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1.- ABREVIATURAS

AdipoR1
AdipoR2
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2.- RESUMEN

Los acidos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) son acidos
grasos poliinsaturados omega — 3 con potencial para prevenir o tratar de una serie
de patologias. Especialmente aquellas donde la inflamacion juega un papel
preponderante en su desarrollo. Debido a que estos acidos grasos de omega -3
son ligandos de los PPARs podrian tener impacto sobre la actividad metabdlica.

Por tanto, podrian ejercer un efecto benéfico sobre individuos con obesidad.

El objetivo del presente proyecto, es evaluar el efecto del EPA y el DHA sobre
marcadores de obesidad en ratas con dieta alta en grasa. Para tal proposito, 25
ratas Wistar macho fueron alimentadas durante 16 semanas con una dieta
estandar (n=5) y una dieta alta en grasa (n=20). Posteriormente el grupo con dieta
alta en grasa fue segmentado aleatoriamente en 4 subgrupos para recibir el
siguiente tratamiento via oral durante 8 semanas: HFD (vehiculo); HFD + Omega-

3; HFD + Fenofibrato y HFD + Pioglitazona.

Para evaluar el efecto de la administracion de EPA y DHA, se midio el perfil
bioquimico (glucosa, triglicéridos y colesterol), los parametros zoomeétricos (peso,
diametro de cintura, longitud hocico — ano e indice de lee) y el peso del tejido
adiposo (mesentérico, epididimal, retroperitoneal y subcutaneo). Asimismo, se
determind la concertacion de insulina y adiponectina en sangre. Finalmente se

calcul6 el indice de HOMA-IR.

La administracion de EPA y DHA promovio una disminucion de la concentracion

sérica de triglicéridos y glucosa. Asimismo, disminuy6 el indice HOMA-IR, el



porcentaje de adiposidad y el peso del tejido adiposo subcutdneo. Los cambios
observados sugieren modificaciones en la actividad metabdlica, no obstante, no se

observaron cambios sobre el peso, diametro de cintura e indice de lee.

Finalmente, al contrastar el efecto del Omega-3 con los controles positivos
(fenofibrato y pioglitazona) sobre las variables, se puede observar que su
administracién modifica la concentracion de triglicéridos y glucosa de manera

semejante, sin ejercer un efecto sobre los pardmetros zoométricos.



3.- ABSTRACT

Eicosapentaenoic acids (EPA) and docosahexaenoic (DHA) are omega-3
polyunsaturated fatty acids With the beneficial effects on preventing various
diseases in which the inflammation plays a fundamental role. Since these omega -
3 fatty acids are ligands for PPARs, they could have an impact on metabolic

activity. Therefore, they could exert a beneficial effect on individuals with obesity.

The objective of this project is to evaluate the effect of EPA and DHA on obesity
markers in rats with a high-fat diet. For this purpose, 25 male Wistar rats were fed
a standard diet (n = 5) and a high-fat diet (n = 20) for 16 weeks. Subsequently, the
group with a high-fat diet was randomly segmented into 4 subgroups to receive the
following treatment for 8 weeks: HFD (vehicle); HFD + Omega-3; HFD +

Fenofibrate and HFD + Pioglitazone.

The biochemical profile (glucose, triglycerides and cholesterol), the zoometric
parameters (weight, waist diameter, snout-anus length and index lee) and the
weight of the adipose tissue (mesenteric, epididymal, retroperitoneal and
subcutaneous) were measured. Furthermore, the concentration of insulin and

adiponectin in the blood was determined and the HOMA —IR index was calculated.

The administration of EPA and DHA promoted a decrease in the serum
concentration of triglycerides and glucose. Moreover, it decreased the HOMA-IR
index, the percentage of adiposity and the weight of the subcutaneous adipose

tissue.



Finally, when contrasting the effect of Omega-3 with the positive controls
(fenofibrate and pioglitazone) on the variables, it can be observed that its
administration modifies the concentration of triglycerides and glucose in a similar

way, without exerting an effect on the zoometric parameters.



4.- INTRODUCCION

4.1 Obesidad y sus consecuencias
La obesidad se define como la acumulacion excesiva de tejido adiposo que
provoca un deterioro cronico de las funciones biolégicas (WHO, 2017). Es una
patologia multifactorial, puesto que es ocasionada por un conjunto de factores

genéticos, psicoldgicos y sociales (Garcia y Creus, 2016).

En las dltimas décadas, la prevalencia de la obesidad incrementd peligrosamente
a nivel mundial (Hruby y Hu, 2015). Una de las razones es la transicion nutricional
observada en los ultimos 30 afios, misma que promueve el consumo de alimentos
y bebidas con alto contenido energético (Garcia y Creus, 2016). Otro motivo es el
estilo de vida adoptado en la sociedad contemporanea, puesto que favorece el uso
excesivo de transporte mecanizado, ascensores y computadora (Hruby y Hu,

2015; Garcia y Creus, 2016).

Como consecuencia de la obesidad, los individuos tienen mayor riesgo de padecer
enfermedades respiratorias, ortopédicas, psicologicas y alteraciones metabdlicas
(Garcia y Creus, 2016). Las alteraciones metabdlicas estan presentes en un 80
por ciento de los pacientes con obesidad y ocasionan diabetes, hipertension,
esteatosis hepatica no alcohdlica y sindrome metabdlico (Plancarte et. al, 2008).
Asimismo, incrementa el riesgo a padecer complicaciones postoperatorias y

mortalidad hospitalaria (Hruby y Hu, 2015).

Por otro lado, la obesidad genera consecuencias econémicas graves, puesto que

los tratamientos consumen muchos recursos y los individuos con obesidad



disminuyen su productividad laboral (Arteaga, 2012; Garcia y Creus, 2016).
Finalmente, la obesidad propicia consecuencias sociales como la discriminacion y

exclusion (Garcia y Creus, 2016).

4.2 Obesidad en México: epidemiologiay estrategias de control
Con el objetivo de conocer el estado de salud y las condiciones nutricionales del
pais, el Instituto Nacional de Salud Publica y la Secretaria de Salud desarrollaron
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2016). La ENSANUT es
realizada cada 6 afios, su ultimo reporte es del 2018 y tuvo un costo de 196.4

millones de pesos (ENSANUT, 2018).

Los datos reportados por la ENSANUT del 2018 indican que la poblacion
mexicana tiene habitos alimenticios inapropiados (figura 1). Mas del 80% de los
mexicanos de todas las edades consumen frecuentemente bebidas no lacteas
endulzadas (jugos y refrescos). Asimismo, el consumo de botanas, dulces y
postres es alto, especialmente en la poblaciéon de 1 a 19 afios, puesto que son

consumidas frecuentemente por mas del 60% de ellos (ENSANUT, 2018).

Por el contrario, el porcentaje de mexicanos que consumen alimentos saludables
es bajo, puesto que menos del 50% de ellos incorporan en su dieta
frecuentemente a las frutas. Esto resulta preocupante, especialmente en la
poblacién de 12 a 19 afos, debido a que las frutas son consumidas Unicamente
por el 35.2% de ellos. Asimismo, un pequefio porcentaje de los mexicanos se
alimentan de manera recurrente de verduras y son consumidas apenas por el 20%

de los niflos de 1 a 4 afios (ENSANUT, 2018).



Por otro lado, la actividad fisica realizada semanalmente por mexicanos mayores a
20 afios es escasa (ENSANUT, 2018). Unicamente el 29% de ellos realiza la
actividad fisica minima recomendada por la World Health Organization (WHO), es

decir 150 minutos por semana (WHO, 2013; ENSANUT, 2018).

Como consecuencia de los malos hébitos alimenticios y la falta de actividad fisica,
la prevalencia del sobrepeso y obesidad en la poblacion adulta en los Gltimos afios
aumenté (WHO, 2017). Como se observa en la figura 2, en el 2018 en México el
75.2% de la poblacién mayor a 20 afios tiene sobrepeso u obesidad (39.1% vy
36.1% respectivamente) (ENSANUT, 2018). Esta cifra supera un 3.7% a lo
reportado por la ENSANUT del 2012 (ENSANUT, 2012; ENSANUT, 2018).
Asimismo, Meéxico es el segundo pais mas obeso entre los paises de la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE) (Gurria,

2020).

Esta tendencia se puede observar desde una edad temprana, puesto que en
México el 35.6 % de los nifios de 5 a 11 afios tienen sobrepeso u obesidad (18.1%
y 17.5% respectivamente). El panorama es similar en los adolescentes de 12 a 19
afos, ya que 23.8% de ellos padecen sobrepeso y el 14.6% obesidad (ENSANUT,

2018).

Dada la informacién, no es sorpresa que la OCEDE proyecte que el sobrepeso y la
obesidad reduciran 4 afios la esperanza de vida en México durante los proximos

30 afios (ENSANUT, 2018; Gurria, 2020). Asimismo, la disminucion de la



productividad asociada al exceso de peso disminuira la fuerza laboral equivalente

a 2.4 millones de trabajadores de tiempo completo por afio (Gurria, 2020).

PORCENTAJE DE POBLACION QUE CONSUME ALIMENTOS NO
RECOMENDABLES PARA CONSUMO COTIDIANO.

% DE POBLAQION QUE CONSUME % DE POBLACION QUE CONSUME
BEBIDAS NO LACTEAS ENDULZADAS BOTANAS, DULCES Y POSTRES
100 % = 100 % =
85.7 85.7 85.8
75% = 83.3 75% =
64.6
50% = 50% = e 53.7
25% = 25% =
0% 0%
Grupos de edades Grupos de edades
De 1 a 4 anos De 5 a 11 anos De 12 a 19 anos . Mayor de 20 anos

PORCENTAJE DE POBLACION QUE CONSUME ALIMENTOS
RECOMENDABLES PARA CONSUMO COTIDIANO.

