1210) 0,1 N.

Se prepararon dos rectas patron (GSH y GSSG) para la validacion de los resultados

obtenidos y para determinar la concentracion de la muestra (tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones recta patrén GSH y GSSG

Concentracion GSH 2 pug/ 100pL Tampoén GSH

1.5 pg/100 pl 7.5 ml 2.5 ml
1 pg/100 pl 5 ml 5 ml
0.5 pg/ i 2.5 ml 7.5 ml
0.1 pg/ pl 0.5 ml 9.5 ml
0.05 pg/ ul 0.25 ml 9.75 ml
0.01 pg/ ul 0.05 ml 9.95 ml
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Para realizar las lecturas se utilizé un espectrofluorimetro Perkin ElImer LS50B para
lectura en cubetas a una longitud de onda de excitacion de 350 nm y 420 nm de

emision.
Los resultados se expresaron en nmol/mg proteina.

4.3.3 PRODUCTOS DE PEROXIDACION LIPIDICA (TBARS)

La medida de los productos de degradacion de hidroperéxidos lipidicos como el MDA,
es uno de los procedimientos para conocer el grado de peroxidacién lipidica en
sistemas bioldgicos. El test utilizado es el llamado TBARS y mide todas las sustancias

capaces de reaccionar con el acido tiobarbiturico.

La determinacion de los TBARS se realizdé segun el método de Buege y Aust (Buege y
Aust, 1978), pero midiendo la fluorescencia en un espectrofluorimetro Perkin Elmer
LS50B a 515 nm de longitud de onda de excitacion y 548 nm de longitud de onda de

emision, tal como se describe por Richards et al. (Richards et al., 1992).

Reactivos necesarios para la determinacién:
- Reactivo TBARS (solucién TCA-TBA-HCI: acido tricloroacético al 15 %, acido
tiobarbiturico al 0,375 % Merck ref. 8180 y acido clorhidrico 0,25 N Probus ref.
17750 35 %).

- Suero Fisioldgico para realizar los blancos de la reaccion.

Se utilizd una recta patron de bis-dietilacetato malonaldehido a partir de la

concentracion madre de 41 yM MDA.

Seguidamente se realizé la preparacion de las muestras de tejidos diluyéndolas con
suero fisioldgico:
Tejido adiposo e higado 1:25 y rifién 1:50.

Los resultados se expresaron en nmol MDA/g tejido.
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4.3.4 LDL OXIDADA (LDL-0x)

La concentracion de LDL-ox se midié en muestras de plasma.

Esta determinacion se realizé con un Kit ELISA de la marca CUSABIO Biotech Co.,
LTD (ref. CSB-E07932r) que contenia una placa de 96 pocillos recubiertos con un

anticuerpo primario especifico para detectar LDL-ox de rata.

Se afiadieron a la placa los estandares y las muestras de plasma junto con un

anticuerpo especifico para LDL-ox de rata conjugado a biotina.

Después se anadié a cada pocillo la enzima avidina-HRP y se incubd la placa a una

temperatura de 37 ©C. Tras la incubacion se afiadidé una solucion de sustrato de TMB.

De esta manera sélo las muestras que contenian LDL-ox, mostraron un cambio de

color.

La reaccion enzima-sustrato finalizd con la adicidon de una solucidén de acido sulfurico
y el cambio de color se midid por espectrofotometria a una longitud de onda de 450

nm en un lector de placas Biotek Power Wave XS2.

La concentracion de LDL-ox se determind comparando la densidad Optica de las

muestras con la curva estandar.

Los resultados se expresaron en ng/ml.

5. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR: PERFIL LIPIDICO

5.1 TRIGLICERIDOS

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y AG libres. El
glicerol se fosforila a través de la reaccién catalizada por glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) y produce
glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosin-5-difosfato (ADP). El G3P se convierte a
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y H,0,.

Al final, el H,O, reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccion

catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracién roja (Young DS, 2001).
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La intensidad del color formado en estas reacciones es proporcional a la
concentracidon de triglicéridos presentes en la muestra y se determind mediante un

autoanalizador Cobas Mira a una longitud de onda de 500 nm.

Los reactivos Spinreact fueron:

- Calibrador primario Triglycerides (ref. 1002380- 5 ml): se reconstituyé con agua
destilada.

- Reactivo de trabajo (ref. 41033- 500 ml) listo para su uso.

- Dos controles:
SPINTROL -H- Normal (ref. 1002120- 4X5 ml): Se reconstituydé con agua
destilada.
SPINTROL -H- Patoldgico (ref. 1002210- 4X5 ml): Se reconstituyd con agua

destilada.

Las muestras de suero se utilizaron sin diluir y los resultados se expresaron en
mg/dl.

5.2 COLESTEROL

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado, la intensidad
del color formado es proporcional a la concentracién de colesterol presente en la
muestra ensayada. Se determin6 con un autoanalizador Cobas Mira a una longitud
de onda de 500 nm (Young DS, 2001).

Los reactivos Spinreact fueron:

- Calibrador primario Cholesterol (ref. 1002320): se reconstituyé con agua
destilada.

- Reactivo de trabajo (ref. 41021-250 ml) listo para su uso.

- Dos controles:
SPINTROL -H- Normal (ref. 1002120- 4X5 ml): Se reconstituyé con agua
destilada.
SPINTROL -H- Patoldgico (ref. 1002210- 4X5 ml): Se reconstituyé con agua

destilada.

El tratamiento de las muestras fue el mismo que en la determinacién anterior y los

resultados se expresaron en mg/dl.
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5.3 HDL COLESTEROL

El método se basa en las propiedades de un detergente que solubiliza sdlo la fraccién
HDL, de forma que el HDL-c se libera reaccionando con la colesterol esterasa, la
colesterol oxidasa y los cromdgenos. Se determina directamente el HDL-c sin la

necesidad de un tratamiento previo o centrifugacion de las muestras (Spinreact).

Las lipoproteinas LDL, VLDL y quilomicrones son inhibidos debido a la adsorcién del

detergente en sus superficies haciéndolas resistentes a la enzima (Young DS, 2001).

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de HDL-c presente
en la muestra ensayada y se determind en el autoanalizador Cobas Mira a una

longitud de onda de 600 nm.

Se prepararon los siguientes reactivos:

- Calibrador primario HDL-c (ref. 33901-1 ml): suero humano liofilizado vy
reconstituido con agua destilada.

- Reactivos de trabajo listos para su uso:

R1 (reagent assay) (ref. 1001096-60 ml).

R2 (reagent 1) (ref. 1001096-20 ml).

Los resultados se expresaron en mg/dl.

5.4 LDL COLESTEROL
La determinacion se realizé en dos pasos sin la necesidad de tratar previamente las

muestras (Spinreact):

Primero se eliminaron las lipoproteinas no-LDL y después se midié el LDL-c.

La intensidad del color formado fue proporcional a la concentracién de LDL- c
presente en la muestra. Se midié en un autoanalizador Cobas Mira a una longitud de
onda de 600 nm (Burtis A et al., 1999).

Se prepararon los siguientes reactivos:
- Calibrador primario LDL-c (33901-1 ml): suero humano liofilizado y reconstituido

con agua destilada.
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- Reactivos de trabajo listos para su uso:
R1 Enzimas (reagent assay) (ref. 41023-30 ml).
R2 Enzimas (reagent 1) (ref. 41023-10 ml).

Los resultados se expresaron en mg/dl.

5.5 APO A1 Y APO B100

Las concentraciones de APO Al y de APO B100 se midieron en muestras de suero.
Estas determinaciones se realizaron a partir de dos Kits ELISA de la marca CUSABIO
BIOTECH CO., LTD.

Cada uno de los Kits contenia una placa de 96 pocillos recubiertos con un anticuerpo
primario especifico para detectar APO A1 o APO B100 de rata. Se afadieron a cada
placa los estandares y las muestras de suero junto con un anticuerpo conjugado de

biotina especifico para APO Al o para APO B100 de rata.

Seguidamente se afiadié a cada pocillo enzima avidina-HRP y se incubaron las placas
a una temperatura de 37 °C. Después se afiadié una solucion de sustrato de TMB.
De esta manera sélo las muestras que contenian APO A1 o APO B100, mostraron un

cambio de color.
La reaccion enzima-sustrato finalizd con la adicion de una solucion de acido sulfurico
y el cambio de color se midié por espectrofotometria a una longitud de onda de

450nm en un lector de placas Biotek Power Wave XS2.

La concentracién de APO Al o de APO B100 se determindé comparando la densidad

optica de las muestras con una curva estandar.

Los resultados se expresaron en mg /ml en ambos casos.
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6. ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Los biomarcadores PCR, PAI-1 y moléculas de adhesién celular (VCAM-1 / ICAM-1)
se determinaron mediante Kits ELISA de la casa comercial CUSABIO BIOTECH CO.,
LTD.

Cada uno de los Kits contenia una placa de 96 pocillos recubiertos con un anticuerpo
primario especifico para detectar PCR, PAI-1, VCAM-1 y ICAM-1 de rata. Se
anadieron a cada placa los estandares y las muestras de plasma junto con un
anticuerpo conjugado de biotina especifico para cada uno de los biomarcadores de
rata. Seguidamente se afiadié a cada pocillo enzima avidina-HRP y se incubaron las
placas a una temperatura de 37 °C. Después se afiadié una solucion de sustrato de
TMB.

De esta manera solo las muestras que contenian los biomarcadores en cada caso,

mostraron un cambio de color.

La reaccion enzima-sustrato finalizd con la adicidon de una solucidon de acido sulfurico
y el cambio de color se midié por espectrofotometria a una longitud de onda de 450

nm en un lector de placas Biotek Power Wave XS2.

La concentracién de cada uno de los biomarcadores se determind comparando la

densidad dptica de las muestras con una curva estandar.

Los resultados se expresaron en ug/ ml para PCR, PAI-1 y VCAM-1. La ICAM-1 en
ng/ml.

7. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Las muestras de higado, tejido adiposo y rifidn fijadas en formol (Panreac ref.
141328.1211) diluido al 10 % se procesaron para el estudio histopatoldgico en el

Servicio de Anatomia Patoldgica del Pius Hospital de Valls.

Se realizé inclusién en parafina de los tejidos.
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En todos los casos se practicaron las oportunas secciones con el microtomo (Microm
HN 355s). Estos cortes, de 3 micras de grosor, fueron tefiidos con hematoxilina-

eosina.

El material se incluyd en su totalidad. El estudio se realizé valorando la totalidad de
la extension de la muestra al microscopio 6ptico digital (Leica DMD 108) por 3
observadores analizando diferentes variables categdricas. En los casos de
discrepancia en los resultados entre observadores, se realizé una discusidén posterior

para concordar los datos.

La mayoria de resultados se han expresado en porcentaje de frecuencia de aparicion

de las diversas categorias en cada variable.

7.1 VALORACION HIGADO
En este drgano, segun bibliografia (Rector RS et al., 2010), (Zago V et al., 2010), (Qi

NR et al., 2005), se valoraron los siguientes parametros:

- Esteatosis: definida como el depdsito anormal de lipidos en mas del 5% de los
hepatocitos (hasta un 5% se considera un proceso fisiolégico propio del
envejecimiento) fue valorada como:

0% (ausencia).

<5%.

5%-33%.

>33-66%.

>66%.

- Localizacion de la esteatosis: una localizacion centrolobulillar en un 5% del
tejido se considera normal, pero una localizacion distinta a ésta puede ser signo de
un proceso patolégico. Este parametro se valoré como:

0: centrolobulillar (localizacién normal).

1: periportal (esteatosis alrededor del espacio porta).

2: azonal (esteatosis de localizacién erratica).
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- Fibrosis: consiste en la formacién de tejido fibroso entre los espacios portas o a
nivel sinusoidal como resultado de un proceso patoldogico subyacente. Fue valorada
como:

0: no fibrosis.

1: perisinusoidal o periportal.

2: puentes fibrosis.
3

. cirrosis.

- Inflamacion lobulillar: consiste en una reaccion del tejido ante cualquier noxa
con la finalidad de neutralizar la agresiéon. Fue valorada como:

0: no inflamacién.

1-: <2 focos.

2-: 2-4 focos.

3-: >4 focos.

- Microgranulomas: pequenos agregados de macréfagos. Se valoraron:
0: ausencia.

1: presencia.

- Lipogranulomas: ndédulos de inflamacion granulomatosa asociada con el material
lipidico depositado en los tejidos. Se valoraron:
0: ausencia.

1: presencia.

- Inflamacion portal: aparece como respuesta a cualquier agente agresivo. Se
valoro:
0: ausencia.

1: presencia.
7.2 VALORACION TEJIDO ADIPOSO

En el tejido adiposo se valoraron los siguientes parametros (Nov O et al., 2010),
(Mufioz MC et al., 2009):
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- Macrofagos:
0: ausencia.

1: presencia.

- Mastocitos:
0: ausencia.

1: presencia.

- Inflamacion:
0: ausencia.

1: leve.

2: moderada.

3: marcada.

- Variabilidad en el tamaio de los adipocitos:
0: ausencia.

1: presencia.

7.3 VALORACION RINON
En los cortes histoldgicos de rindn se valoraron (Ishii Y et al., 2010), (Dobrian AD et
al., 2003):

- Glomeruloesclerosis: proceso de origen diverso (por ejemplo: inflamatorio)
caracterizado por la fibrosis del glomérulo y la consecuente pérdida de su actividad
funcional. Se valoré:

0: ausencia.

1: presencia.

- Atrofia: se considera una degeneracion tisular después de ciertas enfermedades o
lesiones consistentes en una disminucién del nimero de componentes normales del
tejido. Fue valorada como:

0: ausencia.

1: leve.

2: moderada.

3: marcada.
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- Inflamacion valorada como:
0: ausencia.

1: leve.

2: moderada.

3: marcada.

- Tiroidizacion: proceso por el cual un tejido adopta un aspecto parecido al de la
glandula tiroide debido a la fase final de una atrofia importante. Consiste en una
dilatacion tubular marcada con secrecion densa intratubular. Fue valorada como:

0: ausencia.

1: leve.

2: moderada.

3: marcada.

- Depositos lipidicos valorados como:
0: ausencia.

1: presencia.

- Fibrosis valorada como:
0: ausencia.

1: presencia.

8. ESTUDIO ESTADISTICO
Los resultados se trataron estadisticamente con el programa SPSS v.17 (Statistical

Package for the Social Sciences) para Windows. Se hicieron los siguientes analisis:

- Descriptivos: tamafio muestral (n), valores maximos y minimos, media de la

poblacién, desviacidon estandar e intervalo de confianza al 95 %.

- Prueba de Kolmogorov- Smirnov: se contrastd si cada una de las variables
analizadas seguia una distribucion normal. El nivel de significacién utilizado fue
p<0,05.

- Prueba t para muestras independientes: para comparar las medias de los

diferentes grupos. A partir de este método se observaron las diferencias
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significativas entre SHROB y Wistar en cada uno de los tratamientos. El nivel de

significacién fue de p<0,05.

ANOVA de un factor (analisis de la varianza): para comparar medias de mas de
dos grupos. El nivel de significacion fue de p<0,05 y se aplicé el método a
posteriori Scheffé para determinar la significacién de todos los pares de grupos.
De esta manera se comprobd si existian diferencias en cada una de las variables
analizadas entre los 5 tratamientos administrados (EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 2:1,
EPA:DHA 1:2, soja y lino) en cada una de las cepas (Wistar y SHROB).

En los parametros no normales se han aplicado las técnicas no paramétricas
correspondientes: U de Mann-Whitney para comparar dos grupos y Kruskall-
Wallis cuando comparamos mas de dos grupos. El nivel de significacién también
fue de p<0,05.

Para las variables categdricas (valoracion histopatoldgica de los tejidos) se
realizaron tablas de contingencia y se utilizé el estadistico chi cuadrado (X?). Nivel

de significacién de p<0,05.
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1. PARAMETROS RELACIONADOS CON EL SM

1.1 PESO CORPORAL

Antes del inicio del estudio, el peso de las ratas Wistar fue de 238+14 gramos y el de
las SHROB de 485+39 gramos, con diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001). Al final del estudio los pesos fueron 26010 g y 596+39 g
respectivamente, también con diferencias estadisticamente significativas (p<0,001).
Las ratas Wistar durante los 3 meses de tratamiento aumentaron un 9% su peso,

mientras las SHROB lo hacian en un 23%.

Para poder comparar ambos grupos, se ha calculado la variable “variacién del peso”
como la diferencia de peso después del tratamiento respecto al inicio. En la tabla 6

se muestran los valores de esta variable.

Tabla 6. Variacion del peso corporal al final del estudio respecto al inicio (g)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 11,86 + 7,58 120,43 £ 25,16 <0,001
EPA:DHA 2:1 20,86 + 15,17 109,86 + 18,78 <0,001
EPA:DHA 1:2 25,50 + 9,91 112,29 + 20,48 <0,001
SOJA 26,33 £ 6,92 115,67 + 24,67 <0,001
LINO 26,14 + 6,67 94,50 + 24,15 0,001

Media + desviacion estandar del aumento de peso en Wistar (W) y SHROB (S). pw-s: Diferencias significativas entre las dos cepas.

En la tabla 6, se muestra el aumento de peso de las dos cepas segun la dieta
administrada. Este aumento es mayor en todos los grupos de SHROB que en los

grupos correspondientes de Wistar, con diferencias estadisticamente significativas.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas de peso debido a las
dietas, ni en ratas Wistar ni en SHROB. La administracién de AGPI n-3 a los animales
no provocd cambios significativos ni en el aumento de peso ni en el porcentaje de

grasa abdominal respecto al peso total del animal (resultados no mostrados).

La mayoria de estudios revisados por Li 1) et al. concluyen, igual que en nuestro
caso, que EPA y DHA muestran poco efecto sobre el peso de los animales; pero, en
algunos casos, existen evidencias claras de disminucion de la masa grasa
retroperitoneal y epididimal. Los mecanismos propuestos para lograr este efecto son

diversos.
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EPA y DHA inhiben algunas enzimas claves en la sintesis lipidica, como acido graso
sintetasa y algunas desaturasas, impiden la entrada en los adipocitos de los AG libres
para realizar la lipogénesis, inducen la termogénesis en el tejido adiposo y ejercen
efectos represivos sobre varios factores implicados en la diferenciacion de los
adipocitos (Li et al., 2008).

En el estudio de Sener et al. se demostré que la privacion de acido a- linolénico en la
dieta, precursor del EPA y del DHA, aumentd la masa de tejido adiposo en ratas
(Sener et al., 2009).

Cummings et al. observaron una disminucién del peso corporal durante la
administracion de EPA o de una dieta rica en aceites de pescado. Los autores lo
atribuyen, en parte, al aumento de la concentracidon de leptina circulante (Cummings

etal., 2010).

1.2 PRESION ARTERIAL

La cepa SHROB expresd hipertension al inicio del estudio (es una caracteristica del
fenotipo de esta cepa) con valores medios de presidn sistélica y diastdlica de 176 y
144 mm de Hg respectivamente. Las medias en ratas Wistar fueron 120 y 95
respectivamente. Entre cepas existian diferencias estadisticamente significativas al
inicio del estudio. Al final del tratamiento, las ratas SHROB presentaban unos valores
medios de presion arterial sistdlica y diastélica de 181 y 139 mm Hg
respectivamente, y las ratas Wistar de 125 y 105, con diferencias estadisticamente
significativas. Para poder comparar ambos grupos, se calculdé la variable “variacién
de la presién arterial” como la diferencia de presion después del tratamiento respecto

al inicio. En la tabla 7 se muestran los valores de esta variable.

Tabla 7. Variacion de la presion arterial al final del estudio respecto al inicio (mm Hg)

Presion sistodlica Presion diastdlica
TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 11,4 £ 19,4 31,3+81,3 0,54 EPA:DHA 1:1 -0,4 + 23,3 5,0 + 49,1 0,793
EPA:DHA 2:1 -8,4 + 13,0 8,1 +20,1 0,092 EPA:DHA 2:1 24,1 £91,1 -2,9+33,1 0,473
EPA:DHA 1:2 9,0+ 12,8 -11,6 £ 54,1 0,384 EPA:DHA 1:2 7,1 £ 16,0 -19,7 £ 43,6 0,182
SOJA -1,4 + 15,8 73+71,4 0,776 SOJA 14,5 + 18,3 -5,2 + 46,8 0,358
LINO 13,0 £8,7 -15,4 £ 50,1 0,225 LINO -1,4 £ 17,5 -3,5+ 55,5 0,928

Media £ desviacion estédndar de los valores de variacién de presidn sistélica y diastélica en Wistar (W) y SHROB (S). pw-s: Diferencias
significativas entre las dos cepas.
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Existe una gran variabilidad en este pardametro; por eso, aunque las diferencias en el
cambio de presidén arterial son grandes entre Wistar y SHROB, no se observan

diferencias estadisticamente significativas.

Los efectos de la dieta en la presién arterial no siguen un patron homogéneo.
Algunos tratamientos aumentaron la presién arterial en una cepa y la disminuyeron
en otra; o bien aumentaron la sistdlica y disminuyeron la diastélica o viceversa.
Unicamente las dietas EPA:DHA 1:2 y lino disminuyeron ambas presiones en la cepa
SHROB.

Al comparar los distintos grupos de tratamiento, tampoco observamos diferencias

estadisticamente significativas ni en la presion sistélica ni en la diastdlica.

Los efectos beneficiosos de los AGPI n-3 sobre la presion arterial, en especial el EPA
y el DHA, estan ampliamente descritos (Abeywardena et al., 2011) y algunos de
estos beneficios se concretan mas en el DHA (Cottin et al., 2011, Mori et al., 2006).

Los datos actuales en estudios en humanos sugieren que la ingesta de una dieta
adecuada de AGPI n-3 podria reducir ligeramente los niveles de presién sistdlica y
diastélica y prevenir el aumento de la presién arterial ya sea en pacientes
dislipémicos, diabéticos, pacientes normotensos o hipertensos; contribuyendo asi a

su efecto cardioprotector (Borghi et al., 2006, Cicero et al., 2010).

En animales, se ha descrito la existencia de una relacion directa entre una dieta
deficiente en AGPI n-3 y la aparicién de hipertension en ratas hembras jévenes
(Begg et al., 2009).

A pesar de las evidencias bibliograficas sobre el efecto hipotensor de los AGPI n-3, la
gran variabilidad en los valores de nuestro estudio provoca que no se observen

diferencias significativas ni entre tratamientos, ni entre las dos cepas.
Esta gran variabilidad quizas pueda ser debida a que la toma de la presién arterial en

ratas es un proceso lento. En nuestro caso, ha sido particularmente laborioso debido

al gran niumero de animales que debian ser sometidos semanalmente a este proceso.
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Ademas, las mediciones fueron llevadas a cabo por dos investigadores distintos y con
las ratas conscientes. Quizas los tiempos de adaptacidon de los animales a la jaula de
medicion deberian haber sido mayores para conseguir un menor nivel de estrés en

los animales.

1.3 GLUCOSA

Tabla 8. Glucosa (mg/dl)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s

EPA:DHA 1:1 58 + 4,55 62,29 £ 2,50 0,049

EPA:DHA 2:1 55,14 + 5,49 60,14 + 3,93 0,074

EPA:DHA 1:2 58,33 £ 6,09 60,57 + 3,82 0,437

SOJA 62,67 + 3,67 61 £ 5,44 0,548

LINO 57,86 + 4,77 62,67 £ 4,96 0,103

Media * desviacion estandar de los valores de glucosa en Wistar (W) y SHROB (S). pw-s: Diferencias significativas entre las dos
cepas.

Los valores de glucosa plasmatica al final del estudio (tabla 8) estan dentro del
rango de la normalidad (<150mg/dl), y se corresponden a los encontrados en otros
estudios y en manuales sobre biologia y manejo de animales de experimentacién
(Ribau et al., 2000; Hassanali et al., 2010; Salvador, 2001). La cepa SHROB no
presenta niveles mas altos de glucosa que la Wistar, y de hecho, la hiperglucemia no
es un fenotipo caracteristico de esta cepa. No observamos diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de glucosa plasmatica por efecto de la
dieta, ni en Wistar ni en SHROB. Sdlo se observd un nivel ligeramente mayor de
glucosa en las ratas SHROB alimentadas con la dieta EPA:DHA 1:1 respecto a las

Wistar alimentadas con la misma dieta.

1.4 INSULINA

Tabla 9. Insulina (ng/ml)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 2,21 £ 0,90 12,17 £ 5,24 0,002
EPA:DHA 2:1 1,38 + 0,66 9,76 £ 2,39 <0,001
EPA:DHA 1:2 1,19 + 0,40 6,81 + 2,14%A <0,001
SOJA 1,99 + 1,07 5,8 + 2,53%A 0,012
LINO 0,93 + 0,39 6,17 £ 1,63*A <0,001

Media + desviacidon estandar de los valores de insulina en Wistar (W) y SHROB (S). pw-s: Diferencias significativas existentes entre
las dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1; ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento
EPA:DHA 2:1.

Los valores de insulina al final del estudio (tabla 9) fueron mas altos en SHROB que

en Wistar, con diferencias estadisticamente significativas en todos los grupos de
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tratamiento. Los valores hallados en las ratas Wistar entran dentro del rango de
normalidad (<4,4 ng/ml) descrito en otros estudios (Hassanali et al., 2010, Shah et
al., 2009); pero, como se observa en la tabla 9, todos los grupos de SHROB

presentaron hiperinsulinemia.

En las ratas Wistar no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos; mientras que en las SHROB, los grupos alimentados con EPA:DHA en
las proporciones 1:1 y 2:1 mostraron valores de insulina significativamente mas altos

que el resto de los grupos.

1.5 INDICE HOMA

Tabla 10. Iindice HOMA

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 7,0 £ 3,0 41,4 £ 17,4 0,002
EPA:DHA 2:1 4,1+1,8 32,1 + 8,1 <0,001
EPA:DHA 1:2 3,8+1,5 22,4 £ 6,2%A <0,001
SOJA 6,9 + 3,8 19,2 + 8,1%A 0,012
LINO 2,9 £ 1,1%a 21,3 + 6,3~ 0,001

Media + desviacion estandar de los valores del indice HOMA en Wistar y SHROB. pw-s: Diferencias significativas existentes entre las
dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento
EPA:DHA 2:1. 2: Diferencias significativas respecto al tratamiento a base de soja.

Segun la bibliografia consultada, el rango de los valores normales del indice HOMA en
ratas Wistar es de 4-14 (Ferreira L et al., 2010; Shah KB et al., 2009).

En nuestro estudio, las ratas Wistar presentaron valores de HOMA dentro de la
normalidad después de los distintos tratamientos (tabla 10), con diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo del lino y los grupos EPA:DHA 1:1 vy

soja.

Todos los grupos de ratas SHROB presentaron RI con valores de HOMA de 3 a 8

veces superiores a los correspondientes en Wistar (tabla 10).
En las ratas SHROB se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

los tratamientos EPA:DHA 1:2, soja y lino (valores mas bajos) y los grupos EPA:DHA

1:1y 2:1 (valores mas altos).
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Actualmente los datos sobre la actuacién de los AGPI n-3 en la homeostasis de la
glucosa y la RI en humanos y en animales son contradictorios tal y como se relata a
continuacion (Zhou et al., 2009; Fedor y Kelley, 2009).

Algunos estudios demostraron que la ingesta de DHA y/o EPA disminuia los niveles
de glucosa sérica y mejoraba la sensibilidad a la insulina en ratas Wistar (Andersen,
2008), en modelos murinos de SM y diabetes tipo 2 (Sener et al., 2009; Jucker et
al., 1999) y en humanos (Delarue et al., 1996, Ebbesson et al., 2007; Fedor y
Kelley, 2009). En otros trabajos, no se observaron diferencias en los niveles de
glucosa e insulina después del tratamiento (Park y Park, 2009; Egert et al., 2008;
Mori et al., 1999, Fasching et al., 1991, Cummings et al., 2010). Y finalmente, en
humanos la ingesta de 3g/dia de EPA/DHA durante 3 meses mostré un efecto
negativo, ya que los valores de glucosa e insulina en pacientes con SM fueron mas

altos después del tratamiento que al inicio (Simao et al., 2010).

Las discrepancias entre los resultados de estos estudios pueden ser debidas a la
diferente metodologia empleada en los diversos estudios ya que los participantes
tenian diferente estado de salud, las dietas basales utilizadas eran diversas, asi como

la cantidad, duraciéon, composicion de los AGPI n-3 también era diverso.

De todas formas y respecto a los niveles de glucosa, la mayoria de ensayos
concluyen que la ingesta de cantidades moderadas de AGPI n-3 no modifica los

niveles de este parametro en pacientes con diabetes tipo 2 (Fedor y Keller, 2009).

Una posible explicacion a este hecho podria ser que el mayor aporte de AG provoca
también mayor oxidacion de los mismos y, en consecuencia, un aumento en la
producciéon hepatica de glucosa y una disminucién de su oxidacién, que daria lugar a

un incremento en la concentracién plasmatica (Cummings et al., 2010).

Holness también describié que la inhibicién de la produccién de glucosa mediada por
insulina se ve afectada por una dieta suplementada con EPA y DHA siendo el

resultado final un aumento de la glucosa (Holness et al., 2003).

En nuestro estudio, tanto para el modelo de rata Wistar como para el modelo

SHROB, tampoco se observé una mejora en el control glucémico.
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Si nos fijamos en los valores de insulina y del Indice HOMA, las dietas que mostraron
los valores mas bajos en ratas SHROB, fueron las de lino, soja y EPA:DHA 1:2 a
diferencia de las dietas de EPA:DHA 1:1 y 2:1 demostrando de esta forma una mayor

participacion del DHA que del EPA en la mejora de la RI en ratas obesas.

1.6 HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbA1c)

Tabla 11. Hemoglobina glicosilada (%)

Hemoglobina glicosilada

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 4,14 + 0,24 4,19 + 0,24 0,696
EPA:DHA 2:1 4,43 £ 0,72 4,54 £ 0,30 0,741
EPA:DHA 1:2 4,17 + 0,30 4,96 + 1,68 0,283
SOJA 6,39 + 0,99%A# 6,76 + 1,01%A 0,537
LINO 6,34 + 1,84%# 3,85+ 1,112 0,015

Media * desviacion estandar de los valores porcentuales de hemoglobina glicosilada. pw-s: Diferencias entre Wistar y SHROB. *:
Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1, ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1, #:
Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2. 2: Diferencias significativas respecto al tratamiento de soja.

El porcentaje de HbA1c al final del estudio esta dentro del rango de la normalidad (4-
6%) (tabla 11), y se corresponde a los encontrados en otros estudios (E/-Seweidy et
al., 2011; Cummings et al., 2010). Recordemos que los valores de glucemia tampoco

estaban aumentados en ningun grupo.