% DE POBLACION QUE CONSUME % DE POBLACION QUE CONSUME

100 % — FRUTAS 100 % — VERDURAS

75% = 75 % =

44.9
50% = 50% = 24.0
22.0
i 20.2
25% = 25% = ’
0% 0% =
Grupos de edades Grupos de edades

De 1 a 4 aios : De 5 a 11 aios . De 12 a 19 aios . Mayor de 20 afos

Figura 1: Consumo cotidiano de alimentos y bebidas recomendados y no recomendados
Resultados publicados por la ENSANUT del 2018 que reportan el porcentaje de mexicanos segmentados por edades: 1 a 4

afios; 5 a 11 de afios; 12 a 19 afios y mayor a 20 afios.
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Debido a que el panorama en México es critico, se generd el programa para la
prevencién y control de sobrepeso, obesidad y diabetes (Baltazar y Cortés, 2017).
Este programa, tuvo un presupuesto en el 2019 de mas de 500 millones de pesos,
17.5% mas que en el 2018 (Baltazar y Cortés, 2017; SEGOB, 2018). Algunas
estrategias derivadas del programa son: la restriccion de la publicidad; el aumento
de los impuestos y la actualizacion del etiqguetado de alimentos (SEGOB, 2018).

Sin embargo, la magnitud del desafio requiere intensificar los esfuerzos.

PREVALENCIA DE OBESIDAD EN MEXICO
Prevalencia de sobrepesoy obesidad de 35.6 % Prevalencia de sobrepesoy obesidad de 38.4 %
18.1% _ 23.8%
Poblacién de s
5-11 afios 17.5% Poblacmr] de 14.6 %
12-19 afos
64.4 D/O 61 .6 D/D

Prevalencia de sobrepeso y obesidad de 75.2 % Obesidad

Poblacién 36.1%

> 20 afios Sobrepeso

39.1% Peso normal
24.8 %

Figura 2: Porcentaje de la prevalencia de obesidad y sobrepeso en la poblacién mexicana
Resultados publicados por la ENSANUT del 2018 reportan el porcentaje de la prevalencia de obesidad y sobrepeso en
mexicanos segmentados por edades (1 a 4 afios, 5 a 11 de afios, 12 a 19 afios y mayor a 20 afios)
4.3 Diagnostico de la obesidad
El diagnéstico de la obesidad se realiza a través de métodos que determinan la
composicion corporal y pueden complementarse con el analisis del perfil

bioquimico (Garcia y Violante, 2004; Costa et. al, 2015). Algunos métodos para

11



determinar la composicion corporal son la bioimpedancia eléctrica, la tomografia
axial computarizada y la resonancia magnética nuclear (Lecubea et al., 2017).
Estos métodos son altamente fiables para determinar la proporcion del tejido

adiposo; sin embargo, son poco accesibles por su alto costo (Costa et. al, 2015).

Para el diagnéstico de obesidad en pacientes, los parametros antropométricos son
comunmente usados (Rosales, 2012). Los parametros antropométricos son
rapidos, requieren pocos materiales (célipers, balanzas y cintas métricas) y son
econémicamente accesibles (Rosales, 2012). A continuacion, se realizara una

descripcion de los parametros antropomeétricos de mayor uso:

El indice de masa corporal (IMC): Inicialmente fue disefiado para identificar
obesidad por Adolphe Quetelet en el siglo XIX; sin embargo, Garrow en 1981
establecié un punto de corte que permite determinar la magnitud de la obesidad y
establecer categorias (Rosales, 2012; Arteaga, 2012). Este indice es
recomendable para ambos sexos; no obstante, no se aplica en mujeres

embarazadas (Rosales, 2012).

Actualmente, el IMC es el indicador de obesidad mas implementado a nivel
mundial, puesto que es promovido por WHO (Rosales, 2012; WHO, 2000). Se
calcula usando una bascula con estadimetro (0 con cinta antropométrica) con la

siguiente formula:

Indice de masa corporal = - ;
Altura (m)?2

12



Como se observa en la tabla 1, el IMC permite diferenciar a individuos con bajo
peso, peso normal, sobrepeso y obesidad, esta Ultima se clasifica en leve,
moderada y severa (WHO, 2000). En el caso de los nifios y adolescentes, el IMC
cambia durante las etapas de crecimiento, por tanto, es conveniente el uso de
tablas de referencia promovidas por la WHO que consideran la edad y la estatura

(Ofei, 2005; WHO, 2005).

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad segun el IMC.

GRADO CLASIFICACION IMC
Bajo peso <185
Normo peso 18.5-24.9
I Sobrepeso 25-29.9
1 Obesidad leve 30-34.9
i Obesidad moderada 35-39.9
v Obesidad severa Mas de 40

Finalmente, es importante tomar en cuenta que el IMC no permite distinguir la
masa muscular del tejido adiposo, asimismo, no determina el area en la que se

distribuye la adiposidad y por tanto tiene margen de error (Ofei, 2005)

Diametro de cintura (DC): El DC es un parametro usado para determinar
obesidad validado por Lean y sus colaboradores en 1995 (Perea et al., 2014). Es
un parametro importante debido a que determina obesidad abdominal, misma que
aumenta el riego a padecer comorbilidades metabdlicas (Rosales, 2012; Perea et
al.,, 2014). La Secretaria de Salud recomienda un DC menor a 90 cm para

hombres y menor a 80 cm para mujeres (Secretaria de Salud, 2016)
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El sitio de medicién recomendado por el National Institutes of Health (NIH) es por
encima de la cresta iliaca (Rosales, 2012). Para determinarlo se requiere una cinta

antropomeétrica y que el paciente este de pie (Ofei, 2005; Rosales, 2012).

Estudios indican, que cada que un hombre aumenta 5 centimetros de DC se eleva
un 17% el riego de muerte y para el caso de las mujeres aumenta un 13%
(Rosales, 2012;). Actualmente, el NIH considera que el DC es un parametro
antropémetro ideal para complementar al IMC en el diagnostico de obesidad y del

sindrome metabolico (Ofei, 2005; Rosales, 2012).

En el caso de la poblacion de nifios y adolescentes, el DC es un buen indicador de
obesidad; sin embargo, es importante recordar que es una variable que se
modifica durante el crecimiento (Zayas et al., 2002; Rosales, 2012). En
consecuencia, es necesario comparar el DC de los pacientes con estandares
expresados en percentiles para ambos sexos y a diferentes edades (Zayas et al.,

2002).

indice Cintura-Cadera (ICC): Una medicion muy practica para diagnosticar
obesidad durante la atencion primaria es el ICC, debido a que correlaciona bien
con la adiposidad visceral (Montalban, 2001; Hernandez et al., 2018). Para
calcular el ICC el paciente debe estar de pie, la circunferencia de cintura se
obtiene como ya se indicé y la circunferencia de cadera se determina a la altura de

los troncales (Montalban, 2001). El ICC se obtiene con la siguiente férmula:

) Circunferencia de cintura
Indice de cintura-cadera = e
Circunferencia de cadera
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Segun reportes de la WHO, el ICC debe ser menor a 1 en hombres y menor a 0.85
en mujeres (WHO, 2000). Estudios indican que el aumento de 0.01 del ICC
provoca un incremento del 5 % en el riesgo a padecer enfermedades

cardiovasculares (Hernandez et al., 2018).

El ICC debe ser usado tomando en cuenta que tiene margen de error, puesto que
en caso de que la obesidad aumente de manera proporcional, el indice se

mantiene constante (Rosales, 2012; Hernandez et al., 2018).

Plicometria: La plicometria es un conjunto de técnicas que determinan el
porcentaje de adiposidad a traves de mediciones en los pliegues grasos
(Ferraiuolo, 2020). Se desarrollo en los 90s y actualmente permite el diagnéstico y
el seguimiento de pacientes con obesidad y sobrepeso (Cedefio et al., 2015;
Ferraiuolo, 2020). Los puntos anatdmicos mas comunes en donde se realizan las

mediciones son:

e El triceps — Parte exterior del brazo en el punto medio entre el hombro y el codo
e La pantorrilla — En la parte interna de la pierna en el punto medio entre la rodilla

y el tobillo

El muslo — En la linea media anterior del muslo, entre la cadera y la rodilla

El pecho - Punto medio en la linea que une la axila y el pezén

El abdomen — Dos centimetros a la derecha del ombligo

La cadera — Parte superior de la cresta iliaca

Para tomar las medidas en los pliegues, es necesario un instrumento denominado

plicémetro, que consiste en una pinza de presion que determina el grosor de los
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pliegues en milimetros (Lopategui, 2016; Ferraiuolo, 2020). Las mediciones deben
realizarse a un centimetro de la cresta del pliegue, en el hemisferio derecho del
individuo (Cedefio et al., 2015; Lopategui, 2016). La doble capa de piel debe
sujetarse firmemente entre los dedos pulgar e indice (Cedefio et al., 2015). Para
realizar mediciones precisas es necesario no ejercer mucha presion, tomar los
pliegues directamente de la piel (no en la ropa) y no hacer mediciones sobre la

piel himeda o en pacientes con fiebre (Cedefio et al., 2015; Lopategui, 2016).

La plicometria también tiene desventajas, puesto que obtener medidas precisas
depende de la calibracion del plicometro y del nivel de entrenamiento de la
persona que realice las mediciones (Moreira et al., 2015; Lopategui, 2016).
Asimismo, el método asume que todas las medicines son realizadas ejerciendo la
misma presion y que la distribucién de adiposidad es constante a lo largo de los

tejidos (Moreira et al., 2015)

4.4 Tejido adiposo y obesidad

El tejido adiposo es un componente esencial de los humanos y esta constituido
principalmente de células que almacenan lipidos llamadas adipocitos (Gonzélez,
2013). El tejido adiposo constituye hasta el 25 % de nuestra composicion corporal
y se divide en 4 subtipos: blanco; marrén; beige y rosa (Esteve, 2014; Gonzalez,
2013).

El tejido adiposo marrén (TAM) tiene como funcidon principal controlar la
temperatura corporal a través de la termogénesis no temblorosa (Esteve, 2014).

Sus adipocitos contienen multiples mitocondrias con proteina desacoplante 1
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(UCP-1), misma que promueve la disipacion del gradiente de protones y permite la

produccién de calor (Esteve, 2014; Richard et al., 2020).