Para la HbA1lc se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar
y SHROB Unicamente en el tratamiento a base de lino siendo superior el % de HbAlc
en las ratas Wistar. Este hecho indica un efecto protector del lino en el dafio a

proteinas en ratas obesas.

En la valoracion de las diferencias entre grupos de tratamiento, se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas en las dos cepas.

En Wistar, el porcentaje de HbAlc fue menor en los tres tratamientos a base de
AGPI n-3 de origen marino respecto a los tratamientos a base de soja y de lino. En
SHROB, los tratamientos EPA:DHA 1:1 y EPA:DHA 2:1 también proporcionaron

valores menores de HbA1lc que el tratamiento a base de soja.
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La HbAlc se forma por la uniéon de la hemoglobina a la glucosa en un proceso no
enzimatico irreversible, dependiente de las concentraciones crénicas de glucosa y

permite evaluar el grado de control glucémico.

Como ya se menciond en la discusidén sobre los valores de glucosa e insulina, en
algunos estudios se demuestra que la ingesta de DHA y/o EPA disminuye los niveles
de glucosa sérica y mejora la sensibilidad a la insulina en ratas Wistar (Andersen,
2008). En nuestro caso, aunque la glucemia no estaba alterada, los grupos de
tratamiento a base de aceite de pescado obtenian los valores menores de HbA1lc
sobretodo respecto al tratamiento con soja en ambas cepas de ratas; proporcionando

un efecto protector de estos aceites a la glicacién proteica.

2. SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS EN ERITROCITOS

Tabla 12. Actividad enzimatica eritrocitaria

SOD (U/g Hb) Gpx (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 2129 + 587 1605 + 313 0,059 EPA:DHA 1:1 107,07 + 14,97 87,12 £ 5,77 0,011
EPA:DHA 2:1 1881 + 341 1486 + 685 0,197 EPA:DHA 2:1 116,66 = 30,71 106,79 + 14,98 0,471
EPA:DHA 1:2 1226 + 517* 1454 + 431 0,403 EPA:DHA 1:2 67,67 £ 34,49*~ 48,6 + 14,44 0,207
SOJA 1444 + 426 768 + 593 0,047 SOJA 101,49 + 38,19 51,46 + 27,44 0,044
LINO 1231 + 284* 1501 + 345 0,149 LINO 71,09 £ 9,58*~ 54,94 + 3,97 0,003
CAT (mmol/min/g Hb) GR (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 57,42 £ 11,06 71,83 % 23,3 0,165 EPA:DHA 1:1 0,4 = 0,08 0,76 £ 0,29 0,011
EPA:DHA 2:1 76,73 + 28,25 114,56 + 24,4* 0,02 EPA:DHA 2:1 0,74 + 0,21 1,02 £ 0,48 0,195
EPA:DHA 1:2 61,44 + 13,19 70,54 + 23,42~ 0,418 EPA:DHA 1:2 0,63 + 0,35 0,97 £ 0,17 0,068
SOJA 41,55 + 34,62 51,93 +£ 10,78~ 0,499 SOJA 0,93 + 0,18 0,86 £ 0,27 0,624
LINO 37,18 £ 20,93 88,35 £ 5,51 <0.001 LINO 0,75+ 0,2 1,15 £ 0,39 0,035

Media + desviacién estandar de los valores de actividad enzimética eritrocitaria en Wistar y SHROB. pw-s: Diferencias significativas
existentes entre las dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias significativas
respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1.

La actividad de la SOD (tabla 12) fue diferente entre Wistar y SHROB Unicamente en
el tratamiento a base de soja, disminuyendo significativamente a la mitad en las

ratas SHROB respecto a las Wistar.
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Cuando se analizd la actividad de la Gpx (tabla 12) se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB pertenecientes a los grupos de
tratamiento EPA:DHA 1:1 y soja. En los dos tratamientos la actividad de la Gpx fue

mayor en Wistar.

El andlisis de las diferencias entre Wistar y SHROB en el caso de la enzima CAT
(tabla 12) mostro significacién en el grupo EPA:DHA 2:1 y lino. En ambos casos la

actividad enzimatica fue mayor en las ratas SHROB respecto a las Wistar.

Los valores de actividad GR (tabla 12) presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre Wistar y SHROB en los tratamientos EPA:DHA 1:1 y lino, siendo la

actividad GR mas elevada en SHROB en ambos tratamientos.

Si analizamos el efecto tratamiento, observamos que las actividades de la SOD y de
la Gpx presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
Unicamente en ratas Wistar. Las ratas que consumieron el tratamiento EPA:DHA 1:1
obtuvieron valores de actividad SOD y Gpx significativamente superiores a las ratas
que consumieron el tratamiento EPA:DHA 1:2 y el tratamiento de lino. Este efecto

también se observd para la dieta EPA:DHA 2:1 en el caso de la Gpx.

Por el contrario, el tratamiento afecté a los valores de la CAT sélo en las ratas
SHROB. El tratamiento EPA:DHA 2:1 aumentd la actividad CAT con diferencias
estadisticamente significativas respecto a los grupos que consumieron EPA:DHA 1:1,

1:2 y soja.

Las distintas dietas no afectaron a la GR ni en Wistar ni en SHROB.

Las enzimas antioxidantes eritrocitarias se ven afectadas en cierta medida por la
administracion de los diferentes tratamientos, preferentemente las enzimas de la
primera linea defensiva, SOD y Gpx, en ratas Wistar.

Los tratamientos con mayor proporcion de EPA (1:1 y 2:1) aumentaron la actividad

de SOD y Gpx en ratas Wistar, pero no modificaron la actividad enzimatica en ratas
SHROB.
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Las enzimas de segunda linea, CAT y GR, no se vieron afectadas por la dieta en ratas
Wistar y sélo el tratamiento con mayor proporcién de EPA (EPA:DHA 2:1) aumento la
actividad de la CAT en ratas SHROB.

Estos datos podrian indicar un beneficio mayor de los tratamientos a base de AGPI n-
3 de origen marino en animales normales (Wistar) que en animales con SM (SHROB).

Es decir, el efecto sobre el EO seria mas preventivo que reparador.

Posiblemente las ratas SHROB muestran alteraciones metabdlicas demasiado
importantes como para presentar mejorias en la actividad de enzimas antioxidantes

con la dieta.

Aunque el papel de los AGPI n-3 de origen marino en la reduccién del EO y la
recuperacion de la homeostasis de los radicales libres en el organismo no esta del
todo claro, algunos estudios sugieren que el EPA y el DHA podrian reducir el dano
oxidativo en humanos y animales, pero los resultados hasta el momento no son

concluyentes (Poudyal et al., 2011; McAnulty et al., 2011).

Asi, por ejemplo, las enzimas antioxidantes no se afectaron después de la ingesta
aguda de 400 y 200 mg de EPA y DHA en pacientes obesos (Bloomer et al., 2009), ni
tampoco después de la ingesta de mas de 2 gramos/dia de ambos AGPI durante seis
meses en atletas (Hanwell et al., 2009). En cambio, pacientes sometidos a
hemodiadlisis y suplementados con 3 g/dia de EPA+DHA durante dos meses,

incrementaron sus niveles de SOD y Gpx.

Los estudios en animales presentan también resultados diversos. En ratas Wistar y
en un modelo de rata con nefrotoxicidad inducida, la actividad CAT eritrocitaria se
incrementd después de la suplementacién con aceites de pescado, pero ni SOD ni

Gpx sufrieron ninguna modificacién (Iraz et al., 2005; Priyamvada et al., 2009).

Aunque existen pocos datos para determinar los mecanismos antioxidantes
subyacentes de los AGPI n-3, se sugiere que probablemente sean como
consecuencia de una reduccion de la sintesis del AA. El AA es el componente
principal en la activacién de NADPH oxidasa (Vignais, 2002). Ademas, se postula que

la incorporacién de AGPI en los fosfolipidos de las membranas celulares conduce a
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cambios conformacionales que disminuyen la disponibilidad de los dobles enlaces

para la lipoperoxidacidon (Kremmyda et al., 2011).

3. INDICADORES DEL ESTADO OXIDATIVO EN PLASMA

3.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (ORAC)
En este estudio se determind la capacidad antioxidante del plasma para inhibir la
produccion de radicales peroxilo mediante el método ORAC, en los diferentes

animales.

En la tabla 13 se muestran los resultados del ORAC.

Tabla 13. ORAC (pmol TE/ml plasma)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 48,15 + 16,96 35,34 + 4,75 0,078
EPA:DHA 2:1 23,56 % 5,97* 24,27 + 13,79 0,902
EPA:DHA 1:2 26,39 £ 9,01* 32,4 + 4,87 0,181
SOJA 30,32 + 9,64% 44,77 + 8,57 0,021
LINO 24,71 + 9,7* 37,27+ 6 0,019

Capacidad antioxidante total en plasma (método ORAC) en ratas Wistar y SHROB en cada uno de los tratamientos. pw-s: Diferencias
significativas existentes entre las dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1.

En la comparacion entre cepas, sbélo se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ratas Wistar y SHROB pertenecientes a los grupos de tratamiento
a base de soja y lino, siendo superior en ambos casos la capacidad antioxidante en
ratas SHROB.

Entre grupos de tratamiento sdélo se observaron diferencias estadisticamente
significativas en ratas Wistar. Las que consumieron el tratamiento EPA:DHA 1:1
presentaron una media de capacidad antioxidante total en plasma significativamente

superior al resto de grupos.

En ratas Wistar el tratamiento EPA:DHA 1:1 aumentd la capacidad antioxidante total
del plasma (ORAC). Este resultado se podria explicar a través de los niveles de SOD
gue también eran mas altos en las ratas que consumieron el mismo tratamiento

respecto a los otros grupos.

En cambio, en ratas SHROB, los niveles de ORAC tienden a ser mas elevados en los

animales que consumieron los tratamientos a base de soja y lino. Esto podria
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demostrar que la soja y el lino aportan ciertos efectos antioxidantes con mas eficacia

en animales con SM (ratas SHROB) que en animales sanos (ratas Wistar).

Hay pocos estudios que determinen la implicaciéon de un tratamiento rico en AGPI n-3
en la capacidad antioxidante total del plasma determinada a partir del método ORAC.
Por ejemplo, Yessoufou et al. publicaron un estudio en 2006 donde demostraron que
una dieta con un 2,1% de AGPI n-3 (EPA:DHA 5,8:1) durante 15 dias corregia los
niveles disminuidos de ORAC en plasma de ratas diabéticas. Concluyeron que podria
ser debido a una mejora en el total de enzimas antioxidantes eritrocitarias SOD y

Gpx y al aumento de los niveles plasmaticos de vitamina A (Yessoufou et al., 2006).

En humanos, la suplementacién diaria con 1,2 g de EPA y 0,83 g de DHA en 4 g de
aceite de pescado durante 3 semanas no modifico los valores de ORAC en plasma
(Roberts et al., 2003).

3.2 LDL-ox
En la tabla 14 se presentan los resultados correspondientes a la concentracion de
LDL-ox.

Tabla 14. LDL-ox (ng/ml)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 161,53 + 30,87 279,32 + 38,58 <0,001
EPA:DHA 2:1 212,25 + 57,44 343,41 + 48,73 0,001
EPA:DHA 1:2 239,43 + 70,02 292,05 + 80,85 0,24
SOJA 109,03 + 27,347 # 154,59 + 57,37%A# 0,11
LINO 94,52 + 14,087 # 145,35 + 27,77%~# 0,001

Concentraciones de LDL-ox en Wistar y SHROB en cada uno de los tratamientos. pw-s: Indica diferencias significativas entre las dos
cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento
EPA:DHA 2:1. #: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB en
los tratamientos EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 2:1 y lino. En los tres casos, la

concentracion de LDL-ox, fue significativamente superior en las ratas SHROB.

Entre tratamientos se observaron diferencias estadisticamente significativas tanto en

las ratas Wistar como en las SHROB.
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En Wistar se obtuvieron valores de LDL-ox significativamente superiores en los
tratamientos EPA:DHA 2:1 y EPA:DHA 1:2 respecto a los tratamientos a base de soja

y lino.

En SHROB, los tratamientos a base de AGPI n-3 de origen marino presentaron
valores de LDL-ox significativamente superiores respecto a los tratamientos a base

de soja y lino.

La oxidacion de las LDL es un proceso de peroxidacion lipidica durante el cual, los
AGPI de los fosfolipidos de las lipotroteinas son atacados por radicales libres. La
oxidacion de las LDL incrementa su aterogenicidad, de manera que este parametro
es uno de los principales predictores de riesgo cardiovascular. La susceptibilidad de
las LDL a la peroxidacion puede depender de su contenido en AGPI, sustratos
disponibles para su oxidacion, y de su contenido en antioxidantes que les confiere
resistencia a la oxidacién (Maziére et al., 1998; Ferreri et al., 2009). Como el
contenido de AGPI en las LDL es un reflejo de la ingesta dietética, es légico pensar
qgue las dietas con alto contenido en EPA y DHA confieran valores mas altos de LDL-
ox. Ademas existen estudios en los que se demuestra que los aceites de pescado
disminuyen significativamente la “lag fase” en la oxidacién de las LDL (Tsai y Lu,
1997, Suzukawa et al,. 1995).

Sin embargo, otros estudios estan en desacuerdo con estos resultados y tampoco
esta claro si los dos AG mayoritarios en los aceites de pescado, EPA y DHA, ejercen
el mismo efecto. DHA parece no incrementar la susceptibilidad a la oxidacién de las
LDL en el mismo grado que EPA (Mesa et al., 2004).

Por otra parte, diversos estudios confirman que el consumo moderado de aceites de
pescado tiene efectos beneficiosos protegiendo contra enfermedades
cardiovasculares a través de mecanismos diversos (Burr et al., 1989; Schmidt et al.,
1993, Levine et al., 1989; Singer et al., 1985, Green et al., 1990, Kinsella et al.,
1990). Uno de estos mecanismos es la disminucidon de la apoptosis, inducida por las
LDL-oxs, de diversos grupos celulares como células musculares, fibroblastos,
linfocitos, monocitos y macréfagos, que constituyen la placa de ateroma (Lee y
Wander, 2005).

87



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO
Laura Lluis Rodriguez

RESULTADOS Y DISCUSION

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

En nuestro estudio, aunque la oxidacién de las LDL fue mayor en los grupos tratados
con EPA y DHA, en Wistar la dieta 1:1 no presentdé diferencias estadisticamente
significativas respecto a soja y lino. Este hecho podria indicar que la proporcion

EPA:DHA 1:1 minimiza el riesgo a la oxidacién de las LDL en animales sanos.

4. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
En las tablas 15, 16 y 17 se presentan los resultados correspondientes al analisis del

perfil lipidico.

Tabla 15. Perfil lipidico (mg/dl)

Triglicéridos HDL- colesterol

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 86,3 £ 65,1 569,6 + 200,3 <0,001 EPA:DHA 1:1 37,4+11,1 72,4+ 13,6 <0,001
EPA:DHA 2:1 124,5 + 102,2 591,2 + 160,4  <0,001 EPA:DHA 2:1 50,4 + 25,9 58,8 + 7,7 0,426
EPA:DHA 1:2 83,1 £ 10,4 987,9 £ 505,2 0,003 EPA:DHA 1:2 47,3 +8,1 67,7 £ 12,8 0,011
SOJA 108,5+ 51,9 12258 +£947,8 0,028 SOJA 51,3+7,9 76,7 £ 14,5 0,009
LINO 73,5 + 25,2 595,4 + 306,9 0,003 LINO 46,8 £ 5,5 54,3 + 12,7 0,222
Colesterol LDL- colesterol

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 93,3 + 26,4 187,4 + 33,1  <0.001 EPA:DHA 1:1 7,6 3,3 16,4 £ 5,7 0,005
EPA:DHA 2:1 98 + 14,8 169,1 £ 29,6  <0,001 EPA:DHA 2:1 7,4£0,8 14,6 + 3,9 0,001
EPA:DHA 1:2 112,3 + 20,8 166,4 + 31,6 0,01 EPA:DHA 1:2 8,3+1,3 34,2 + 29,7 0,061
SOJA 125,8 + 16,5 322 +122,9 0,007 SOJA 10,4+ 2,2 918+ 61,5%*~ 0,042
LINO 118,5 + 13,5 183,7 + 23,8 0,001 LINO 7,4£1,6 12,5 + 72 0,118

Media £ desviacién estandar de los valores de triglicéridos, colesterol, HDL-c y LDL-c. pw-s: Diferencias entre las dos cepas. *:
Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1, ~: diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1, a:
diferencias significativas respecto al tratamiento con soja.

Estos cuatro parametros mostraron valores dentro de la normalidad (triglicéridos:
70-80 mg/dl, Colesterol: 60-100 mg/dl, HDL-c: 30-52 mg/dl, LDL-c: < 20 mg/dl) en
el grupo de las ratas Wistar similares a los descritos en otros trabajos (Rusifiol et al.,

1996, Levy et al., 2007; Engstrom et al., 2010; Shah et al., 2009).

Se observaron diferencias significativas en los niveles de triglicéridos y colesterol
entre Wistar y SHROB en todos los grupos de tratamiento, siendo mayores en las
ratas SHROB.

También las ratas SHROB presentaron valores mas altos de HDL-c y LDL-c con

diferencias estadisticamente significativas en practicamente todos los grupos excepto

el tratado con lino.
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Las distintas dietas sélo afectaron al LDL-c de las ratas SHROB, en las que la dieta

con soja aumentd este parametro respecto al resto.

Tabla 16. Concentraciones APO Al y APO B100 (mg/ml)

APO A1 APO B100

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 42,96 + 11,36 57,59 + 13,62 0,079 EPA:DHA 1:1 116,51 + 16,77 196,6 + 26,9  <0,001
EPA:DHA 2:1 51,7+ 11,94 60,17 £881 0,17 EPA:DHA 2:1 137 + 6,39 210,88 + 33,78 <0,001
EPA:DHA 1:2 47,92 + 13,79 64,13 + 11,77 0,1 EPA:DHA 1:2 139,35 + 23,84 202,82 + 20,05 0,07

SOJA 51,42 + 13,33 68,3 % 4,98 0,02 SOJA 126,82 + 13,99 205,42 + 49,5 0,016
LINO 30,64 + 2,06 56,81 % 6,23  <0,001 LINO 152,73 + 35,65%#2 282,54 + 45,13 <0,001

Media £ desviacion esténdar de los valores de APO Al y APO B100. pw-s: Diferencias entre las dos cepas. *: Diferencias significativas
respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1, #: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2, a: Diferencias significativas
respecto al tratamiento a base de soja.

Tabla 17. Ratio APO B100/APO A1
APO B100/APO Al

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 2,79 + 0,51 3,62 1,14 0,16
EPA:DHA 2:1 2,75 £ 0,54 3,55 £ 0,7 0,04
EPA:DHA 1:2 3,1+ 1,01 3,28 £ 0,77 0,74
SOJA 2,67 1,11 3,04 + 0,82 0,56
LINO 5,02 + 1,29%Aa 5,2 + 1,412 0,85

Media + desviacidon estandar de los valores de APO B100/APO Al. pw-s: Diferencias existentes entre las dos cepas. *: Diferencias
significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1, ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1, a: Diferencias
significativas respecto al tratamiento a base de soja.

La APO Al aumenté significativamente en SHROB respecto a Wistar en los grupos de
tratamiento a base de soja y lino. En el analisis de la APO B100 se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB en los grupos de
tratamiento EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 2:1, soja y lino. En los cuatro casos las SHROB

presentaron valores mas altos.

En la ratio APO B100/APO Al soOlo se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre Wistar y SHROB en el grupo de tratamiento EPA:DHA 2:1 siendo

mayor el valor de esta relaciéon en ratas SHROB.

Si analizamos el efecto de las dietas, Unicamente se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los valores de APO B100 en ratas Wistar. La dieta
con lino mostré valores mas altos de APO B100 que los grupos de tratamiento
EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 1:2 y soja.
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La dieta con lino también dio lugar a los valores mas altos en la ratio APO B100/APO
Al; con diferencias estadisticamente significativas respecto a los grupos de
tratamiento EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 2:1 y soja en ratas Wistar y respecto al grupo
de la soja en ratas SHROB.

En resumen, ninguna dieta afectd los niveles de triglicéridos, colesterol, HDL-
colesterol y APO Al. En cambio, las dietas con AGPI n-3 disminuyeron
favorablemente los niveles de LDL-colesterol en ratas obesas y de APO B100 en ratas
Wistar.

Existen numerosos estudios e investigaciones clinicas que se han centrado en el
efecto positivo de los AGPI n-3 sobre la regulacion de los niveles lipidicos en
animales y humanos (Poudyal et al., 2011; Cummings et al., 2010; Puglisi et al.,
2009; Lombardo et al., 2006; Durrington et al., 2001; Connor, 2000, Spady et al.,
1993).

Durrington realizé un estudio en humanos donde a los pacientes con enfermedad
coronaria e hipertrigliceridemia persistente tratados con simvastatina, se les
administraba un concentrado a base de AGPI n-3 para comprobar si disminuian los
triglicéridos. Obtuvieron un descenso significativo entre un 20 y un 30% en la
concentracion de triglicéridos y entre un 30 y 40% en la concentracién de VLDL en
comparacion a los pacientes que sélo tomaron placebo mas su tratamiento habitual
de simvastatina. Concluyeron que el consumo de aceite de pescado podria aumentar
la supervivencia en pacientes con infarto agudo de miocardio gracias a la

hipolipidemia producida por los AGPI n-3 (Durrington et al., 2001 ).

Spady et al. comprobaron que tratamientos con EPA o DHA, administrados a ratas,
aumentaban la actividad del receptor hepatico para LDL-c, disminuyendo la entrada
de LDL-c en plasma y en consecuencia provocando un descenso entre el 54-60% de
sus niveles respecto a dietas con LNA y LA. Concluia su estudio afirmando que las
dietas a base de EPA y DHA tenian un mayor efecto en la mejora del perfil lipidico
que las dietas a base de LA (AGPI n-6) o LNA (precursor de EPA y DHA y muy
abundante en el lino); ya que después de la ingesta de AGPI n-3 las concentraciones
de estos AG aumentaban mas de tres veces su presencia en los fosfolipidos de las

membranas de los hepatocitos (Spady et al., 1993).
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En la revision de Connor también se afirmaba que dosis elevadas de AGPI n-3
reducian la sintesis de LDL-c y sus concentraciones en plasma, sin afectar el HDL-c;
mientras que dietas ricas en AGPI n-6 disminuian las concentraciones de HDL-c
(Connor, 2000).

Cummings demostré que dietas a base de EPA o en general ricas en aceite de
pescado, disminuian los triglicéridos en animales diabéticos y prediabéticos. Este
efecto podria ser debido en parte a la activacion llevada a cabo por EPA y DHA de los
receptores PPAR que producen una secrecién mayor de adiponectina por parte de los
adipocitos. También se puede atribuir a la disminucién de la lipogénesis de novo
llevada a cabo por la inhibicién SREB-1 (proteina de unién al elemento regulador de
los esteroles) y a un aumento de la oxidacidon de AG en higado y musculo debida a la

activaciéon de PPAR-a (Cummings et al., 2010).

Poudyal, en su revisidon, analiza varios estudios, concluyendo que el LNA modula la
concentracion de lipoproteinas y en cambio el EPA y el DHA reducen la sintesis de
triacilgliceroles (TAG). La suplementacién de 38-40 gramos de linaza al dia (fibras de
lino, ricas en a-linolénico) redujo los niveles de APO A, APO Al y APO B100 en
mujeres postmenopausicas. Y 4 gramos al dia de EPA + DHA, en pacientes con
diabetes tipo II e hiperlipidemia, reducian significativamente los niveles de TAG,
VLDL-colesterol y la ratio TAG/HDL-colesterol, mientras que aumentaba
significativamente la concentracion de HDL-colesterol en sangre (Poudyal et al.,
2011).

Puglisi afirmé que el tejido adiposo estd involucrado en los efectos beneficiosos de los
AGPI n-3. Cuando el tejido adiposo es obeso, hay un exceso de AG libres en la
circulacién favoreciendo la lipdlisis. Por lo tanto la velocidad de lipdlisis en tejido
adiposo sera inversamente proporcional a la capacidad de almacenaje de triglicéridos
del tejido adiposo. El aceite de pescado mejora esta capacidad gracias a la
modulacién de: Lipoproteina Lipasa (LPL), Hormona Sensitiva Lipasa (HSL) y Acidos
Grasos Sintasa (FAS). Las dos primeras se caracterizan por liberar AG del tejido
adiposo, mientras la enzima FAS facilita el almacenaje de los AG convertidos en
triglicéridos en el tejido adiposo. El mRNA de LPL y HSL disminuyé en tejido adiposo
de ratas que consumieron una dieta rica en AGPI n-3 y aumentd la actividad de FAS
(Puglisi et al., 2009).
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5. BIOMARCADORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Los parametros descritos en este apartado constituyen nuevos biomarcadores de
riesgo cardiovascular en el caso que estén presentes en plasma o con valores

superiores a los normales (tabla 21).

Tabla 18. Biomarcadores de riesgo cardiovascular

PCR (pg/ml) VCAM-1(ug/ml)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pwW-s
EPA:DHA 1:1 147,03 + 20,49 205,95 + 42,07 0,006 EPA:DHA 1:1 3,41+ 0,7 3,82 + 0,38 0,204
EPA:DHA 2:1 147,15 + 22 38 205,21 + 42,44 0,008 EPA:DHA 2:1 3,01 + 0,45 3,57 £1,11 0,24

EPA:DHA 1:2 140,06 £ 52,72 249,58 £+ 51,65 0,005 EPA:DHA 1:2 4.4 + 1,33~ 5,64 £ 1,88*" 0,206
SOJA 172,85 + 38,16 285,91 + 58,26 <0,001 SOJA 336169 267+0,76%# 0,383
LINO 142,9 £ 52,02 202,11 + 43,55 0,065 LINO 2,1 +0,38%A# 2,71+ 1,17%# 0,22

PAI-1 (pg/ml) ICAM-1 (ng/ml)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 7,48 £ 1,27 10,46 = 2,03 0,007 EPA:DHA 1:1 0,59 £ 0,21 0,91 +0,16 0,008
EPA:DHA 2:1 8,75 £ 1,86 10,85 + 1,39 0,034 EPA:DHA 2:1 0,61 £0,22 1,14 £ 0,33 0,004
EPA:DHA 1:2 9,18+ 1,3 12,47 + 3,23 0,04 EPA:DHA 1:2 0,53 £ 0,24 0,93 +0,14 0,006
SOJA 6,45 + 0,81# 11,57 +1,37 <0,001 SOJA 0,52 + 0,09 0,96 £ 0,16 <0,001
LINO 7,76 £ 1,08 10,53 £ 2,5 0,032 LINO 0,59 + 0,29 1,25 + 0,33 0,002

Media + desviacion estédndar de los valores de concentracidon en plasma de PCR, PAI-1, VCAM-1 e ICAM-1 en Wistar y SHROB. pw-s:
Diferencias entre las dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1, ~: Diferencias significativas
respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1, #: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2.

PCR, PAI-1 y ICAM-1 estaban aumentadas en ratas SHROB respecto a Wistar; en
cambio VCAM-1 no presenté diferencias entre Wistar y SHROB.

Por otra parte, s6lo VCAM-1 mostré diferencias estadisticamente significativas segun
las dietas. La dieta con los valores mas bajos de VCAM-1 fue la de lino, tanto en
ratas Wistar como en obesas, con diferencias estadisticamente significativas respecto
a las dietas con AGPI n-3. Comparando entre si las tres dietas n-3, se deduce que los
mejores resultados para VCAM-1 se presentaron en las dietas 1:1 y 2:1 en las dos

cepas.

Existen estudios en los que, igual que en nuestro caso, la PCR estd aumentada en
procesos relacionados con el SM; y que la ingesta de AGPI n-3 no modifica estos
valores (Pischon et al., 2010, Madsen et al., 2003; Cummings et al., 2010). En
cambio, en otros estudios se asocia el consumo de AGPI n-3 a una disminucion de los
niveles de PCR (Lépez-Garcia et al., 2004, Farzaneh-Far et al., 2009, Kalogeropoulos
et al., 2010; Mugabo et al., 2010).
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Un estudio llevado a cabo por Ferrucci demostré que una suplementacidon con altos
niveles de LNA y EPA se relaciona con una disminucién de la inflamacidon pero no con

una disminucién de la concentracién de PCR (Ferrucci et al., 2006).

Mugavo, en un trabajo sobre el acido graso saturado palmitato y su efecto sobre la
PCR, afirma que la diabetes, obesidad y otros estados de RI estan asociados a un
proceso de inflamacion sistémica y por lo tanto a un aumento de biomarcadores de la

inflamacién como la PCR (Mugabo et al., 2010).

Estos resultados contradictorios sobre el efecto del EPA u otros aceites de pescado
sobre los valores de PCR, sugieren que los efectos pueden depender de la condicién

metabdlica individual y/o de las dosis administradas (Cummings et al., 2010).

Respecto a PAI-1, Montegaard afirma que individuos con SM presentan
concentraciones elevadas de PAI-1 contribuyendo a un aumento del riesgo
cardiovascular (Montegaard et al., 2010). En nuestro estudio también observamos
como las ratas SHROB, tienen concentraciones superiores de PAI-1 en todos los

grupos de tratamiento en comparacion con las ratas Wistar.

Respecto al efecto del consumo de AGPI n-3 los resultados en diferentes estudios no
son concluyentes; y, en muchos casos, son controvertidos. Por ejemplo, en algunos
casos se concluye que los aceites de pescado tienen efectos negativos en las
concentraciones y actividad de PAI-1 (Emeis et al., 1989; Jellema et al., 2004);
mientras que en otros se demuestra lo contrario (Hansen et al., 2000, Dunstan et
al., 1999; Eritsland J et al., 1995).

Jellema observé una mejora en la reduccidn del peso corporal de sujetos con
obesidad moderada que fueron tratados con aceite de pescado; pero no observd una
mejora de las concentraciones de marcadores de inflamacidon como PAI-1 (Jellema et
al., 2004).

El estudio de Montegaard, en cambio, demostré un efecto positivo en las
concentraciones de PAI-1, en sujetos con SM, después de una administracién crénica
de AGPI n-3 a dosis bajas; pero no después de una ingestién aguda a dosis

superiores (Montegaard et al., 2010). Esto podria explicar, en parte, porque en
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nuestro estudio las dietas a base de AGPI n-3 no presentan una mejora en la
concentracidon de PAI-1 respecto las dietas control; ya que aunque la administracion

se realizé durante 3 meses, la dosis era una semanal.

Aunque en nuestro estudio no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos en el caso de las concentraciones de
ICAM-1, si se observaron en las concentraciones de VCAM-1. En este Ultimo caso las
dietas con una proporcion mayor de EPA y las dietas de soja y lino tenian las

concentraciones mas bajas de VCAM-1.