Por otro lado, el tejido adiposo blanco (TAB) acumula la energia en caso de
exceso y cuando hay déficit la suministra (Choe et al., 2016). Asimismo, secreta
adipocinas que pueden regular sefiales del apetito y la actividad metabélica (Guo,
2014; Kahn y Flier, 2000). EIl TAB es el subtipo que se encuentra en mayor
proporcién en humanos, puesto que se distribuye en todo el organismo (Choe et

al., 2016; Esteve, 2014).

El tejido adiposo beige, muestra caracteristicas propias de los adipocitos blancos y
los marrones (Richard et al., 2020). En un principio, se observo que los adipocitos
beige se formaban en respuesta al frio; sin embargo, estudios indican que la dieta
y el ejercicio también promueven el pardeamiento (Esteve, 2014; Richard et al.,

2020).

Finalmente, el tejido adiposo rosa permite la formacion de alvéolos secretores de
leche durante el embarazo y la lactancia (Richard et al., 2020). Los adipocitos
rosados estan constituidos por un gran nimero de gotas de lipidos, mitocondrias

y reticulo endoplasmico rugoso (Esteve, 2014; Richard et al., 2020).

Otra forma de clasificar al tejido adiposo es a través de su ubicacion, puesto que
existen 2 grandes grupos: tejido adiposo subcutaneo y tejido adiposo interno
(Pérez et al., 2010). El patrén de distribucion depende de multiples factores como

la edad, la dieta, la actividad fisica, el sexo, el consumo de drogas y la actividad

17



hormonal (Esteve, 2014). Asimismo, su ubicacion confiere diferentes

caracteristicas metabdlicas y endocrinas (Pérez et al., 2010).

El tejido adiposo subcutaneo (TAS), es la capa de tejido graso que se encuentra
entre la dermis y el tejido conectivo de los musculos (Shen et al., 2003). Funciona
como aislante térmico y permite el almacenamiento de aproximadamente el 80 %
de la grasa corporal (Hardie, 2012; Tchkonia et al., 2013; Kredel & Siegmund,
2014). Sus adipocitos tienen mayor sensibilidad a la insulina, secretan en menor
proporcién adipocinas proinflamatorias y en mayor proporcion adiponectina
(Esteve, 2014; Kwok et al., 2016; Kredel y Siegmund, 2014). Estudios indican que
el TAS a diferencia del tejido adiposo visceral no confiere riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2 y dislipidemia (Kwok et al., 2016; Tran et al., 2008). Las razones
son que el TAS puede expandirse sin limitaciones anatomicas (Tchkonia et al.,
2013). Asimismo, almacena energia a largo plazo debido a que su crecimiento
ocurre mediante el aumento del nimero de sus adipocitos (hiperplasia) evitando el

efecto lipotoxico de los acidos grasos (Tchkonia et al., 2013; Kwok et al., 2016).

Por otro lado, el tejido adiposo visceral (TAV) esta compuesto por los depdsitos
adiposos de la cavidad intratoracica, intraabdominal e intrapélvica (Shen et al.,
2003). Almacena aproximadamente del 5 al 10 % de la grasa corporal total en las
mujeres y del 10 al 20 % en hombres (Kredel y Siegmund, 2014) Se caracteriza
por tener mayor actividad metabdlica (lipogénesis y lipdlisis) y mayor flujo
sanguineo (Tchkonia et al., 2013). Su acumulacion se relaciona con el desarrollo
de sindrome metabdlico y de enfermedades cardiovasculares, puesto que secreta
en mayor medida leptina y tiene un perfil proinflamatorio (Shuster et al., 2012;
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Esteve, 2014; Kwok et al., 2016). Asimismo, su crecimiento generalmente ocurre

mediante el agrandamiento de los adipocitos (hipertrofia) (Tchkonia et al., 2013).

En individuos obesos, el tejido adiposo blanco se expande como consecuencia a
la ingesta caldrica excesiva (Richard et al., 2020). Como ya se mencionaba, esta
expansion puede ocurrir a través del aumento del tamafio (hipertrofia) o del
numero (hiperplasia) de los adipocitos (Tchkonia et al., 2013; Richard et al., 2020).
La presencia de adipocitos hipertréficos, la disminucion de la hiperplasia y el
desarrollo de inflamacién reflejan una expansion alterada del tejido adiposo,

misma que es asociada a disturbios metabdlicos (Richard et al., 2020).

4.5 Perfil metabdlico y bioquimico de individuo obeso
La obesidad no solo se manifiesta en términos del tamafo del individuo, también
altera la actividad metabolica (Arteaga, 2012). Por tanto, es comun que los
pacientes obesos presenten un aumento de los niveles séricos de glucosa,

colesterol y triglicéridos (Arteaga, 2012; Guo, 2014).

El mecanismo que lo provoca aln no se conoce con precision; sin embargo, se
tiene claro que la falta de balance entre la ingesta y el gasto energético provoca el
crecimiento del tejido adiposo (Flores et al., 2011). Este crecimiento se caracteriza
por el aumento de la hipertrofia, la disminucién de la hiperplasia y la acumulacion
excesiva del tejido adiposo visceral (Flores et al., 2011; Arteaga, 2012). Como
consecuencia, los pacientes obesos presentan un estado de estrés oxidativo y de

inflamacion crénica que altera la actividad metabdlica (Flores et al., 2011).
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Por ejemplo, la insulina es una hormona cuya funcion primaria es promover la
entrada de la glucosa al interior del tejido adiposo, el musculo y el corazén
(Salceda, 2012). Asimismo, promueve la sintesis del glucogeno, la captacion de

los &cidos grasos y la sintesis de los triglicéridos (Plancarte et. al, 2008).

En pacientes obesos las células disminuyen su capacidad para responder
Optimamente a la insulina, es decir, presentan resistencia (Kahn y Flier, 2000;
Salceda, 2012). Inicialmente, para compensar la falta de funcionalidad el pancreas
aumenta la secrecion de la insulina ocasionando hiperinsulinemia (Kahn y Flier,
2000). En caso de que la produccion alterada de la insulina se prolongue, el
pancreas se deteriora y la secreciéon de la insulina disminuye (Kahn y Flier, 2000;
Ros y Medina, 2011). Como consecuencia, aumentan los niveles de glucosa en
sangre (hiperglucemia), se reduce la sintesis de glucégeno y la oxidacion de los

acidos grasos (Ros y Medina, 2011).

Otro cambio importante en pacientes obesos es la disminucion de la secrecion de
adiponectina (Smith et al., 2016). La adiponectina es una hormona secretada por
el tejido adiposo que se caracteriza por sus altas concentraciones en el plasma
humano (de 2 a 20 ug/mL) (Richard et al., 2020). La adiponectina es esencial para
la actividad metabdlica, puesto que aumenta la oxidacion de los lipidos y la
sensibilidad a la insulina (Smith et al., 2016). Asimismo, reduce la expresion de
mediadores inflamatorios y propicia la pérdida de peso (Smith et al., 2016; Rossi et

al., 2005).
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La adiponectina ejerce su accion a traves de sus receptores AdipoR1, AdipoR2 y
T-cadherina (Daniele et al., 2013). Estos receptores en pacientes obesos
disminuyen hasta en un 30% en tejido adiposo subcutaneo (Rossi et al., 2005;
Daniele et al., 2013). La obesidad también se caracteriza por la disminucion de la
expresion y secrecibn de la adiponectina (Daniele et al., 2013). Como
consecuencia, los pacientes con obesidad presentan hiperglucemia e

hiperinsulinemia (Rossi et al., 2005; Daniele et al., 2013).

Para identificar indicios de cambios en la actividad metabdlica en pacientes con
obesidad, generalmente se obtiene una muestra de sangre venosa en ayuno
(Arteaga, 2012). Como se observa en la tabla 2, existen parametros bioquimicos
bien establecidos que permiten identificar si el rango de concentracién de glucosa,
colesterol y triglicéridos en sangre es considerado normal (NOM-015-SSA2, 1994;
NOM-037-SSA2, 2002). Si bien, no todos los pacientes con obesidad presentan
valores mayores a lo recomendado, aproximadamente entre el 70 y el 80% de los
pacientes no son “obesos metabdlicamente sanos” (Arteaga, 2012; Richard et al.,
2020). Por consiguiente, la determinacion del perfil bioquimico es considerado una

buena herramienta para indicar obesidad o sus comorbilidades (Arteaga, 2012).

Tabla 2. Parametros bioguimicos: valores de referencia en adultos

PARAMETROS BIOQUIMICOS Bueno Regular Malo

Glucosa en ayunas (mg/dl) <110 110-140 > 140
Triglicéridos en ayunas (mg/dl) <150 150-200 > 200
Colesterol total en ayunas (mg/dl) <200 200-239 > 240

Parametros bioquimicos publicados por la Norma Oficial Mexicana.
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4.6 Tratamientos en pacientes con obesidad
Debido a que la obesidad es un problema de salud creciente a nivel mundial,
existe gran interés por encontrar tratamientos que disminuyan el peso y el riesgo a
padecer otras patologias (Ruban et al., 2019). Los tratamientos para la obesidad

de mayor uso son:

Terapia dietética - Consiste en la alteracion de los habitos nutricionales del
paciente obeso para promover la perdida sostenida de peso (Ros y Medina, 2011).
Se basan principalmente en la disminucién de las calorias consumidas o en la
alteracion de la ingesta de los macronutrientes (bajas en glucidos o altas en
proteinas) (Gilden y Wadden, 2012; Ruban et al., 2019).

Las ventajas de disminuir el consumo de calorias, son la pérdida de peso y la
disminucion del riesgo a padecer patologias asociadas a la obesidad (Gilden y
Wadden, 2012). No obstante, la adaptacion metabdlica causa altos porcentajes
de recuperacion de peso (Gilden y Wadden, 2012; Ruban et al., 2019). En el caso
de las dietas que modifican el consumo de macronutrientes, inicialmente generan
buenos resultados; sin embargo, no demostraron efecto a largo plazo sobre el

peso corporal (Schwingshackl y Hoffmann 2013).