Como se ha explicado en la introduccién, la interaccidon de distintos grupos celulares
y/o proteinas con las células endoteliales puede tener un papel crucial en la
formacién de la placa aterosclerética. La adhesion de los monocitos circulantes a la
monocapa intima de células endoteliales se cree que es uno de los primeros
acontecimientos en la aterosclerosis mediada por ICAM y VCAM. Por todo ello, la
modulacién de la adhesidén de los monocitos al endotelio vascular puede representar
una atractiva diana terapéutica para la aterosclerosis. Asi, los AGPI n-3 tales como el
EPA y el DHA pueden antagonizar el efecto proinflamatorio de algunos AG saturados
(Yamada et al., 2008).

En el estudio de Yamada en humanos se observé una disminucion significativa en las
concentraciones plasmaticas de sICAM-1 y sVCAM-1 en pacientes con SM después de
una administracion durante 3 meses de EPA altamente purificado (1,8g al dia). Por lo
tanto, este estudio proporciond evidencias de que el EPA inhibe la adhesién de los
monocitos a las células endoteliales en paralelo con la supresién de moléculas de
adhesion endoteliales. En nuestro estudio, también encontramos VCAM con valores
menores en las dietas con mayor proporcion de EPA que en la dieta EPA:DHA 1:2
(Yamada et al., 2008).

En otro estudio se sugiere que una dieta rica en aceites de pescado podria alterar la
expresion de moléculas de adhesion, como sICAM-1, disminuyendo la capacidad de
los linfocitos para unirse a macréfagos y a células endoteliales. Los resultados de
este estudio también sugieren que una reduccidén en la infiltracién celular podria
explicar el efecto protector contra el desarrollo de enfermedades inflamatorias y

cardiovasculares de este tipo de dietas (Sanderson y Calder, 1998). Por el contrario,
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en nuestro estudio, la concentracién de sICAM-1 no se vié modificada por las dietas
de AGPI n-3.

6. SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS EN TEJIDOS
En las tablas 19, 20 y 21 se presentan los resultados referentes a las enzimas

antioxidantes en higado, tejido adiposo y rindn respectivamente.

Tabla 19. Actividad enzimatica en higado

SOD (U/g Hb) Gpx (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 6,12 £ 2,41 9,83 4,15 0,076 EPA:DHA 1:1 325 + 115,3 329,1 £ 116,2 0,95
EPA:DHA 2:1 9,51 +£1,96 8,55 + 1,24 0,259 EPA:DHA 2:1 366,6 £ 124,4 229,5+71,6 0,03
EPA:DHA 1:2 9,85 + 1,66 10,73 £ 2,68 0,467 EPA:DHA 1:2 404,7 + 65 282,3 + 1451 0,15
SOJA 8,74 £ 1,55 8,25 + 1,23 0,588 SOJA 383,8 £ 98,2 2454 +£ 82,1 0,02
LINO 9,77 + 2,51 10,3 + 0,86 0,66 LINO 408 + 75,3 274,8 £ 113 0,03
CAT (mmol/min/g Hb) GR (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 46,11 + 18,38 78,19 + 18,18 0,012 EPA:DHA 1:1 59,03 £ 17,96 62,25 + 10,76 0,7
EPA:DHA 2:1 67,04 £ 30,80 73,92 + 13,65 0,578 EPA:DHA 2:1 63,41 £ 20,74 56,16 + 11,18 0,43
EPA:DHA 1:2 84,41 + 18,15 74,81 + 16,45 0,435 EPA:DHA 1:2 91,42 + 24,33 73,03 + 15,41 0,13
SOJA 81,13 + 28,73 70,78 £ 2580 0,508 SOJA 88,8 + 22 66,71 £ 8,23 0,04
LINO 97,51 £ 12,66* 77,01 + 23,36 0,086 LINO 85,72 £ 11,79 68,16 £ 19,3 0,07

Media + desviacién esténdar de las actividades enzimaticas en higado. pw-s: indica diferencias significativas entre las dos cepas. *:
Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1.

En el higado se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos
cepas en el analisis de la actividad enzimatica de la Gpx en el tratamiento EPA:DHA
2:1, soja y lino. Siendo superior la actividad de esta enzima en ratas Wistar en los

tres casos.

la actividad CAT se observaron diferencias estadisticamente
tratamiento EPA:DHA 1:1,

En el analisis de

significativas entre Wistar y SHROB en el siendo

significativamente superior la actividad CAT en ratas SHROB respecto Wistar.

En la comparacion entre tratamientos sbélo se observaron diferencias

estadisticamente significativas en el valor de actividad de la CAT entre los

tratamientos EPA:DHA 1:1 y lino siendo superior la actividad en este ultimo grupo.
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Tabla 20. Actividad enzimatica en tejido adiposo

SOD (U/g Hb)

Gpx (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 10,8 £ 6,43 7,64 = 3,44 0,284 EPA:DHA 1:1 39,04 £ 7,94 50,39 £ 21,29 0,288
EPA:DHA 2:1 8,16 £ 1,8 5,68 £ 0,78 0,017 EPA:DHA 2:1 27,74 £ 9,33 51,69 + 12,63 0,004
EPA:DHA 1:2 5,62 + 2,71 3,71 £ 1,45%~ 0,16 EPA:DHA 1:2 19,27 + 12,58 42,68 £ 9,71 0,011
SOJA 6,45 = 3,68 4,21 +£1,85%* 0,212 SOJA 15,76 £ 10,51* 38,69 £ 6,89 0,001
LINO 4,97 + 2,21 3,44 £ 1,21*%~ 0,193 LINO 29,91 £ 10,67 46,40 + 12,61 0,027
CAT (mmol/min/g Hb) GR (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 34,85+ 12,25 3592 +9,44 0,858 EPA:DHA 1:1 41,06 + 5,75 32,59 £ 16,11 0,249
EPA:DHA 2:1 38,51 + 11,07 25,44 + 17,13 0,125 EPA:DHA 2:1 39,64 £ 20,13 42,56 + 18,52 0,792
EPA:DHA 1:2 29,37 £ 17,37 31,41 £ 16,81 0,84 EPA:DHA 1:2 26,94 £ 11,3 44,41 = 15,9 0,053
SOJA 28,28 £ 6,68 27,81 £ 12,84 0,938 SOJA 28,28 + 5,49 31,20 £ 19,38 0,735
LINO 48,90 £ 33,22 29,63 + 14,11 0,22 LINO 43,39 + 15,46 38,27 £ 12,56 0,53

Media * desviacion estandar de las actividades enzimaticas en tejido adiposo. pw-s: indica diferencias significativas entre las dos
cepas. *: indica diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: indica diferencias significativas respecto al
tratamiento EPA:DHA 2:1.

En el tejido adiposo, en el analisis de la SOD, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB que consumieron el tratamiento

EPA:DHA 2:1, siendo superior la actividad enzimatica en Wistar.
La actividad Gpx fue superior en SHROB que en Wistar en todos los tratamientos
exceptuando el grupo EPA:DHA 1:1, aunque esta dieta en SHROB presentd valores

de Gpx tan altos como el resto de tratamientos.

El tratamiento 1:1 dio lugar a valores significativamente mas altos de Gpx que la

dieta a base de soja en el tejido adiposo de ratas Wistar.

Los tratamientos 1:1 y 2:1 aumentaron significativamente la SOD en tejido adiposo

de ratas SHROB respecto al resto de dietas.

96



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS DE ORIGEN MARINO SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN RATAS
CON SINDROME METABOLICO
Laura Lluis Rodriguez

RESULTADOS Y DISCUSION

Dipdsit Legal: T. 1427-2012

Tabla 21. Actividad enzimatica en rifidon

SOD (U/g Hb)

Gpx (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 5,89 1,74 3,35+0,5 0,03 EPA:DHA 1:1 73,60 £ 11,85 106,89 + 27,28 0,01
EPA:DHA 2:1 5,54 + 2,15 5,4+ 2,74 0,92 EPA:DHA 2:1 90,32 + 35,46 174,18 + 58,38* 0,01
EPA:DHA 1:2 4,81 + 2,60 1,54 £ 0,33*~ 0,03 EPA:DHA 1:2 77,31 + 31,16 70,49 + 30,3*~ 0,70
SOJA 2,79 £ 0,94*% 2,15+ 0,67*~ 0,21 SOJA 48,03 £ 10,08~ 57,22 £24,04*~ 0,41
LINO 2,77+0,83%~ 1,77 £ 1,17*~ 0,11 LINO 45 + 11,317 71,21 £19,93*~ 0,01
CAT (mmol/min/g Hb) GR (U/g Hb)

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 26,77+7,32 39,39 + 18,34 0,11 EPA:DHA 1:1 76,2 £ 16,16 71,5+ 21,34 0,65
EPA:DHA 2:1 42,7+15,78 65,3 + 23,8* 0,05 EPA:DHA 2:1 83,76 £ 28,45 118,16 + 49,46* 0,14
EPA:DHA 1:2 31,2+12,03 24,56 + 5,33~ 0,21 EPA:DHA 1:2 58,27 £ 21,52 38,37 £15,07*~ 0,08
SOJA 33,48+20,5 24,14+8,08*~ 0,32 SOJA 41,64 £10,36*%~ 47,12 + 31,05~ 0,70
LINO 23,4 £9,04 28,71 £ 4,83~ 0,27 LINO 29,76 £ 5,47*~ 35,24 £ 7,95*%~ 0,01

Media + desviacidon estandar de las actividades enzimaticas en rifion. pw-s: indica diferencias significativas entre las dos cepas. *:
Indica diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Indica diferencias significativas respecto al tratamiento
EPA:DHA 2:1.

En el rifidn, la actividad SOD presentd diferencias estadisticamente significativas
entre Wistar y SHROB en el tratamiento EPA:DHA 1:1 y EPA:DHA 1:2, siendo mayor

en Wistar que en SHROB para los dos casos.

Los valores de actividad Gpx presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre las dos cepas en el tratamiento EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 2:1 y en el tratamiento
a base de lino. La actividad enzimatica fue mayor en ratas SHROB que en Wistar en

los tres casos.

En cuanto a los valores de GR, sbélo se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las dos cepas en el tratamiento a base de lino. La actividad

enzimatica, igual que en el analisis de la Gpx, fue superior en ratas SHROB.

En el analisis entre los tratamientos, hemos constatado que el rifién ha sido el tejido
donde se observaron mas efectos sobre las enzimas antioxidantes provocados por el
tratamiento. Las dietas 1:1 y 2:1 aumentaron los valores de las cuatro enzimas
renales en ratas SHROB respecto a los otros tres grupos de tratamiento, y también

aumentaron SOD, Gpx y GR en Wistar respecto a los grupos de soja vy lino.

Resumiendo, el estudio de los enzimas antioxidantes en tejidos muestra poca

relevancia en higado y tejido adiposo. El impacto de las dietas ha sido nulo en higado
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y pequefio en tejido adiposo, donde Unicamente hemos constatado que EPA:DHA 1:1

aumento la actividad SOD en ratas con SM.

Otros estudios coinciden con nuestros resultados en higado. Furukawa no observo
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de SOD, Gpx y CAT entre
ratones genéticamente obesos (KKAy) y los controles (C57BL/6) asi como tampoco

entre la expresidn del RNAm de estas enzimas (Furukawa et al., 2004).

Como los aceites de pescado son facilmente peroxidados a hidroperdoxidos que
incrementan el EO, parece ldgico pensar que algunos mecanismos de defensa, como
las enzimas analizadas, podrian estar aumentados. En nuestro estudio no
encontramos diferencias en higado debidas a las dietas. En cambio Garrel et al.
demostraron que EPA y DHA aumentan la lipoperoxidacién, incrementando los
valores de MDA en higado de ratas y, al mismo tiempo, incrementaron la actividad
SOD mitocondrial hepatica como mecanismo compensatorio de respuesta a la
peroxidacion lipidica (Garrel et al., 2012). Ademas, en otro estudio, una dieta de
aceite de pescado, rica en EPA y DHA, durante 6 meses en ratones, aumento la
expresion génica de enzimas antioxidantes, como SOD mitocondrial y glutation S-
transferasas (Takahashi et al., 2002).

Mientras que el efecto antioxidante de los AGPI n-3 estd demostrado ampliamente en
otros tipos celulares, no existen demasiados estudios realizados en tejido adiposo.
EPA y DHA, procedentes de la dieta, se incorporan a las fracciones lipidicas de los
adipocitos, tanto en fosfolipidos de las membranas como en los triglicéridos, y desde
alli modulan procesos que alteran la actividad metabdlica del tejido adiposo: reducen
la lipdlisis aumentando el almacenaje de triglicéridos, reducen la inflamacién y
aumentan la secrecién de adipocinas que inducen cambios en los niveles plasmaticos
de adiponectina y leptina. Esto se relaciona con un incremento de la sensibilidad a la

insulina en adipocitos y un aumento en el consumo de glucosa (Puglisi et al., 2011).

En principio, el EO deberia estar aumentado en animales con problemas metabdlicos
asociados a obesidad, diabetes o SM. El EO aumentado en el tejido graso es un
importante mecanismo involucrado en la patogénesis del SM asociado a obesidad. Y
ademas, el cumulo de grasa correlaciona con el EO sistémico tanto en humanos

como en roedores (Furukawa et al., 2004). En este mismo estudio, se comprobd que
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SOD, Gpx y CAT estaban significativamente disminuidas en tejido adiposo de ratones

KKAy (obesos genéticamente) respecto a sus controles, la cepa C57BL/6.

En otro estudio, una suplementacion con EPA/DHA en ratones ateroscleréticos LDLR -
/-, se asocid a una reduccion significativa de los niveles de EO en tejido adiposo. Esta
conclusién se llevé a cabo mediante la valoracidén de la concentracion de isoprostanos

F, en el tejido y no con niveles de enzimas antioxidantes (Saraswathi et al., 2007).

En nuestro caso, no encontramos diferencias entre Wistar i SHROB ni en la actividad
SOD, ni CAT ni GR. Si observamos diferencias en Gpx, pero estaba aumentada en la
cepa obesa. Por tanto, podriamos pensar que el no deterioro de los antioxidantes en
SHROB puede ser debido al efecto dieta; todos los grupos consumieron algun tipo de

AGPI que evitd el aumento del EO en tejido adiposo.

En el rifidn, al contrario que en los otros dos tejidos analizados, si observamos
diferencias estadisticamente significativas muy relevantes que guardan paralelismo
con los resultados obtenidos para las enzimas antioxidantes eritrocitarias. Los
tratamientos EPA:DHA 1:1 y 2:1 serian los mas beneficiosos a nivel de aumento de

la actividad enzimatica antioxidante, tanto en ratas Wistar como en SHROB.

En otros estudios también se obtuvieron resultados indicativos de que el DHA y el
EPA ejercen acciones antioxidantes en el rifién al reducir los niveles celulares de ERO,
de mediadores pro-inflamatorios, de niveles de nitrito y al mantener altos los niveles

de enzimas antioxidantes (Kim y Chung, 2007).
7. INDICADORES DEL ESTADO OXIDATIVO EN TEJIDOS

7.1 GLUTATION REDUCIDO (GSH) Y GLUTATION OXIDADO (GSSG)
En las tablas 22, 23, 24, 25, 26 y 27 se presentan los resultados correspondientes a
los valores de GSH, GSSG vy la ratio GSSG/GSH en higado, tejido adiposo y rifidon

respectivamente.
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Tabla 22. Glutation reducido y oxidado en higado (nmol/mg prot)

GSH GSSG

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 40,01 + 22,81 47,61 £ 12,62 0,46  EPA:DHA 1:1 47,61 +12,62 178,37 +57,3 0,01
EPA:DHA 2:1 22,14 + 3,04 23,03 +6,98% 0,78  EPA:DHA 2:1 23,03+ 6,98  106,83+16,24* 0,16
EPA:DHA 1:2 17,22 + 12,27 30,78 + 8,58* 0,04  EPA:DHA 1:2 30,78 + 8,58 135,2 £ 34,3 0,63
SOJA 29,85 + 6,847°# 61,22 + 25,39A# 0,01  SOJA 61,22 £ 25,39 133,74 £ 32,05 0,26
LINO 54,7 + 18,04~#a 56,08 + 14,15~# 0,88  LINO 56,08 + 14,15%~ 157,23 + 41,3 0,60

Media * desviacion estandar de las concentraciones de glutatidon reducido (GSH) y glutatién oxidado (GSSG) en higado. pw-s: indica
diferencias significativas entre las dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias
significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1. #: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2. a: Diferencias
significativas respecto al tratamiento con soja.

Tabla 23. Ratio GSSG/GSH en higado

GSSG/GSH

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 3,07 £ 1,73 3,83 + 1,03 0,351
EPA:DHA 2:1 4,26 + 1,04 4,93 + 1,46 0,365
EPA:DHA 1:2 15,84 + 1,89* 4,55 + 1,28 0,163
SOJA 3,9 + 1,3# 2,36 + 0,617 % 0,034
LINO 2,80 + 0,777 # 2,92 + 0,85 0,959

Media * desviacion estandar de la ratio GSSG/GSH en higado. pw-s: Diferencias significativas entre las dos cepas. *: Diferencias
significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1. #: Diferencias
significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2.

En el higado se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles
de GSH entre Wistar y SHROB en los grupos de tratamiento EPA:DHA 1:2 y soja,

siendo superiores los niveles en ratas SHROB.

En el GSSG se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos
cepas Unicamente en las que consumieron el tratamiento EPA:DHA 1:1 y los valores

fueron superiores significativamente en las ratas SHROB.

Respecto a la ratio GSSG/GSH se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre Wistar y SHROB en el grupo a base de soja, siendo superior la

ratio en ratas Wistar.

Al comparar tratamientos en ratas Wistar, observamos que el GSH fue superior en el
grupo de lino respecto a los tratamientos enriquecidos con AGPI n-3 de origen
marino y soja. Unicamente la dieta EPA:DHA 1:1 no mostré valores de GSH
significativamente menores que el lino. La soja y el lino aumentaron los valores de

GSSG en estos animales.
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En ratas SHROB, soja, lino y EPA:DHA 1:1 presentaron los valores mas altos de GSH
con diferencias estadisticamente significativas respecto a las otras dos dietas con
AGPI n-3.

La ratio GSSG/GSH es mayor para las dietas 2:1 y 1:2 tanto en Wistar como en
SHROB.

En resumen, las dietas EPA:DHA 1:1, soja y lino proporcionaron valores mas
beneficiosos en los parametros del glutation hepatico ya que el GSH era mas

elevado.

Tabla 24. Glutation reducido y oxidado en tejido adiposo (nmol/mg

proteina)

GSH GSSG

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 139,14 £ 94,99 96,05 + 55,8 0,32 EPA:DHA 1:1 11,44 £+ 6,26 11,44 + 4,04 0,2
EPA:DHA 2:1 62,51 + 40,05 71,92 + 20,28 0,64 EPA:DHA 2:1 25,15 £14,95% 28,1 + 6,47 0,67
EPA:DHA 1:2 55,8 + 33,62 47,67 £ 20,04 0,62 EPA:DHA 1:2 30,57 +13,55% 68,99+13,64*~ 0,02
SOJA 41,74 £ 16,89* 110,36 £ 65,79 0,08 SOJA 47,7+7,95* " # 49,8 £12,63*~ 0,74
LINO 78,97 + 32,788 70,1 + 29,68 0,62 LINO 43,54+20,5%" 69,69 30,8~ 0,09

Media * desviacidén estandar de las concentraciones de glutatién reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) en tejido adiposo. pw-s:
indica diferencias significativas entre las dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias
significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1. #: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2. 2: Diferencias
significativas respecto al tratamiento a base de soja.

Tabla 25. Ratio GSSG/GSH en tejido adiposo

GSSG/GSH

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 0,10 * 0,041 0,19 + 0,077 0,01
EPA:DHA 2:1 0,571 £ 0,525% 0,40 * 0,0167* 0,41
EPA:DHA 1:2 0,70 % 0,364* 1,73 + 0,881*A 0,04
SOJA 1,29 * 0,488%~ 0,56 + 0,304* 0,02
LINO 0,57 + 0,216*a 1,25 + 0,976% 0,1

Media + desviacion estandar de la ratio GSSG/GSH en tejido adiposo. pw-s: indica diferencias significativas entre las dos cepas. *:
Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1. a:
Diferencias significativas respecto al tratamiento a base de soja.

En el tejido adiposo, lo mas destacable fue que la dieta EPA:DHA 1:1 proporcioné los
valores de GSH mas altos en Wistar y los valores mas bajos de GSSG tanto en Wistar
como en SHROB. En consecuencia, la ratio GSSG/GSH también mostré los valores

inferiores de EO en este grupo de tratamiento.
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Tabla 26. Glutation reducido y oxidado en rifion
(nmol/mgproteina)

GSH GSSG

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 37,5 £ 6,44 34,03 + 7,3 0,363 EPA:DHA 1:1 1,15+0,34 1,10+0,18 0,703
EPA:DHA 2:1 48,13 + 23,71 54,53 + 11,76% 0,562 EPA:DHA 2:1 1,16 + 0,56 148 + 0,23* (0,23
EPA:DHA 1:2 29,99 + 10,27 31,45 + 5,63~ 0,757 EPA:DHA 1:2 0,73+ 0,44 0,41 + 0,09*~ 0,18
SOJA 36,75 £ 9,67 33,35 £ 19,5 0,713 SOJA 0,57 + 0,14 0,47 + 0,17~ 0,31
LINO 27,67 + 6,08 38,5 + 5,797 0,011 LINO 0,45+0,22%~ 0,52+0,04*% % 0,44

Media + desviacién estandar de las concentraciones de glutatién reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) en rifidon. pw-s:
Diferencias significativas entre las dos cepas. *: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias
significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1. #: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2.

Tabla 27. Ratio GSSG/GSH en rifién

GSSG/GSH

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 0,031 + 0,007 0,032 + 0,0106 0,521
EPA:DHA 2:1 0,024 £ 0,0003* 0,027 + 0,0108 0,877
EPA:DHA 1:2 0,018 + 0,016 0,0131 % 0,002* 0,462
SOJA 0,0133 + 0,006* 0,0134 + 0,007*~ 0,988
LINO 0,016 % 0,008*~ 0,009 * 0,007*~ 0,107

Media £ desviacién estandar de la ratio GSSG/GSH en rifion. pw-s: Diferencias significativas entre las dos cepas. *: Diferencias
significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1.
En el rifdn, practicamente no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en estos parametros entre Wistar y SHROB.

Al comparar los diferentes tratamientos en cada cepa, observamos mayores
diferencias en SHROB. En este grupo, las dietas con mayor contenido de EPA
aumentaron el GSSG respecto a los otros tratamientos. Y aunque la dieta 2:1
también aumentd el GSH no fue suficiente para proporcionar un valor de la ratio
GSSG/GSH menor que otros grupos. Para estos parametros renales, las mejores

dietas para prevenir el EO fueron las de soja y lino tanto en Wistar como en SHROB.

El GSH es una de las moléculas intracelulares que proporciona mayor proteccion en
las membranas contra el dano de las ERO. Es el sustrato principal de la Gpx. Se sabe
que el total de GSH disminuye después de la exposicion a situaciones de EO y
aumenta en presencia de antioxidantes (Conde et al., 2012, Christon et al., 1995). El
contenido de AGPI en la dieta se cree que estd relacionada con el aumento de las
insaturaciones en los AG de las membranas. Estas provocan mayor peroxidacion
lipidica y consecuentemente se incrementa la actividad de la Gpx produciendo una

disminucion de la concentracion de GSH (Christon et al., 1995).
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7.2 PRODUCTOS DE PEROXIDACION LIPIDICA (TBARS)

En la tabla 28 se presentan los resultados correspondientes a los niveles de TBARS

en higado, tejido adiposo y rifidn.

Tabla 28. TBARS (nmol MDA/ mg Prot)

Higado

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 10,29 + 2,82 11,59 £ 1,53 0,305
EPA:DHA 2:1 7,57 £ 2,55 8,67 £ 1,92 0,381
EPA:DHA 1:2 8,81 % 3,28 9,76 + 1,09 0,517
SOJA 8,12 £ 2,53 9,86 + 2,15 0,228
LINO 6,53 £ 1,24 8,76 £ 1,48 0,013
Tejido adiposo

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 13,28 + 11,53 8,26 + 12,47 0,450
EPA:DHA 2:1 10,53 + 4,14 3,77 £ 1,89 0,004
EPA:DHA 1:2 11,41 + 7,85 4,40 + 4,18 0,082
SOJA 7,08 £+ 3,95 2,25 +£ 1,42 0,029
LINO 9,26 £ 6,13 7,62 % 5,44 0,622
Rifi6n

TRATAMIENTOS Wistar SHROB pw-s
EPA:DHA 1:1 1,32 + 0,50 1,43 + 0,27 0,625
EPA:DHA 2:1 1,10 £ 0,88 1,21 £ 0,37 0,585
EPA:DHA 1:2 0,89 = 0,68 0,59 £ 0,26*~ 0,734
SOJA 0,83 + 0,33 0,67 = 0,25* 0,378
LINO 0,58 £ 0,25 0,66 + 0,34* 0,659

Media * desviacion estandar de TBARS en higado, tejido adiposo y rifién. pw-s: Diferencias significativas entre las dos cepas. *:
Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1. ~: Diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 2:1.
No se obtuvieron diferencias muy relevantes a nivel de TBARS en los tres tejidos

estudiados.

En higado solo se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar
y SHROB en el tratamiento a base de lino siendo superior la concentracién de MDA
en SHROB; pero no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos en ninguna de las dos cepas.

En tejido adiposo tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos en ninguna de las dos cepas y entre Wistar y SHROB se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos EPA:DHA 2:1 y soja.

Siendo superior el nivel de MDA en ratas Wistar.
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En rindn no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y
SHROB en ningun tratamiento pero si entre tratamientos en SHROB. El nivel de
peroxidacion lipidica era superior significativamente en el grupo de tratamiento
EPA:DHA 1:1 respecto EPA:DHA 1:2, soja y lino. Los niveles de MDA eran superiores

también en el tratamiento EPA:DHA 2:1 respecto al 1:2.

Kikugawa et al. estudiaron el efecto de la suplementacion de aceite de pescado en
dos grupos de ratas Wistar macho. Al primer grupo se le administré un tratamiento
de aceite de pescado y al segundo uno de aceite de cartamo (rico en AGPI n-6).
Luego se inducia EO a las ratas mediante una inyeccidn intraperitoneal de
nitrilotriacetato. La peroxidacion lipidica medida a través del método TBARS en el
higado de las ratas del grupo de aceite de pescado estaba elevada en relacidén al
grupo de aceite de cartamo, por lo tanto no mejoraba la peroxidacién lipidica con la
suplementacién de AGPI n-3 (Kikugawa et al., 2003).

Ando et al. también estudiaron la suplementacién con AGPI n-3 de origen marino en
ratas Wistar macho realizando los mismos grupos, uno con aceites de pescado y el
otro con aceite de cartamo. En este caso los niveles de MDA en higado y rifidn eran
similares en los dos grupos sin diferencias estadisticamente significativas. Estos
resultados mostraban que el consumo de aceites de pescado, en las condiciones de

este estudio, no inducia mayores niveles de TBARS (Ando et al., 2000).

En nuestro estudio tampoco se observd una mejora de la peroxidacion lipidica en
higado y rifidn de las ratas que consumieron un tratamiento rico en AGPI n-3 de
origen marino. Es mas, en rifién el tratamiento EPA:DHA 1:1 tenia valores superiores

significativamente de MDA que los tratamientos de soja y lino.

No existe mucha bibliografia descrita sobre los niveles de TBARS en tejido adiposo
cuando se administran dietas ricas en AGPI n-3. En nuestro estudio no se observaron
diferencias relevantes en ningun tratamiento pero si que se observaron los niveles de
MDA mas elevados en las dietas de AGPI n-3, pudiendo relacionarse este hecho con
el aumento de la peroxidacién lipidica debido al aumento de AG con mas
insaturaciones en las membranas de los adipocitos. Aunque este aumento de la
peroxidacion lipidica en los grupos de AGPI n-3 no muestra diferencias

estadisticamente significativas, sélo una tendencia.
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8. HISTOPATOLOGIA

Se analizaron diferentes variables categdricas en cada tejido para valorar si
presentaban o no alteraciones en la histologia normal y si estos cambios podian

mantener relacidon con los tratamientos administrados.

8.1 HIGADO

En las tablas 29, 30, 31 y 32 se presentan los resultados correspondientes a las

variables analizadas en el higado.

Tabla 29. Grado de esteatosis

TRATAMIENTOS 0% <5% 5-33% >66% pw-s

EPA:DHA 1:1 Wistar 100 0,001
SHROB 71,4 28,6

EPA:DHA 2:1 Wistar 100 0,001
SHROB 28,6 71,4

EPA:DHA 1:2 Wistar 100 0,031
SHROB 28,6 57,1 14,3

SOJA Wistar 100 0,023
SHROB 20 60 20

LINO Wistar 100 0,009
SHROB 16,7 50 33,33

Frecuencia (%) de aparicién de los diferentes grados de esteatosis en muestras de higado. pw-s: Indica diferencias significativas
entre Wistar y SHROB.

Las muestras de higado de las ratas Wistar no presentaron esteatosis.

Las ratas SHROB que presentaron un % de frecuencia mayor de esteatosis (entre el
33-44%) fueron las que consumieron el tratamiento EPA:DHA 2:1, y las que
presentaron menor grado fueron las del grupo de tratamiento EPA:DHA 1:2. Sin
embargo no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de

tratamiento.
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Tabla 30. Localizacion de la esteatosis

TRATAMIENTOS centrolobulillar periportal azonal
EPA:DHA 1:1 Wistar

SHROB 14,29 57,14 28,57
EPA:DHA 2:1 Wistar

SHROB 57,14 42,86
EPA:DHA 1:2 Wistar

SHROB 28,57 71,43
SOJA Wistar

SHROB 20 80
LINO Wistar

SHROB 16,67 66,67 16,67

Frecuencia (%) de aparicidn de las diferentes localizaciones de la esteatosis en higado de ratas SHROB.

En la esteatosis presente en animales SHROB existi6é una mayor tendencia de
localizacién periportal; pero no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.

Tabla 31. Inflamacion lobulillar

TRATAMIENTOS No inflamacion <2 focos pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 100
SHROB 42,9 42,9 14,3
EPA:DHA 2:1 Wistar 85,7 14,3 0,025
SHROB 14,3 57,1 28,6
EPA:DHA 1:2 Wistar 100 0,02
SHROB 14,3 85,7
SOJA Wistar 83,3 16,7
SHROB 20 60 20
LINO Wistar 28,6 57,1 14,3
SHROB 50 50

Frecuencia (%) de aparicion de los diferentes grados de inflamacion lobulillar en higado de ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica
diferencias significativas entre Wistar y SHROB.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB en
los grupos de tratamiento EPA:DHA 2:1 y 1:2. En ambos casos la inflamacion

lobulillar fue mayor en ratas SHROB que en Wistar.