Tratamiento quirargico - La intervencion quirdrgica para el tratamiento de
pacientes con obesidad mérbida (IMC >35), ha generado resultados interesantes
(Morales et al,2004) Las opciones de mayor implementacion son el balén
intragastrico, la cirugia bariatrica y la banda gastrica ajustable laparoscépica
(Colquitt et al., 2014). Estas técnicas quirdrgicas actuales emergen como una
opcién con buenos resultados a largo plazo (Colquitt et al., 2014). No obstante,
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son poco factibles para un importante porcentaje de personas obesas, asimismo

pueden provocar mala absorcion intestinal de nutrientes (Colquitt et al., 2014).

Actividad fisica - Es una importante alternativa de tratamiento para la obesidad,
puesto que compensa la excesiva ingesta de energia a través del aumento del
gasto (Fox, 2017). No obstante, genera mejores resultados como complemento a
otras estrategias, ya que es dificil conseguir una pérdida de peso sostenida

exclusivamente a través de la actividad fisica (Ros y Medina, 2011).

Terapia farmacoldgica - Con respecto a las estrategias que requieren terapia
farmacologica, existen principalmente dos corrientes (Ruban et al.,, 2019). La
primera promueve el uso de farmacos que disminuyen el peso como el Orlistat y la
Liraglutida (Ruban et al., 2019). No obstante, son de uso limitado por sus efectos
secundarios (heces grasas, urgencia fecal e incontinencia, entre otros) y por su
recomendacion de uso no prolongado (Raz y Glandt, 2011; Ruban et al., 2019). La
segunda corriente, recomienda una terapia farmacologica que disminuye los
niveles séricos de triglicéridos, colesterol total y glucosa (Horita et al., 2015). Su
objetivo es controlar o evitar las comorbilidades asociadas a la obesidad como la

diabetes y la hipertensién (Raz y Glandt, 2011; Horita et al., 2015).

Nutracéuticos- Finalmente, vale la pena mencionar el consumo cada vez mas
popular de los nutracéuticos (Pérez, 2006). Los cuales se definen como productos
ingeridos via oral que contienen vitaminas, minerales, aminoacidos u otros

complementos de la dieta (FDA, 2015). Son usados comunmente para preservar o
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recuperar una buena salud; sin embargo, a diferencia de los medicamentos no
necesariamente tienen una accion terapéutica (Anders y Schroeter, 2017).

Los nutracéuticos pueden favorecer el control de la obesidad promoviendo la
sensacion de saciedad, reduciendo el apetito o evitando la formacion de tejido
adiposo (Pérez, 2006). Asimismo, pueden promover la disminucion de la glucosa,
el colesterol y los triglicéridos en sangre (Anders y Schroeter, 2017).

Debido a que no hay suficiente evidencia del alcance de los nutracéuticos, no se
puede concluir que disminuyen el peso corporal, por lo que es necesario advertir al
consumidor para promover su uso seguro (Pérez, 2006). No obstante, no se
deben descartan sus posibles beneficios, por el contrario, es necesario
implementar estudios (Saper et al., 2004; Anders y Schroeter, 2017).

Como producto de este analisis, es posible concluir que hasta el momento existen
multiples estrategias de control de la obesidad asociadas a beneficios (Ruban et
al., 2019). A pesar de eso, es importante seguir buscando tratamientos funcionales

con bajos porcentajes de incidencia y sin complicaciones a largo plazo.

4.7 Modelos animales de obesidad
La prevalencia de obesidad continia aumentando peligrosamente a nivel mundial.
Es por este motivo, que es importante el uso de modelos con caracteristicas
semejantes a la obesidad humana (Lutz y Woods, 2012). De hecho, para
comprender el mecanismo que preserva el equilibrio energético, la contribucién de
los modelos de induccién de obesidad ha sido fundamental (Von et al., 2006).
Actualmente, estos modelos permiten buscar alternativas para prevenir o tratar la

obesidad y sus comorbilidades (Von et al., 2006; Lutz y Woods, 2012).
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Si bien, la mayoria de los mamiferos son propensos a desarrollar obesidad, los
animales comunmente usados en estos modelos son los ratones y las ratas (Lutz
y Woods, 2012). Asimismo, los métodos para desarrollar obesidad son muy

variados, sin embargo podrian clasificarse en 4 tipos (Speakman et al., 2007):

Modelos de obesidad a partir de alteraciones genéticas.

Modelos de obesidad con intervencion de agentes quimicos.

Modelos de obesidad a través de intervencién quirargica.

Modelos inducidos por la dieta.

Los modelos de obesidad a partir de alteraciones genéticas, se popularizaron
durante los 90s (Von et al.,, 2006). Se caracterizan por el uso de cepas de
roedores con falta o disfuncion de un gen (Lutz y Woods, 2012). Actualmente,
existen mas de 50 tipos diferentes de modelos genéticos de obesidad (Von et al.,
2006). Los mas comunes son los roedores con deficiencia de leptina 0 mutaciones
en su receptor (Speakman et al., 2007; Lutz y Woods, 2012). Por ejemplo, los

ratones ob/ob, los raténes db/db y las ratas zucker (Von et al., 2006).

Con respecto a los modelos de obesidad con intervencion de agentes quimicos, la
administracion de glutamato monosaddico sin duda es el método mas comun (Lutz
y Woods, 2012). Para inducir obesidad mediante este método, se administra de 2-
4 mg/g de peso de glutamato monosadico via subcutanea o intraperitoneal (Von et
al., 2006; Lutz y Woods, 2012). El modelo se realiza en ratas recién nacidas en los
primeros 10 dias postnatales (Von et al.,, 2006). La obesidad se genera como

consecuencia a la lesion del nacleo arqueado (Lutz y Woods, 2012).
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En el caso de los modelos para inducir obesidad a través de la intervencion
quirargica, uno de los primeros métodos implementados es la lesion del
hipotdlamo ventromedial (Speakman et al., 2007). Genera buenos resultados
debido a que aumenta el peso corporal y el tejido adiposo; sin embargo, es de
dificil ejecucion (Speakman et al., 2007; Lutz y Woods, 2012). Para ratas y ratones
hembra, otro modelo usado es la ovariectomia (Von et al., 2006). Esta consiste en
la extraccion de uno o ambos ovarios que como consecuencia provoca una caida

de los niveles de leptina (Lutz y Woods, 2012).

Con respecto a las dietas, existen varias opciones eficaces para inducir obesidad
(Von et al., 2006). Las dietas mas comunes son las altas en carbohidratos y en
grasa (Lutz y Woods, 2012). Son consideradas oOptimas para el estudio de
obesidad por su semejanza con la obesidad humana (Speakman et al., 2007). No
obstante, este modelo puede requerir mucho tiempo y en algunos casos las dietas

tienen alto costo econdémico (Von et al., 2006).

Otra opcién comunmente usada es la dieta de cafeteria, misma que promueve
obesidad por medio de una dieta que imita el consumo occidental de alimentos
(Von et al., 2006). Son econOmicamente mas accesibles; sin embargo, la
composicion de macronutrientes de la dieta puede ser muy variable (Speakman et

al., 2007; Lutz y Woods, 2012).

Para elegir un modelo animal conveniente, es necesario elegir una opcion que

mejor se adapte al proyecto a investigar.
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5.- ANTECEDENTES

Los acidos grasos son indispensables en los seres vivos, puesto que son fuente
de energia o componentes de la membrana celular (Rodriguez et al., 2005). Estan
integrados por un grupo carboxilo y una cadena hidrocarbonada, que en caso de
tener mas de un doble enlace son denominados acidos grasos poliinsaturados
(Rodriguez et al., 2005; Coronado et al., 2006). Los acidos grasos poliinsaturados
se pueden clasificar en familias: omega — 3, omega — 6 y omega — 9, segun la
posicion del primer doble enlace contando a partir del extremo metilo (Coronado et

al., 2006).

Los acidos grasos poliinsaturados omega — 3 (w—3 0 n-3) estan integrados por el
acido alfa-linolénico (ALA), el acido eicosapentaenoico (EPA) y el écido
docosahexaenoico (DHA) (Rodriguez, 2015). Son populares por su potencial para
prevenir o tratar de una serie de patologias, especialmente aquellas donde la
inflamacion juega un papel preponderante en su desarrollo (Rodriguez, 2015;

Wang y Huang, 2015).

El EPA y el DHA son denominados acidos grasos esenciales, puesto que solo se
obtienen a través de la dieta (Rodriguez, 2015). No obstante, es posible que el
organismo convierta el ALA en EPA y DHA mediante enlongasas y desaturasas
(Swanson et al., 2012). La ingesta de estos acidos grasos ocurre a través de
pescados como las sardinas, el salmén, el atin u otras fuentes como las algas y el

kril (Valenzuela et al., 2011).
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El mecanismo de accion de los &cidos grasos omega-3, no se conoce
completamente (Rodriguez, 2015). No obstante, el EPA y DHA podria ejercer
cambios sobre el metabolismo debido a que altera la expresion génica en el tejido
adiposo, modifica la secrecion de adipocinas y funcionan como ligandos de los

PPARs (Rodriguez, 2015; Pahlavani et al., 2017).

Los primeros estudios sobre el efecto de los &cidos grasos poliinsaturados
omega-3, se realizaron en los afios 80s con nativos de Groenlandia (Bang et al.,
1980). Como consecuencia, se identificO que la dieta tradicional rica en acidos
grasos poliinsaturados omega—3 podria relacionarse con una menor incidencia de
enfermedades del corazén (Bang et al., 1980). Fue a partir de este estudio, que el
conocimiento sobre los efectos de los acidos grasos poliinsaturados omega—3
crecié exponencialmente. Durante toda la década de los 80s multiples estudios
evaluaron el efecto del consumo de pescado sobre enfermedades

cardiovasculares (Kromhout et al., 1985; Connor et al., 1985; Burr et al., 1989).

En 1999, se publicé por primera vez un estudio que sugeria el uso de suplementos
de aceite de pesado, el objetivo del estudio fue evaluar su efecto sobre el riesgo a
muerte por enfermedad cardiovascular (GISSI-Prevenzione Investigators, 1999).
Fue a partir del afio 2000 que otros grupos de trabajo visualizaron el potencial
terapéutico de los acidos grasos poliinsaturados omega—3 sobre otras patologias.
Durante esta década se popularizaron los acidos grasos poliinsaturados omega—3
por sus efectos antiinflamatorios y su aplicacion en patologias como la diabetes

mellitus, la esteatosis hepatica y la hipertension.
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En el 2009, se desarroll6 un modelo con ratones macho ob/ob cuyo objetivo era
determinar el efecto del omega-3 sobre el higado con esteatosis (Gonzélez et al.,
2009). En este proyecto, Gonzélez y sus colaboradores determinaron el efecto de
la ingesta de alimento suplementado con omega-3 (6% DHA/Kg de alimento)
durante 5 semanas. En los resultados se observd una disminucion significativa
sobre la concentracion sérica de colesterol (Gonzélez et al., 2009). No obstante,
no se observé una disminucién en el peso corporal, el peso del tejido adiposo
epididimal, el porcentaje de adiposidad y la concentracién sérica de triglicéridos

(Gonzalez et al., 2009).

Un afio después, un proyecto realizado por Nishan buscaba evaluar el efecto del
omega-3 sobre la inflamacion en ratones C57BL/6J obesos. Para esto,
alimentaron ratones con una dieta alta en grasa por 6 semanas y posteriormente
suministraron una dieta con 36 g de EPA/kg de alimento durante 5 semanas. Los
resultados mostraron una disminucion en los niveles seéricos de glucosa, de
insulina y del indice de HOMA-IR. Asimismo, la concentracion seérica de
adiponectina aumentd (Nishan et al.,, 2010). No obstante, no se observdé una
disminucién del peso corporal, del peso del tejido adiposo total y del peso del

tejido adiposo epididimal.

Finalmente, en el 2014 un estudio investigd el efecto del omega-3 sobre la
secrecion de citocinas involucradas en el proceso inflamatorio. En el estudio,
ratas Wistar macho fueron alimentadas con una dieta alta en grasa suplementada
con omega-3 (21,8 g por cada 100 g de alimento) durante 6 semanas. Como
consecuencia, disminuyd el peso corporal, el peso del tejido adiposo
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retroperitoneal y el peso del tejido adiposo epididimal. Asimismo, disminuy6 la
concentracion de insulina y el indice de HOMA-IR (Lionetti et al.,, 2014). No

obstante no se disminuyé la concentracion sérica de glucosa.

Los antecedentes sefialan que existe evidencia de que el EPA y el DHA tienen un
efecto sobre la actividad metabdlica alterada por la obesidad. No obstante, los
resultados publicados hasta ahora son contradictorios. Es por esa razon, que es
necesario desarrollar un modelo animal mas completo y enfocado en la obesidad.
Asimismo, es importante determinar los efectos de la administracién oral del EPA
y el DHA a través de una dosis definida y no en el alimento donde la ingesta de

omega-3 es dependiente del consumo de comida.

6.- JUSTIFICACION

La obesidad, disminuye la calidad de vida de los pacientes obesos e incrementa
su riesgo a padecer multiples enfermedades (WHO, 2017). Asimismo, la alta
demanda de los servicios médicos, absorbe recursos que podrian implementarse
en el desarrollo econémico y social (Dommarco, 2011). Es por esa razén, que
desarrollar proyectos cuyo objetivo sea encontrar nuevos tratamientos para la
obesidad es esencial (Hruby y Hu, 2015). Debido a que la obesidad es una
patologia multifactorial con manifestaciones heterogéneas, es complicado
identificar tratamientos que propicien una pérdida de peso sin efectos secundarios

(Ruban et al., 2019).

El acido eicosapentaenoico y el acido docosahexaenoico poseen un efecto

antiinflamatorio. Parecen tener potencial terapéutico en patologias como la artritis
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reumatoide, la colitis, la hipertension y la diabetes mellitus (Rodriguez, 2015). Con
respecto a la obesidad, algunos estudios indican que el EPA y DHA disminuyen la
concentracion sérica de glucosa, triglicéridos y colesterol (Gonzélez et al., 2009)
Asimismo, parece promover la diminucién del peso corporal y el indice de
adiposidad (Nishan y Kalupahana, 2010; Lionetti et al., 2014). No obstante los
resultados no son consistentes y el mecanismo que provoca sus beneficios
contindia estudiandose. Si bien ya existen tratamientos farmacoldgicos para tratar
la obesidad, las ventajas del EPA y el DHA es que su administracion carece de

efectos secundarios conocidos (Rodriguez et al., 2005).

7.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudl es el efecto de los acidos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico

(DHA) sobre marcadores de obesidad en ratas con dieta alta en grasa?

8.- HIPOTESIS

La administracion oral de los acidos eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA) ejercera un efecto benéfico al modificar marcadores de

obesidad en ratas macho de cepa Wistar con dieta alta en grasa.

9.- OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar el efecto de los acidos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico
(DHA) sobre marcadores de obesidad de ratas macho de la cepa Wistar con dieta

alta en grasa.
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Objetivos Particulares

Evaluar el efecto del EPA y DHA sobre pardmetros zoométricos (peso corporal,
didmetro de cintura e indice de Lee) en ratas con dieta alta en grasa.
Determinar el efecto del EPA y DHA sobre el perfil bioquimico (glucosa,
colesterol total y triglicéridos) en ratas con dieta alta en grasa.

Determinar el efecto del EPA y DHA sobre el peso del tejido adiposo blanco
(retroperitoneal, mesentérico, epididimal y subcutaneo) y el indice de
adiposidad en ratas con dieta alta en grasa.

Determinar el efecto del EPA y DHA sobre la concentracion sérica de insulina y
adiponectina en ratas con dieta alta en grasa.

Evaluar el efecto del EPA y DHA sobre el indicador de resistencia a la insulina

HOMA-IR en ratas con dieta alta en grasa.

10.- MATERIAL Y METODO

10.1 Animales de experimentacion

Para la realizaciéon del modelo fue seleccionada la cepa Wistar, debido a que es

susceptible a la obesidad inducida por una dieta (Marques et al., 2015). Es de facil

manejo, tiene una importante cantidad de informacién publicada sobre ella, un

tamafo conveniente y un ciclo de vida corto (Vargas et al., 2018).

Todos los procedimientos del presente proyecto de investigacion fueron realizados

bajo los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-

1999 sobre especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los

animales de laboratorio. Para la ejecucién del modelo se consideraron 25 ratas
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macho con 4 semanas de edad y con un peso de 123.10 £ 6.28 gramos obtenidas
del bioterio del Hospital Infantil de México Federico Gomez. Se alojaron en cajas
de acrilico con ciclos de luz/obscuridad de 12 horas a una temperatura de 21 a 23
°C. Como se observa en la tabla 3, las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en
2 grupos.

Tabla 3. Grupos de trabajo para modelo animal

GRUPOS N
Dieta estandar (DE) 5
Dieta alta en grasa 20

Para alimentar a las ratas, se utilizaron dos dietas con diferente contenido calorico
durante 16 semanas. El grupo 1 fue alimentado con una dieta estandar (DE) de la
marca Labdiet 5008* Formulab Diet y el grupo 2 recibio una dieta alta en grasa
(HFD) elaborada por Frogslab. En ambos casos tuvieron acceso libre del alimento
y agua. La composicion y el valor energético de ambas dietas se reportan en la

tabla 4.

Tabla 4. Composicion y valor energético de las dietas utilizadas.

PROTEINAS | CARBOHIDRATOS LIPIDOS TOTAL
Dieta estandar 26.9% 56.4% 16.7% 100%
(DE) 0.941 Kcal/ g 1.974 Kcallg 0.585 Kcal/g 3.50 Kcallg
Dieta alta en grasa 10.2% 26.4% 63.4% 100%
0.556 Kcal/g 1.439 Kcallg 3.455 Kcallg 5.45 Kcallg

Composicion y valor energético de las dietas usadas para la estandarizacion del modelo de obesidad.
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Al finalizar las 16 semanas de dieta, el grupo con HFD fue segmentado

aleatoriamente en 4 grupos como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Grupos de trabajo para el desarrollo del modelo animal

GRUPO N

Dieta estandar (DE) — Testigo 5
Dieta alta en grasa — Control 5
+ Omega -3 5

+ Fenofibrato 5

+ Pioglitazona 5

En la tabla se puede observar la distribucion de los grupos para el modelo experimental

Durante 8 semanas los grupos recibieron la siguiente intervencion:

e ler grupo — Dieta estandar y sin tratamiento

e 2do grupo — Dieta alta en grasa con administracion oral de solucion salina 10
% tween 20 (4 ml/Kg de peso)

e 3er grupo — Dieta alta en grasa con administracién oral de EPA y DHA en una
proporcion 2:1 (Shang et al., 2017; Ping et al., 2017; Liu et al., 2018) de la

marca Omega Rx, Dr Sears Zone.

La marca de EPA y DHA seleccionada, proporciona acidos grasos poliinsaturados
de omega-3 purificados de anchoas y sardinas (500 mg de EPA — 250 mg DHA /
gramo de producto). Fue seleccionada por su alta pureza, adecuada proporcién y
enriquecimiento de a-tocoferol en concentraciones supranutricionales para

asegurar su estabilidad oxidativa (70 mg/kg de producto).
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Su administracion se realizé en una dosis oral diaria de 200 mg/kg de peso
(Givens y Gibbs, 2008; Komprda, 2012; Valenzuela et al., 2013). Es importante
destacar que la dosis diaria establecida es segura, puesto que estudios indican
que la administracion de EPA y DHA no tiene efectos adversos en una dosis

farmacoldgica de hasta 3 gramos por dia (Lien, 2009; Komprda, 2012).

e 4to grupo — Dieta alta en grasa con administracion oral de fenofibrato
(control positivo) en una dosis oral diaria de 100 mg/Kg de peso (Elaidy et
al., 2017). Se implement6é como vehiculo solucién salina 10 % tween 20 (4
ml/Kg de peso).

e 5to grupo — Dieta alta en grasa con administracion oral de pioglitazona
(control positivo) en una dosis oral diaria de 30 mg/kg de peso (Lamontagne
et al., 2013). Se implementé como vehiculo solucion salina 10 % tween 20

(4 ml/Kg de peso).