Se observé una tendencia mayor de inflamacién lobulillar en las ratas que
consumieron los tratamientos a base de soja y lino respecto a las ratas que
consumieron los tratamientos a base de AGPI n-3 de origen marino; de todas formas

no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.
En la valoracion de los microgranulomas, se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre Wistar y SHROB en los grupos de tratamiento EPA:DHA 2:1 (pw-
s=0,005), soja (pw-s=0,006) y lino (pw-s=0,009). En los tres casos las ratas SHROB
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presentaban microgranulomas a diferencia de las ratas Wistar que no los

presentaron.

La presencia de microgranulomas fue menor en el grupo de tratamiento EPA:DHA
1:1 y EPA:DHA 1:2 en las ratas SHROB, pero sin diferencias estadisticamente

significativas respecto a los otros grupos.

En el analisis de los lipogranulomas, se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre Wistar y SHROB en todos los grupos de tratamiento, EPA:DHA
1:1 (pw-s<0,001), EPA:DHA 2:1 (pw-s=0,001), EPA:DHA 1:2 (pw-s=0,002), soja
(pw-s=0,02) vy lino (pw-s<0,001). La comparacion entre dietas no mostré diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 32. Inflamacion portal

TRATAMIENTOS presencia ausencia pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 0 100

SHROB 85,7 14,3 0,001
EPA:DHA 2:1 Wistar 71,4 28,57

SHROB 71,4 28,57
EPA:DHA 1:2 Wistar 33,3 66,7

SHROB 57,1 42,9
SOJA Wistar 50 50

SHROB 0 100
LINO Wistar 57,1 42,9

SHROB 0 100

Frecuencia (%) de presencia de inflamacion portal en higado de ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica diferencias significativas entre
Wistar y SHROB.

La inflamacién portal se encontré tanto en ratas Wistar como en SHROB.

Entre Wistar y SHROB sélo se observaron diferencias estadisticamente significativas
en el grupo EPA:DHA 1:1.

Se observd una tendencia mayor de inflamacidon portal en las ratas que consumieron

algun tratamiento de AGPI n-3 de origen marino (EPA:DHA 2:1 o EPA:DHA 1:2), pero

sin diferencias estadisticamente significativas entre grupos.
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Figura 24. Imagenes de cortes histolégicos de higado de ratas Wistar y SHROB tefiidos con
hematoxilina-eosina. A: microgranuloma (flecha de la derecha) y lipogranuloma (flecha de la
izquierda) 600x, rata SHROB y tratamiento EPA:DHA 2:1; B: inflamacion lobulillar 400x, rata
SHROB y tratamiento EPA:DHA 2:1; C: inflamacién portal 200x, rata Wistar y tratamiento
EPA:DHA 2:1; D: esteatosis con localizacién periportal 40x, rata SHROB y tratamiento
EPA:DHA 2:1.

El lobulillo hepatico consiste en la unidad funcional hepatica y comprende la porcién
de parénquima hepatico de morfologia hexagonal centrada por una vena

centrolobulillar y cuyos vértices estan constituidos por seis espacios porta.

Esta estructura estad al servicio del establecimiento de la mayor cantidad posible de
contacto entre los hepatocitos y la sangre que circula por el higado (Wheater et al.,
1987).

Los hepatocitos cargados de grasa, a veces, llegan a romperse con la formaciéon de
una vesicula de grasa. Esto provoca una reaccién inflamatoria con infiltrado de
macroéfagos, linfocitos, eosinéfilos, dando lugar a la aparicion de un lipogranuloma
(Oriani y Sagardoy, 2007).

En la imagen A se puede observar un microgranuloma junto a un lipogranuloma.

En la imagen B vemos la zona lobulillar con un foco de inflamacidn inespecifica.
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En la imagen C se muestra un espacio porta donde aparece un foco inflamatorio

inespecifico.

En la imagen D se observa una marcada esteatosis. La esteatosis macrovesicular es
el tipo mas frecuente y la observada en esta imagen. Se trata de gotas de grasa que
forman vacuolas grandes que desplazan el nucleo celular hacia la periferia. En las
imagenes A y B se muestra también la esteatosis a mayor aumento (600x y 400x

respectivamente).

No existe mucha bibliografia que describa la histopatologia del higado durante el
tratamiento con AGPI n-3 y ademas las escasas fuentes bibliograficas no

parametrizan las variables morfoldgicas.

Por ejemplo, Pachikian comprobdé que la relacion AGPI n-3/AGPI n-6 estaba
disminuida en los fosfolipidos de los hepatocitos en animales con un higado graso.
Ademas, los animales tratados con una dieta pobre en AGPI n-3 presentaron RI y
esteatosis hepatica asociada a una disminucion de la oxidacion lipidica. Estos
animales presentaron también un aumento en la actividad de enzimas de la
lipogénesis y un aumento de la expresién y activacion de SREBP-1c que contribuye a

la aparicion de esteatosis hepatica (Pachikian et al., 2011).
Por otro lado, Kajikawa demostré una prevencién del progreso de la esteatosis

hepatica llevada acabo por un consumo de EPA altamente purificado en ratones

alimentados con una dieta high- fat-high sucrose (HF-HS) (Kajikawa et al., 2009).
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8.2 TEJIDO ADIPOSO
Para las variables analizadas en el tejido adiposo se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB y entre los grupos de

tratamiento.

En las tablas 33, 34, 35 y 36 se presentan los resultados de las variables analizadas

en tejido adiposo.

Tabla 33. Inflamacion

TRATAMIENTOS ausencia leve marcado pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 71,43 28,57
SHROB 28,57 71,43
EPA:DHA 2:1 Wistar 85,71 14,29 0,001
SHROB 0 100
EPA:DHA 1:2 Wistar 66,67 33,33
SHROB 42,86 57,1
SOJA Wistar 83,33 16,67
SHROB 42,86 66,7 16,67
LINO Wistar 85,71 14,29
SHROB 42,86 50 16,67 16,67

Frecuencia (%) de los diferentes grados de inflamacion en las muestras de tejido adiposo en ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica
diferencias significativas entre Wistar y SHROB.

En el andlisis de la inflamacidn no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos de tratamiento ni en Wistar ni en SHROB. Sin embargo si
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos cepas en el
grupo de tratamiento EPA:DHA 2:1, donde las SHROB presentaron un grado mayor

de inflamacién respecto las Wistar.

Existe una tendencia en las SHROB a una inflamacién mas marcada en aquellas que

consumieron los tratamientos EPA:DHA 2:1 o lino.
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Tabla 34. Mastocitos

TRATAMIENTOS presencia ausencia pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 0 100

SHROB 85,71 14,29 0,01
EPA:DHA 2:1 Wistar 57,14 42,86

SHROB 42,86* 57,14
EPA:DHA 1:2 Wistar 100* 0

SHROB 100~ 0
SOJA Wistar 100* 0

SHROB 83,33 16,67
LINO Wistar 85,71* 14,29

SHROB 100" 0

Frecuencia (%) de la presencia/ausencia de mastocitos en tejido adiposo en ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica diferencias
significativas entre Wistar y SHROB. *: diferencias significativas respecto al tratamiento EPA:DHA 1:1, ~: diferencias significativas
respecto al grupo de tratamiento EPA:DHA 2:1.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB en el

tratamiento EPA:DHA 1:1 donde las ratas SHROB tenian mastocitos y las Wistar no.

En las ratas Wistar se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
tratamiento EPA:DHA 1:1 y EPA:DHA 1:2, soja y lino. En el tratamiento 1:1 no se

contabilizaron mastocitos, en cambio en los otros tres tratamientos si.

En las ratas SHROB se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
tratamiento EPA:DHA 2:1 y EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 1:2 y lino; siendo el tratamiento

2:1 el de menor presencia de mastocitos.

Tabla 35. Macrofagos

TRATAMIENTOS presencia ausencia
EPA:DHA 1:1 Wistar 14,29 85,71
SHROB 0 100
EPA:DHA 2:1 Wistar 42,86 57,14
SHROB 14,3 85,71
EPA:DHA 1:2 Wistar 16,67 83,33
SHROB 0 100
SOJA Wistar 33,33 66,67
SHROB 50*# 50
LINO Wistar 28,57 71,43
SHROB 0a 100

Frecuencia (%) de la presencia de macrdéfagos en tejido adiposo en ratas Wistar y SHROB. *: diferencias significativas respecto al
grupo de tratamiento EPA:DHA 1:1, #: diferencias significativas respecto al grupo de tratamiento EPA:DHA 1:2, a: diferencias
significativas respecto al grupo de tratamiento a base de soja.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB en
ninguno de los grupos de tratamiento, en cambio si se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas entre grupos de tratamiento en las ratas SHROB.
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Las ratas que consumieron el tratamiento EPA:DHA 1:1, el EPA:DHA 1:2 y lino no
presentaron macréfagos en el tejido adiposo, siendo estos resultados
significativamente inferiores a las ratas que consumieron el tratamiento a base de

soja.

Tabla 36. Variabilidad en el tamaiio de los adipocitos

TRATAMIENTOS presencia ausencia pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 28,57 71,43

SHROB 85,71 14,29 0,001
EPA:DHA 2:1 Wistar 71,43 28,57

SHROB 57,14 42,86
EPA:DHA 1:2 Wistar 33,33 66,67

SHROB 42,86 57,14
SOJA Wistar o~ 100

SHROB 16,67 83,33
LINO Wistar on 100

SHROB 16,67 83,33

Frecuencia (%) de la presencia/ausencia de variabilidad en el tamafio de los adipocitos en ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica
diferencias significativas entre Wistar y SHROB. ~: diferencias significativas respecto al grupo de tratamiento EPA:DHA 2:1.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB en el
grupo de tratamiento EPA:DHA 1:1, donde es mayor la variabilidad en el tamafio de

los adipocitos en ratas SHROB que en Wistar.

Entre grupos de tratamiento también se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las ratas Wistar: las pertenecientes a los grupos de tratamiento con
soja y lino no presentaron variabilidad en el tamafio de los adipocitos en comparacién

con las ratas del grupo EPA:DHA 2:1 que presentaron un porcentage elevado.
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Figura 25. Imagenes de cortes histologicos de tejido adiposo de las ratas Wistar y SHROB
teflidos con hematoxilina-eosina. A: inflamacién 200x, rata SHROB y tratamiento EPA:DHA
1:1; B: presencia de mastocitos 300x, rata SHROB vy tratamiento EPA:DHA 1:2; C:
macrofagos formando un microgranuloma 300x, rata SHROB vy tratamiento soja; D:
variabilidad en el tamafio de los adipocitos 300x, rata SHROB y tratamiento EPA:DHA 1:1.

El tejido adiposo blanco estd formado por adipocitos uniloculares. La grasa
almacenada en los adipocitos se acumula en forma de gotas lipidicas que se funden
para formar una vesicula Unica que ocupa Yy distiende la mayor parte del citoplasma.
El nlcleo del adipocito queda desplazado a un lado por la vesicula de lipido
almacenado y el citoplasma se reduce a un pequefo anillo alrededor de la periferia
(Wheater et al., 1987).

Actualmente existen estudios en animales y humanos que demuestran una relacién
directa entre el aumento de la presencia de macréfagos e inflamacion en el tejido
adiposo blanco y la obesidad, la RI y el SM. Los macréfagos son responsables de la
produccion de muchas de las citocinas proinflamatorias en el estado de obesidad
(Muhoz et al., 2009, Kalupahana et al., 2011, Tordjman et al., 2012).

Kalupahana en su estudio demuestra una mejora en la inflamacién y la RI con el

consumo de AGPI n-3 (Kalupahana et al., 2011).
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En el estudio de Tordjman, ademas, se relaciona el aumento de la acumulaciéon de
macroéfagos e inflamacion en tejido adiposo visceral con la severidad de las lesiones

histoldgicas de higado en rata (Tordjman et al., 2012).

En las imagenes A y C se observa un estado inflamatorio y la presencia de

macréfagos respectivamente.

El aumento del tamafo de los adipocitos estd muy asociado con aparicién de RI y el
desarrollo de diabetes. Estudios en humanos y animales demostraron la importancia
del tejido adiposo, tanto los estados de lipodistrofia como de obesidad pueden
desencadenar RI y diabetes (Hussein et al., 2006). En la imagen D se observa

variabilidad en el tamafio de los adipocitos.

El tejido adiposo blanco en humanos obesos contiene un gran nimero de mastocitos.
Los niveles séricos de triptasa procedentes de mastocitos son también
significativamente superiores en sujetos obesos que en sujetos normo-peso, lo que
sugiere un papel de estas células inflamatorias en la obesidad y la diabetes (Wang J

y Shi GP, 2011). En la imagen B se observan mastocitos.

8.3 RINON
Para las variables analizadas en el rifidn se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre Wistar y SHROB y también entre los grupos de tratamiento.

En las tablas 37, 38 y 39 se presentan los resultados referentes a las variables

analizadas en rifion.

Tabla 37. Glomeruloesclerosis

TRATAMIENTOS presencia ausencia pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 0 100

SHROB 71,43 28,57 0,005
EPA:DHA 2:1 Wistar 14,29 85,71

SHROB 57,14 42,86
EPA:DHA 1:2 Wistar 0 100

SHROB 42,86 57,14
SOJA Wistar 0 100

SHROB 33,33 66,67
LINO Wistar 0 100

SHROB 16,67 83,33

Frecuencia (%) de la presencia/ausencia de glomeruloesclerosis en muestras de rifidn en ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica
diferencias significativas entre Wistar y SHROB.
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Sélo se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos cepas
pertenecientes al grupo de tratamiento EPA:DHA 1:1 siendo la presencia de

glomeruloesclerosis mas elevada en ratas SHROB que en Wistar.

Tabla 38. Atrofia

TRATAMIENTOS ausencia leve marcado pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 100
SHROB 100
EPA:DHA 2:1 Wistar 85,71 14,29
SHROB 71,43 28,57
EPA:DHA 1:2 Wistar 100
SHROB 85,71 14,29
SOJA Wistar 100 0,014
SHROB 16,67*# 33,33 50
LINO Wistar 100 0,034
SHROB 33,33* 50 16,67

Frecuencia (%) de los diferentes grados de atrofia en muestras de rifion en ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica diferencias
significativas entre Wistar y SHROB. *: diferencias significativas respecto al tratameinto EPA:DHA 1:1, #: diferencias significaivas
respecto al tratamiento EPA:DHA 1:2.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las dos cepas en los
tratamientos a base de soja y a base de lino, siendo superior la atrofia en el rifién de

las ratas SHROB en ambos casos.

En ratas SHROB hubo diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento
a base de soja y los tratamientos EPA:DHA 1:1 y EPA:DHA 1:2, siendo superior el

nivel de atrofia en las ratas alimentadas con soja en ambas comparaciones.

Tabla 39. Tiroidizacion

TRATAMIENTOS ausencia leve marcado pw-s
EPA:DHA 1:1 Wistar 100

SHROB 57,14 28,57 14,29 0,003
EPA:DHA 2:1 Wistar 71,43 14,29 14,29 14,29

SHROB 57,14 14,29 28,57 0,032
EPA:DHA 1:2 Wistar 100

SHROB 57,14 14,29 28,57 0,005
SOJA Wistar 100

SHROB 66,67 33,33 0,002
LINO Wistar 100

SHROB 50 50 0,002

Frecuencia (%) de los diferentes grados de tiroidizacion en muestras de rifion en ratas Wistar y SHROB. pw-s: Indica diferencias
significativas entre Wistar y SHROB.