Debido a que los acidos grasos poliinsaturados de omega-3 son ligandos de los
PPARs, los controles positivos seleccionados son el fenofibrato que es un
agonista sintético de PPAR-a y la pioglitazona que es agonista sintético de PPAR-
y. Durante las 24 semanas de dieta se realizé un seguimiento semanal del peso
corporal y seguimiento diario del consumo de agua y alimento. Asimismo, antes y
después de la administracion de tratamientos se determind perfil bioquimico
(triglicéridos, glucosa y colesterol total), didmetro de cintura, LHA e indice de lee.

El modelo animal es ejemplificado en la figura 3.
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Figura 3: Diagrama de flujo del modelo animal

10.2 Consumo de alimento y agua
Las cantidades de alimento y agua consumidos se determinaron para ambos
grupos diariamente a las 14: 00 horas £+ 15 minutos implementando las siguientes
formulas:

Alimento consumido (g) = Peso inicial del alimento — (Peso final del alimento + Merma)

NOTA: Se consider6 como merma ala cantidad de alimento en gramos que se encontraba fuera del comedero.

Agua consumida (ml) = Cantidad inicial del agua — Cantidad final de agua

La energia consumida semanal de los dos grupos se determiné en Kcallg

utilizando la siguiente férmula:

Energia consumida=ET x Alimento consumido semanalmente (g)

ET= Energia proporcionada con la dieta
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10.3 Pardmetros zoométricos
Se realizo un seguimiento semanal del peso corporal para ambos grupos durante
las 24 semanas que duro el modelo animal. Las mediciones se realizaron a la
misma hora (15:00 £ 15 minutos). Usando estos datos se determiné el porcentaje
de ganancia de peso mensual con la siguiente férmula:

WTf- Wi
% de ganancia de peso = ---—=---—-— X 100
Wi

Donde: WIf =Peso final en el mes Wi = Peso inicial en el mes

Por otra parte, antes y después de la intervencion del tratamiento (semana 16 y
24) se obtuvo la longitud entre el hocico y el ano (LHA) y el diametro de cintura en
centimetros usando una cinta antropométrica. Con los datos recabados, se calculo
el indice de Lee, el cual es un marcador de obesidad en ratas homélogo al IMC en

humanos (Novelliet et al., 2006).

3 L
. V' Peso corporal (g)
Indice de Lee =

LHA (cm)

10.4 Determinacion de perfil bioquimico
Para extraer una muestra de sangre venosa para la determinacion del perfil
bioquimico la metodologia fue la siguiente:
1) Vasodilatar la vena lateral.
2) Asepsia del lugar de puncién (alcohol 70 %).
3) Punzar la vena lateral con aguja acoplada a la jeringa con el bisel hacia arriba.
4) Retraer el émbolo lentamente para tomar la muestra.
5) Retirar la aguja y presionar la puncion con un algodén.
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Se determiné perfil bioquimico (glucosa, colesterol total y triglicéridos) antes y
después del tratamiento con el equipo Accutrend plus y las tiras reactivas de la
misma marca. En la tabla 6, se reportan los pardmetros bioquimicos tomados en
cuenta.

Tabla 6. Parametros bioquimicos para rata macho > 12 semanas

PARAMETROS BIOQUIMICOS mg/dL

Glucosa 90 + 15
Triglicéridos 110+ 10
Colesterol total 180 £ 50

En la tabla se observan los valores normales del perfil bioquimico en ratas macho de la cepa Wistar mayor a 12 semanas
de edad implementados como referencia. Fuente: Melo et al., 2012.
10.5 Eutanasia y diseccién

Al finalizar el desarrollo del modelo, los animales se sometieron a decapitacion
como meétodo de eutanasia tomando en cuenta un periodo de ayuno de 12 horas.
Las muestras obtenidas de tejido adiposo (retroperitoneal, epididimal,
mesenteérico, subcutaneo) fueron pesadas para determinar el indice de adiposidad
implementando las siguientes férmulas:

Peso de tejido adiposo (g) = T. A. epididimal +T. A. retroperitoneal + T. A. subcutaneo +T. A. mesentérico

, Peso de tejido adiposo (g)
Indice de adiposidad = x 100

Peso corporal (g)

Una vez que los tejidos se pesaron, fueron etiquetados y almacenados a -30 °C.

10.6 Concentracion sérica de insulinay adiponectina método de ELISA
Al finalizar la induccién de obesidad y la implementacién del tratamiento se obtuvo

una alicuota de suero (centrifugar muestra de sangre a 900 g durante 15 minutos
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a 4 °C). Para determinar las concentraciones de insulina y adiponectina se
implemento el método de ELISA tipo sandwich, la metodologia fue la siguiente:

1) Captura de las moléculas de interés del suero en los pocillos de la placa de
microtitulacién recubierta con un anticuerpo monoclonal.

2) Lavado de materiales no unidos de muestras.

3) Unién de un segundo anticuerpo monoclonal con las moléculas capturadas.

4) Lavado de materiales no unidos de las muestras.

5) Unién del conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano a los anticuerpos
inmovilizado.

6) Lavado del exceso de conjugados de enzimas libres.

7) Cuantificacion de adiponectina a través de un sustrato con tetrametilbencidina.
La actividad enzimatica se midié espectrofotométricamente por el aumento de
absorbancia a 450 nm - 590 nm después de la acidificaciéon de los productos
formados. El aumento de la absorbancia es directamente proporcional a la

cantidad de adiponectina de rata capturada del suero.

Finalmente, se determind el indice HOMA-IR (Homeostasis Model of Assessment

Insulin Resistance) considerando la siguiente formula (Olguin et al., 2015):

Insulinemia en ayunas (mU/l) x Glucemia en ayunas (mg/dl)

HOMA-IR=
405

10.7 Anélisis estadistico
El andlisis de los resultados se realizé usando el programa estadistico SPSS. Para
comparar las diferencias entre los grupos de estudio (DE y HFD) y comprobar el

estado de obesidad se hicieron pruebas de t-Student. La implementacion de esta
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prueba requiri6 demostrar que el conjunto de los datos tiene una distribucién
normal con la prueba de shapiro wilk (conveniente para muestras pequefias) e
igualdad de varianza con la prueba de Levene. Para los casos en que no se

cumplieron estas premisas se realizo la prueba de U de Mann-Withney.

Para comparar el efecto de la intervencion farmacolégica sobre los marcadores de
obesidad entre los grupos, se implementé un andlisis de varianza o andlisis de
ANOVA. El uso de esta prueba requiri6 demostrar que el conjunto de los datos
tiene una distribucion normal con la prueba de shapiro wilk (conveniente para
muestras pequefias) e igualdad de varianza con la prueba de Levene.

El disefio experimental es ejemplificado en la figura 4.

g RATAS WISTAR MACHO (8;

(5 grupos n=5 por grupo)

- Testigo

« Obeso (control)

- Obeso + Pioglitazona
 Obeso + Fenofibrato

8 semanas
30mg/ kg de peso
100 mg/ Kg de peso

*Consumo de alimento

Proporcion 2:1
* Consumo de agua

-Obeso+EPAYDHA B>  500mg/kq de peso

O

*Peso -Em + Perfil bioquimico ﬂ V.
sindice de lee @:fg Glucosa é q
+Diametro de cintura Triglicéridos 0 Y]

6=

-
Colesterol -

=
O
TEJIDO ADIPOSO % ELISA
-Epididimal H (= g =
*Mesentérico Indice de Suero W
*Subcutaneo adiposidad
*Retroperitoneal JE— Determinacionde niveles séricos
= deinsulinay adiponectina
O
(HOMA - IR)
v
Modelo hemeostatico de = 4

A ) SAtes 3
resistenciaa la insulina E -

Figura 4: Diagrama de flujo del disefio experimental
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11.- RESULTADOS

11.1 Modelo de obesidad inducida por una dieta alta en grasa

11.1.1 Consumo de alimento y agua
Durante 16 semanas de dieta, se cuantificé el consumo de agua (ml) y alimento
(9) en los grupos con DE y HFD. Como se observa en la tabla 7, el consumo

semanal por rata de agua y alimento del grupo con DE fue mayor que en el grupo

con HFD.
Tabla 7. Consumo semanal de agua y alimento de la ratas DE y HFD
CONSUMO DE AGUA CONSUMO DE ALIMENTO
GRUPOS
(ml/semanal ) (g/semanal)
Dieta estandar (DE) 314.2 £ 40.9 192.6 + 22.7
Dieta alta en grasa 268.2 +452 * 162.4 +23.7*

*p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media + desviacién estandar.

Como se observa en la figura 5 - a, el consumo semanal de agua en las ratas con
DE es superior al consumo del grupo con HFD; sin embargo, en el tercer y cuarto

mes los grupos HFD y DE son estadisticamente similares.

Para el caso del consumo semanal de alimento (figura 5-b), el comportamiento es
similar. Puesto que, el consumo de agua durante 10 semanas de dieta es mayor
en el grupo con DE. No obstante, durante las Ultimas 6 semanas el consumo de

agua de ambos grupos es similar.
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Figura 5: Consumo semanal de agua y alimento de las ratas DE y HFD
*p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media £ desviacion estandar.
Para determinar las diferencias entre la ingesta cal6rica de ambos grupos, se
determiné la energia consumida por rata semanalmente. Como se observa en la

Media * desviacion estandar.



tabla 8, el consumo de energia del grupo con HFD es mayor al del grupo con DE

con una diferencia de 219.38 kcal/semanalmente.

Tabla 8. Energia consumida (Kcal/semana) de las ratas DE y HFD

ENERGIA CONSUMIDA

GRUPOS (Kcal/semana)
Dieta estandar (DE) 674.1+ 79.5
Dieta alta en grasa 893.5+1305*

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media * desviacion estandar.

Por otro lado, en la figura 6 se observa que la energia consumida semanalmente
por el grupo con DE es decreciente en el tercer y cuarto mes; no obstante, el

grupo con HFD se mantiene contante.
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Figura 6: Energia consumida (Kcal/semana) de las ratas DE y HFD

Media * desviacion estandar.

11.1.2 Pardmetros zoomeétricos
En la tabla nimero 9, se observa el peso corporal inicial y final de los grupos con

DE y HFD. Previo a la administracién de las dietas los grupos no mostraron
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diferencia significativa; sin embargo, al terminar 16 semanas de dieta, el grupo con

HFD mostré una diferencia de peso de 103.65 gramos mayor al del grupo con DE.

Tabla 9. Peso corporal (g) inicial y final de los grupos con DE y HFD

GRUPOS PESO INICIAL (g) PESO FINAL (g)
Dieta estandar (DE) 1231+ 6.2 4415+ 16.2
Dieta alta en grasa 109.1 £ 27.1 545.1+31.2*

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media + desviacion estandar.

Asimismo en la figura 7, se observa el seguimiento semanal del peso corporal de
las ratas alimentadas con DE y HFD. En ambos grupos el peso mostré0 una
tendencia ascendente con mayor tasa de aumento de peso para el grupo con

HFD.
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PESO (g)
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TIPO DE DIETA DE I HFD

Figura 7: Peso corporal (g) de la ratas DE y HFD
*p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media + desviacion estandar.
En relacion con los parametros zoométricos, el grupo con HFD al finalizar 16
semanas de dieta mostré un diametro de cintura y longitud hocico — ano mayor al
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del grupo con DE. Puesto que el didmetro de cintura es casi dos centimetros
mayor que el de las ratas con DE. Asimismo, la longitud hocico-ano del grupo con

DE es casi un centimetro menor que en el grupo con HFD.

Tabla 10. Pardmetros zoométricos de los grupos con DE y HFD.

GRUPOS DIAMETRO DE LONGITUD iNDICE DE LEE
CINTURA (cm)  HOCICO-ANO (cm)
Dieta alta en grasa 21.0+06* 222+02 * 0.366 +0.004 *

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media + desviacion estandar.

Finalmente, al concluir las 16 semanas de dieta el indice de lee del grupo con HFD

fue significativamente mayor que el del grupo con DE.

11.1.3 Perfil bioquimico
Los resultados del perfil bioquimico indican que la concentracion de triglicéridos y
glucosa en el grupo con HFD, es mayor a la del grupo con DE. Sin embargo, los

niveles de colesterol permanecieron similares después de 16 semanas de dieta.

Tabla 11.- Perfil bioquimico (mg/dl) de los grupos con DE y HFD.

TRIGLICERIDOS ~ GLUCOSA  COLESTEROL
GRUPOS (mg/dI) (mg/dI) (mg/dI)
Dieta estandar (DE) 105.6 + 5.6 824+ 3.6 158.8 + 4.7
Dieta alta en grasa 1249 +6.3* 106.7+7.1* 164.5 £ 3.7

*p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media + desviacion estandar.
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Figura 8: Ratas Wistar macho de los grupos con DE y HFD

Ratas alimentadas durante 16 semanas: DE con un peso de 421.5 gramos y HFD con un peso de 578 gramos

11.2 Efecto de los acidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico

11.2.1 Consumo de alimento y agua
Al concluir la induccion de obesidad con la dieta, se administré durante 8 semanas
tratamiento y se determiné el consumo semanal por rata de agua y alimento.
Se observo que en los grupos con DE y HFD+Omega-3 el consumo de agua fue
superior al del grupo con HFD. Asimismo, el consumo de alimento del grupo con

HFD fue significativamente menor al consumo del resto de los grupos.
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Tabla 12.- Consumo de aguay alimento durante 8 semanas de tratamiento.

CONSUMO DE AGUA
GRUPOS CONSUMO DE ALIMENTO

(ml/semana) (g/semana)
Dieta estandar (DE) 353.6 £ 51.0 192.6 £17.5
Dieta alta en grasa 307.0£354* 1545+142*
+ OMEGA-3 346.2£349# 1721 + 233 #
+ FENOFIBRATO 286.7 £ 22.4 178.7 £ 20.3 #
+PIOGLITAZONA 302.2 £25.0 1724 +19.0 #

*p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.

Como se observa en la tabla 13, se determind la energia consumida por rata
semanalmente. El grupo con DE presentd un consumo de energia
significativamente menor al consumo del grupo con HFD. Sin embargo, durante la
administracion del tratamiento el consumo de energia de los grupos HFD+Omega-

3, HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona fue mayor al del grupo con HFD.

Tabla 13.- Energia consumida durante 8 semanas de tratamiento.

ENERGIA CONSUMIDA

GRUPOS (Kcal/semana)
Dieta estandar (DE) 674.1+ 61.2
Dieta alta en grasa 8288+ 76.4*
+ OMEGA-3 918.4 + 138.1#
+ FENOFIBRATO 9525+ 111.6#
+ PIOGLITAZONA 919.3+107.3 #

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con
respecto a HFD). Media £ desviacion estandar.
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11.2.2 Pardmetros zoométricos
A partir del seguimiento semanal del peso corporal de los grupos durante las 8
semanas de tratamiento se gener6 la tabla nimero 14. Se puede observar que
antes del tratamiento, el peso corporal del grupo DE es menor al del resto de los
grupos. Ademas, los 4 grupos con HFD no mostraron diferencias entre si.
Al finalizar la administracion del tratamiento, nuevamente el peso de los 4 grupos
con HFD difirié del grupo con DE; sin embargo, no presentaron diferencia entre si.

Por tal motivo, la administracién de tratamiento no modificé el peso corporal.

Al determinar la ganancia de peso, se observo que el grupo con HFD+Omega-3
mostréo mayor aumento de porcentaje de peso con respecto al resto de los grupos

(DE, HFD, HFD +Fenofibrato y HFD+ Pioglitazona).

Tabla 14. Peso (g) antes y después de la administracion de tratamiento.

PESO (g) PESO (g) % DE GANANCIA
GRUPO _ ] )
Antes del tratamiento = Después del tratamiento DE PESO
DE 4415+ 16.2 479.8 +16.3 8.7+3.3
548.1 +34.4* 649.3 £66.5 * 18.2+6.0
+ OMEGA-3 542.8 £24.5 651.8 + 38.3 20.0 £ 2.7
+ FENOFIBRATO 549.7 + 38.8 617.1 £67.2 12.0+4.9
+ PIOGLITAZONA 540.0 + 35.5 636.2 £ 62.4 17.8+8.9

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.

Con respecto al didmetro de cintura antes del tratamiento, la tabla namero 15

muestra que el grupo con DE tenian un diametro de cintura menor al de los grupos
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con HFD (HFD, HFD+Omega-3, HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona). Sin
embargo, al analizar las medias entre los 4 grupos con HFD no se encontré

diferencia.

Estos resultados también fueron observados al finalizar los 8 meses de
tratamiento. Por tanto, la administracion de tratamiento no gener6 en cambio en el

didmetro de cintura de las ratas.

Tabla 15. Diametro de cintura (cm) antes y después de la administracion de tratamiento.

DIAMETRO DE CINTURA DIAMETRO DE CINTURA
GRUPO (cm) (cm)
Antes del tratamiento Después del tratamiento

DE 19.0£ 03 195+0.3
21.0+£05* 228+14*

+ OMEGA-3 21.2+£0.7 22.1+£04

+ FENOFIBRATO 20.9x0.6 21.5+£0.3
+ PIOGLITAZONA 21.0+0.7 222+ 05

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media * desviacidn estandar.

Por lo que se refiere al indice de Lee, las ratas alimentadas con DE presentaron
antes y después de las 8 semanas de tratamiento un indice de lee menor al resto
de los grupos. No obstante, los grupos con HFD no mostraron diferencias entre si,
por tanto, la administracién de tratamiento durante 8 semanas tampoco genero

cambio en el indice de lee.
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Tabla 16. indice de lee antes y después de la administracion de tratamiento.

GRUPO s ety Dasuts dt st
DE 0.352 +0.002 0.359 +0.002
0.370 +£0.004 * 0.373 £0.002 *
+ OMEGA-3 0.367 +0.003 0.370 £ 0.001
+ FENOFIBRATO 0.365 +0.003 0.369 + 0.001
+ PIOGLITAZONA 0.365 +0.003 0.373 +£0.003

*p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.

11.2.3 Perfil bioquimico
En cuanto al perfil bioquimico, antes del tratamiento las ratas alimentadas con DE
tenian una concentracion de triglicéridos y glucosa menor a la observada en los
grupos 4 grupos con HFD. No obstante, al concluir 8 semanas de tratamiento se

mostraron cambios interesantes.

Como se observa en la tabla 17, la concentracién de triglicéridos del grupo con DE
es significativamente menor a la del grupo con HFD. Asimismo, la concentracion
después de 8 semanas de tratamiento en los grupos con HFD+Omega-3,
HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona es menor que la cuantificada por el grupo
con HFD (figura 9-a). Por tanto, la intervencion de 8 semanas de tratamiento

genero un efecto cuantificable sobre la concentracion de triglicéridos.
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Tabla 17. Triglicéridos en sangre (mg/dl) antes y después de la administracion de tratamiento.

TRIGLICERIDOS (mg/dl) = TRIGLICERIDOS (mg/dl)

GRUPO . . X
Antes del tratamiento Despueés del tratamiento

DE 105.6 + 5.6 117.6 +6.5 1
1256 +65* 166.0+£5.8* 1
+ OMEGA-3 126.2 + 8.9 106.6 £ 5.0 # !
+ FENOFIBRATO 123.0+44 105.8+12.0 # |
+PIOGLITAZONA 124.8 +6.5 1100 + 86# |

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.

Por otro lado, la concentracion de glucosa después del tratamiento en el grupo con
HFD fue superior a la cuantificada por el grupo con DE. Ademas, los 3 grupos con
tratamiento (HFD+Omega-3, HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona) mostraron
una concentracion menor a la del grupo con HFD (figura 9-b). Por tanto, el

tratamiento genero un efecto cuantificable sobre la concentracion de glucosa.

Tabla 18. Glucosa en sangre (mg/dl) antes y después de la administracion de tratamiento.