Hubo diferencias estadisticamente significativas entre Wistar y SHROB en cada grupo
de tratamiento, siendo superior el grado de tiroidizacién en ratas SHROB respecto a

Wistar. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre dietas.
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Se evaluaron otros parametros en el rifidn como la fibrosis, la presencia de depdsitos
lipidicos y la inflamacién pero no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas.

Figura 26. Imagenes de cortes histologicos de rifidn de las ratas Wistar y SHROB tefidos con
hematoxilina-eosina. A: tiroidizacion 40x, rata SHROB y tratamiento EPA:DHA 1:1; B:
glomeruloesclerosis 300x, rata SHROB y tratamiento a base de lino; C: depdsitos lipidicos 400x, rata
SHROB y tratamiento EPA:DHA 1:1; D: inflamacién 200x, rata SHROB y tratamiento a base de lino.

La nefrona, unidad funcional del rifién, estd formada por dos componentes
principales: el corpusculo (incluye la capsula de Bowmann, el glomérulo y el espacio

de Bowmann) y el tubulo renal.

El glomérulo es el componente responsable de la filtracién del plasma. El resultado

de este filtrado pasa luego hacia el tubulo renal (Wheater et al., 1987).

El dafio tisular renal es interpretado como un cambio inespecifico en relacién a
diferentes causas. Por ejemplo Dobrian en un estudio en el 2003 evalud el efecto del
aumento de la ingesta de sal en el desarrollo de la hipertensién y del dafio renal
asociados a la aparicién de EO en ratas obesas. En este caso la histologia del rifidn
indicd un mayor grado de glomeruloesclerosis en ratas obesas que consumieron las
dietas con un alto contenido en sal, a la vez que aumentaba el EO, siendo este factor

una posible causa del dafio histolégico (Dobrian et al., 2003).
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En este estudio hemos observado que algunos pardmetros no presentan diferencias a
causa de la dieta. Asi, la variaciéon de peso corporal, la variacion de presién arterial,
la glucosa, la GR eritrocitaria, la concentracion de triglicéridos, de HDL-c, de
colesterol, de APO A1, los TBARS y los GSH-GSSG en tejidos, la PCR, la sICAM-1, no
han proporcionado informacién sobre cual de las dietas ha resultado ser mejor. En
cambio, algunas dietas han modificado otros parametros que, claramente, mejoran el
SM de las ratas SHROB o bien presentan valores mas beneficiosos para su

prevencion en ratas Wistar.

A modo de resumen final, y para poder esclarecer cual de las diferentes dietas es la
mejor, en las tablas 40, 41 y 42 se muestran los parametros estudiados, clasificados
por dietas y por cepas, que presentan mejores valores al final del tratamiento con
diferencias significativas entre dietas. Las celdas coloreadas de verde oscuro indican
la dieta que ha proporcionado el mejor valor del parametro correspondiente en la
cepa SHROB vy las celdas coloreadas en verde claro indican lo mismo en las ratas
Wistar.

Tabla 40. Parametros que definen el SM

SM EPA:DHA 1:1 EPA:DHA 2:1 EPA:DHA 1:2 SOJA LINO
Parametros WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB
Insulina

HOMA

Parametros con diferencias significativas entre dietas. Se sefialan las dietas que muestran los valores mas
beneficiosos de cada parametro en SHROB (verde oscuro) y en Wistar (verde claro).

En la tabla 40 se muestran los parametros que definen el SM que han mostrado
diferencias entre dietas: insulina e indice HOMA. En esta tabla estdan marcadas en
verde oscuro las casillas de las dietas EPA:DHA 1:2, soja y lino en ambos
parametros. Esto significa que estas dietas proporcionaron los valores mas bajos de
insulina y de HOMA en plasma en las ratas SHROB. Se podria destacar que el DHA
tiene un efecto mayor sobre la mejora en la RI que el EPA, y que los tratamientos de

soja y lino tienen un mayor impacto en estos parametros que los AGPI n-3.
La dieta a base de lino también proporcioné los valores mas bajos de indice HOMA en

ratas Wistar; por lo que podriamos concluir que esta dieta resulté ser la mejor para

disminuir la RI tanto en animales enfermos como en animales sanos.
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Estos resultados estarian en concordancia con otros estudios donde el efecto
beneficioso del EPA y el DHA sobre la disminucion de la glucosa sérica y la RI no esta
demostrado (Park y Park et al., 2009).

En cambio, estarian en desacuerdo con otros trabajos en los que la ingesta de DHA
y/o EPA si disminuia los niveles de glucosa y mejoraba la sensibilidad a la insulina
(Andersen, 2008).

Tabla 41. Parametros de EO

EO sangre EPA:DHA 1:1 EPA:DHA 2:1 EPA:DHA 1:2 SOJA LINO
Parametros WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB

SOD eritrocitaria
CAT eritrocitaria

GPX eritrocitaria

ORAC
LDL ox

Parametros con diferencias significativas entre dietas. Se sefalan las dietas que muestran los valores mas
beneficiosos de cada parametro en SHROB (verde oscuro) y en Wistar (verde claro).

En la tabla 41 se muestran los parametros de EO influenciados de manera
beneficiosa por las dietas. Consideramos como efectos beneficiosos tener las enzimas

y la capacidad antioxidante total mas altas y la LDLox menor.

Los animales mas beneficiados por el efecto de las dietas fueron las ratas Wistar,
siendo el tratamiento EPA:DHA 1:1 el que proporciond los valores mas altos de
antioxidantes y los valores mas bajos de LDLox. Este hecho demuestra un efecto
positivo de los tratamientos con AGPI n-3, especialmente en la proporcion EPA:DHA
1:1, frente al EO en ratas sanas pero no en SHROB; ya que Unicamente la enzima

CAT estaba elevada en la cepa con SM alimentada con EPA:DHA 2:1.

En cambio, las dietas con soja y lino dieron lugar a las concentraciones de LDL-ox

mas bajas tanto en Wistar como en SHROB.
Respecto al EO podriamos concluir que la dieta EPA:DHA 1:1 es la mas beneficiosa

en ratas sanas, mientras que las dietas de soja y lino son mas efectivas en ratas

obesas.
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Tabla 42. Otros parametros relacionados con riesgo cardiovascular y SM

Otros parametros EPA:DHA 1:1 EPA:DHA 2:1 EPA:DHA 1:2 SOJA LINO
WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB | WISTAR SHROB

LDLc

APO B100

VCAM

HbA1lc

Parametros con diferencias significativas entre dietas. Se sefialan las dietas que muestran los valores mas
beneficiosos de cada parametro en SHROB (verde oscuro) y en Wistar (verde claro).

En la tabla 42 se muestran los cuatro parametros plasmaticos restantes que
mostraron diferencias entre tratamientos: el colesterol LDL y la APO B100 como
factores de riesgo cardiovascular, la VCAM como biomarcador de riesgo

cardiovascular y la HbAlc como parametro que mide el dafo a proteinas.

Considerando beneficioso para la salud tener los cuatro parametros con los niveles
mas bajos, observamos que las dietas afectaron de forma desigual a estas variables,
sin un patrén concreto. Se observo efecto dieta s6lo en SHROB respecto al LDL-c y
sb6lo en Wistar respecto a la APO B100. Unicamente el tratamiento EPA:DHA 1:1

afectd de manera beneficiosa a ambos parametros.

Numerosos estudios demuestran una mejora en la concentracion de LDL-c en
animales y/o humanos tratados con EPA y/o DHA debido a un aumento en la
actividad del receptor hepatico para LDL-c y una reduccidén de su sintesis. De esta
manera se disminuye la entrada de LDL-c en plasma y se produce un descenso en
sus niveles (Spady et al., 1993; Connor et al., 2000). La APO B100, apolipoproteina
mayoritaria en el LDL-c, al encontrarse reducida en los tratamientos EPA:DHA 1:1 y
1:2 demostré parte del efecto positivo de éstos AGPI n-3 sobre el perfil lipidico en

ratas sanas.

La dieta con una proporcion mayor de EPA (2:1) y las dietas de soja y lino
proporcionaron las concentraciones mas bajas de VCAM-1 en ratas SHROB. El EPA
podria antagonizar el efecto proinflamatorio de algunos acidos grasos saturados de
manera mas eficaz que el DHA, como también estd descrito en otros estudios
(Yamada et al., 2008). De todas formas el efecto beneficioso de los AGPI n-3 sobre

VCAM-1 no queda del todo demostrado a partir de los resultados obtenidos en
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nuestro estudio, ya que la soja y el lino son mas efectivos en la disminucion de
sVCAM-1.

Respecto a la HbA1lc, se observan claramente valores inferiores en los tratamientos a
base de AGPI n-3 en el caso de ratas Wistar y en los tratamientos EPA:DHA 1:1, 2:1
y lino en SHROB. Existe, por lo tanto, un efecto protector de los AGPI n-3 respecto a

la glicacidén proteica sobretodo en ratas Wistar.

El analisis del EO en tejidos (higado, tejido adiposo y rifidn) no proporciond, de
manera concluyente, una Unica dieta como claramente beneficiosa respecto al SM.
Podriamos concluir que las tres dietas que afectaron de mejor manera estos
parametros fueron EPA:DHA 1:1, EPA:DHA 2:1 y lino. La primera mejoré los valores
de SOD en tejido adiposo (Tabla 20) y rifién (Tabla 21) vy los valores del sistema del
glutation en tejido adiposo (Tabla 24). La dieta EPA:DHA 2:1 mejoro
fundamentalmente CAT, Gpx y GR en tejido renal (Tabla 21) y el tratamiento a base
de lino afecté de forma beneficiosa al sistema del glutatién hepatico (Tabla 22) y
renal (Tabla 26).

Respecto a la histopatologia, aunque se observd claramente un mayor dafio
histoldgico en las ratas SHROB respecto a las Wistar, las dietas tampoco mostraron
muchas diferencias entre si. Podriamos concluir que la dieta EPA:DHA 1:1 fue la mas
efectiva en animales SHROB disminuyendo la atrofia renal (Tabla 38) y la infiltracién
de macréfagos en tejido adiposo (Tabla 35), y evitando la presencia de mastocitos en

tejido adiposo de animales Wistar (Tabla 34).

En resumen, los AGPI n-3 mostraron un efecto preventivo en ratas sanas (Wistar)
modificando fundamentalmente el EO en sangre y tejidos, y la HbAlc. Las dietas con
AGPI n-3, junto con el tratamiento a base de lino, proporcionaron también los
mejores valores de HbA1lc, LDLc (dietas 1:1 y 2:1), insulina e indice HOMA (dieta

1:2) en ratas con SM.

Las dietas con AGPI n-3 de origen marino no afectaron al resto de parametros
estudiados. Quizas estos parametros se modificarian aumentando el periodo de
tratamiento y/o las dosis, o administrando los aceites incorporados en el pienso, para

proporcionar dosis diarias en lugar de semanales de forma puntual. El peligro de
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incorporar los aceites en el pienso es su facil oxidacion por exposicion a la luz o al

aire.

El cambio de modelo animal de SM también podria influir positivamente en el
estudio. Las ratas SHROB presentaban obesidad, hipertensién, colesterol moderado,
RI, glucosa normal y glomeruloesclerosis renal siendo un buen modelo de SM. Pero,
podria ser mas util un modelo animal que manifestara estos problemas metabdlicos
con menor severidad que las ratas SHROB, para poder establecer mayores

diferencias entre los tratamientos.
Probablemente, hubiese sido mas eficaz y mas representativo del SM real en

humanos, provocar esta alteracion metabdlica en animales sanos a base de una dieta

rica en grasas y azucares (high fat-high sucrose).
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1. En la cepa SHROB no observamos diferencias significativas en los principales

parametros que definen el SM tras la intervencion nutricional; por lo que no
parece un modelo adecuado para este tipo de estudios debido al alto grado de

severidad de los sintomas.

. Los parametros que han presentado diferencias entre Wistar y SHROB en

todos los grupos de tratamiento, independientemente de la dieta, han sido:
peso, presion arterial, insulina plasmatica, indice HOMA, triglicéridos,
colesterol, APO B100, PCR, PAI-1, ICAM-1, esteatosis hepatica y tiroidizacion

en células renales.

Los parametros que presentaron resultados distintos entre Wistar y SHROB
dependiendo del tratamiento fueron: HbAlc, enzimas antioxidantes
eritrocitarios, ORAC, LDLox, HDL-c, LDLc, APO A1, ratio APO B100/APO A1,
enzimas antioxidantes hepaticas, SOD y Gpx de tejido adiposo, SOD, Gpx y GR
renales, sistema del glutatidon en los tres tejidos estudiados, TBARS en higado
y tejido adiposo, inflamacién lobulillar y portal; inflamacidn, mastocitos vy
diferencias en adipocitos de tejido adiposo y glomeruloesclerosis y atrofia

renal.

Los parametros sin diferencias entre Wistar y SHROB en los cinco grupos de
tratamiento fueron: glucosa, VCAM-1, SOD hepatica, CAT y GR en tejido
adiposo, CAT en rifion; TBARS, GSSG y la ratio GSSG/GSH en rifion y la

presencia de macréfagos en tejido adiposo.

. En ratas SHROB los parametros implicados en los criterios de la definicion del

SM y algunos marcadores de riesgo cardiovascular como APO B100, PCR, PAI-
1, ICAM-1, esteatosis hepatica y tiroidizacién en células renales estaban

aumentados respecto a las ratas Wistar.

. En ratas Wistar, las dietas con AGPI n-3 de origen marino mejoraron hasta 15

parametros diferentes de riesgo de SM frente a 7 parametros mejorados con la
dieta de lino y 1 con la dieta de soja. La mayor aportacion en la normalizacion
de dichos parametros por parte de las dietas con EPA:DHA fue debida a la
dieta con la proporcidon 1:1 (mejora en 11 parametros); el tratamiento 2:1

(mejora en 5 parametros) y el tratamiento 1:2 (mejora en 2 parametros).
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Concretamente, las dietas con AGPI n-3 presentaron los valores mas bajos en
HbA1lc y, por parte de la dieta EPA:DHA 1:1 se observ6 una disminucion de
APO B100 y LDLox, asi como un aumento de SOD, GPX y ORAC en sangre.

En ratas SHROB, las dietas con AGPI n-3 de origen marino mejoraron hasta 18
parametros diferentes de SM frente a 12 parametros mejorados con la dieta de
lino y 7 con la dieta de soja. La mayor aportacién en la normalizacién de
dichos parametros por parte de las dietas con EPA:DHA fue debida a las dietas
con la proporcion 1:1 (mejora en 8 parametros) y la 2:1 (mejora en 8

parametros); el tratamiento 1:2 (mejora en 5 parametros).

Las dietas con AGPI n-3 proporcionaron los niveles mas bajos de insulina
(1:2), de LDLc (1:1y 2:1) y HbAlc (1:1).

Las dietas control (soja y lino) dieron lugar a los niveles mas bajos de insulina
e indice HOMA, y la dieta con lino disminuyé también LDLc, HbAlc vy la

glomeruloesclerosis renal.

Respecto al EO, todas las dietas mejoraron mas parametros tisulares que

sanguineos.

. En ratas Wistar, el tratamiento con EPA:DHA 1:1 fue el mas eficaz para

prevenir el SM.

En ratas SHROB, la dieta a base de lino fue la mas eficaz en el tratamiento del
SM. Aunque las dietas con mayor proporcion de EPA, 1:1 y 2:1, también
mejoraron los parametros relacionados con el SM de manera mas eficaz que la

proporcion 1:2.
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