GRUPO GLUCOSA (mg/dl) GLUCOSA (mg/dl)
Antes del tratamiento Después del tratamiento
DE 824 +36 92.0 +6.8 1
106.6 £ 10.7 * 117.6 £10.4 * 7
+ OMEGA-3 104.6 +5.8 90.0+16.0 # |
+ FENOFIBRATO 108.0 + 6.4 86.2+69 # |
+ PIOGLITAZONA 107.6 £6.2 840+6.0 # |

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.
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Con respecto a la concentracidon de colesterol, como se observa en la tabla 19, las
medias de los 5 grupos antes y después del tratamiento no presentaron diferencia

significativa entre si.

Tabla 19. Colesterol en sangre (mg/dl) antes y después de la administracién de tratamiento.

COLESTEROL (mg/dl) COLESTEROL (mg/dI)

GRUPO Antes del tratamiento Después del tratamiento
DE 158.8 +4.7 163.6 £45
162.8 +4.1 166.8 + 2.5
+ OMEGA-3 164021 1614 £ 4.1
+ FENOFIBRATO 164.4 £2.7 159.2 £ 54
+ PIOGLITAZONA 164.0 4.3 166.0 = 2.5

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media * desviacidn estandar.

11.2.4 Tejido adiposo blanco
Al concluir las 8 semanas de tratamiento, se disecciono y peso el tejido adiposo
epididimal, mesentérico, retroperitoneal y subcutdneo. Como se observa en la
tabla 20, en el grupo con HFD el peso de los 4 tipos de tejido adiposo fue mayor al
cuantificado en el grupo con DE. No obstante, no se observé que la administracion
del tratamiento provocara una diferencia en el peso del tejido adiposo epididimal y
mesentérico entre el grupo con HFD y los grupos HFD+Omega-3,

HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona.

Por otra parte, los grupos con HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona mostraron

menor peso del tejido adiposo retroperitoneal que el grupo con HFD.
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Tabla 20. Peso del tejido adiposo epididimal, mesentérico, retroperitoneal y subcutaneo (g).

TEJIDO TEJIDO TEJIDO TEJIDO
GRUPO EPIDIDIMAL = MESENTERICO RETROPERITONEAL SUBCUTANEO
(9) ()] ()] )]

DE 48+03 3.3+0.7 46+04 1.8+0.2
122+2.7%* 7.7+25%* 20.8+26* 127+24%*

+ OMEGA-3 9.1+19 6.1+1.1 17.6+2.3 77+23#

+ FENOFIBRATO 87+28 6.4+28 15.1+1.7# 10.4+2.6
+ PIOGLITAZONA 13.7+1.9 6.0+0.7 15.9+2.7# 17.4+08#

*p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.

Asimismo, al finalizar la administracion de 8 semanas de tratamiento, el peso del
tejido adiposo subcutaneo del grupo con HFD+Omega-3 fue significativamente
menor al del grupo con HFD. Finalmente, el grupo con HFD+Pioglitazona presento
un peso del tejido adiposo subcutaneo mayor al del grupo con HFD. Los cambios
en el peso de este tejido sugieren modificaciones en la actividad metabdlica (p —

oxidacion, lipogénesis).

Tabla 21. Porcentaje de adiposidad después de 8 semanas de tratamiento.

GRUPO % DE ADIPOSIDAD
DE 3.0+0.2
82+09*
+ OMEGA-3 6.2+05#
+ FENOFIBRATO 6.5+08#
+ PIOGLITAZONA 8.3+0.6

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.
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Al analizar el porcentaje de adiposidad del grupo con HFD, se observé diferencia
significativa respecto al grupo con DE, puesto que el porcentaje de adiposidad fue
mayor. No obstante en los grupos con HFD+Omega-3 y HFD+Fenofibrato se

cuantificé un porcentaje de adiposidad menor al del grupo con HFD.

11.2.5 Concentracion de adiponectina e insulina en sangre
En la tabla 22, se observan las concentraciones de adiponectina e insulina en
sangre después de 8 semanas de tratamiento. El grupo con HFD presenté una
concentracion de adiponectina menor a la cuantificada en el grupo con DE; sin
embargo, no se observa diferencia significativa entre los grupos con HFD con

tratamiento (figura 10-a).

Tabla 22. Concentracion de Adiponectina e Insulina al finalizar 8 semanas de dieta

GRUPO ADIP((DHI;I/i;:TINA IN(Snl:/Ir_nII;\IA
DE 22.2+3.9 2.1+0.6
13.3+2.7* 3.3+04*
+ OMEGA-3 18.5+6.3 2.6 +0.7
+ FENOFIBRATO 16.5+5.8 21+05
+ PIOGLITAZONA 19.3+34 25+05

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media * desviacidn estandar.

Por otro lado, la concertacion de insulina cuantificada en el grupo con DE fue
mayor a la del grupo con HFD. No obstante, de manera similar al caso de la

adiponectina, en los grupos con tratamiento (HFD+Omega-3, HFD+Fenofibrato y
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HFD+Pioglitazona) no se observo diferencia con respecto al grupo con HFD (figura

10-b).

HFD HFD HED HFD
+OMEGA-3  +FENOFIBRATO +PIOGLITAZONA
b) Barras de error: +- 1 0T

INSULINA (ng/ml)

HFD HFD HFD HFD
+OMEGA-3  +FENOFIBRATO +PIOGLITAZONA

Barras de enor: +- 1 DT

Figura 10: Concentracién de Adiponectina e Insulina (ng/ml) al finalizar 8 semanas de dieta
* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). Media + desviacién estandar.
11.2.6 Indicador de resistencia a la insulina HOMA-IR
Debido a que se determiné la concentracion de glucosa e insulina en ayunas, fue
posible obtener el modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina
(HOMA-IR). Como se observa en la tabla 23, el indice HOMA-IR del grupo con
HFD fue mayor que el obtenido por el grupo con DE.
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Tabla 23. indice HOMA - IR después de 8 semanas de tratamiento

GRUPO HOMA - IR
DE 0.495+0.15
0.967 +£0.07 *

+ OMEGA-3 0.579+0.18 #

+ FENOFIBRATO 0.464 +£0.14 #
+ PIOGLITAZONA 0.530+0.11 #

* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.

Asimismo, a consecuencia de las 8 semanas de tratamiento los grupos con
HFD+Omega-3, HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona obtuvieron un HOMA-IR

significativamente menor al del grupo con HFD.
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]
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HFD HFD + OMEGA 3 HFD + FENOFIBRATO HFD + PIOGLITAZONA
Barras de srmor: +- 1 DT

Figura 11: indice HOMA-IR al finalizar 8 semanas de dieta
* p < 0.05 (Diferencia significativa con respecto al grupo con DE). # p < 0.05 (Diferencia significativa con

respecto a HFD). Media + desviacion estandar.
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HFD + FENOFIBRATO HFD + PIOGLITAZONA

FIGURA 11.- Ratas Wistar macho al finalizar 8 semanas de tratamiento.

12. - DISCUSION

En las dltimas décadas, el consumo de &cidos grasos omega-3 se popularizé por
su efecto positivo sobre la salud (Wang y Huang, 2015). Los primeros estudios
realizados a partir de los afios 80s denotaron su potencial para prevenir o tratar
enfermedades cardiovasculares (Bang et al., 1980; Connor et al., 1985; Burr et al.,
1989). Posteriormente, se estudio el efecto de los acidos grasos omega-3 para
otras patologias (Rodriguez, 2015). A partir de estos estudios, se propuso que la

administracion de EPA y DHA podria ejercer un efecto terapéutico para la
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obesidad. No obstante, los resultados publicados hasta ahora son contradictorios.
Por esa razon el objetivo del presente proyecto es evaluar el efecto del EPA y el
DHA sobre marcadores de obesidad en ratas macho Wistar con dieta alta en

grasa.

12.1 Modelo de obesidad inducida por una dieta alta en grasa
Para el cumplimiento de los objetivos del presente proyecto, 25 ratas Wistar
macho fueron alimentadas durante 16 semanas con una dieta estandar (n=5) y

una dieta alta en grasa (n=20).

La eleccion de la dieta alta en grasa como método de induccion de obesidad, se
debid a que se aproxima a las caracteristicas fisiopatologicas de la obesidad en
humanos. Asimismo, su composicion bien establecida permite el control del valor
energético de la dieta. Finalmente, estudios en humanos han demostrado una
correlacién positiva entre la ingesta de grasa y el aumento de peso (George et al.,
1990; Hariri y Thibault, 2010). Dado que en roedores existe una correlacion
similar, se considera el uso de esta dieta un modelo apropiado para estudiar la

obesidad alimentaria (Hariri y Thibault, 2010).

12.1.1 Consumo de alimento y agua
Los resultados mostraron que el grupo con DE consumié mayor cantidad de
alimento y agua que el grupo con HFD. Al revisar estudios previos se concluyo
gue lo obtenido es congruente. Puesto que, al implementar dieta alta en grasa el
consumo de alimento disminuye (Diaz et al., 2017). La razén podria ser la

activacion de sistemas que regulan la ingesta en momentos en que se detecta un
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aumento caldrico (Diaz et al., 2017; Ramalho et al., 2017). El objetivo es

claramente preservar la homeostasis energética (Diaz et al., 2017).

En el caso del consumo de agua, estudios desarrollados previamente coinciden
gue el consumo de alimento tiene un papel esencial (Ramalho et al., 2017). Dado
qgue, se sugiere una correlacién positiva entre el consumo de carbohidratos y la
ingesta de agua (Kendig et al., 2015). Debido a que la composicion de la DE tiene
30% mas carbohidratos que la HFD, el consumo de agua en las ratas con DE es

mayor.

Para explicar el aumento de peso en las ratas con HFD a pesar de que el
consumo de alimento es menor que en las ratas con DE, es pertinente hablar del
valor energético de las dietas. Como se reporta en la tabla 4, el aporte energético
de HFD es mas elevado. Por tanto, la media del consumo energético semanal del
grupo con HFD es 219.38 Kcal mayor al del grupo con DE. Es decir, las ratas
disminuyeron la cantidad de alimento; sin embargo, su ingesta energética fue

mayor.

12.1.2 Parametros zoometricos
En el caso del peso corporal, se observé que las ratas con DE al finalizar 16
semanas de dieta mostraron un peso congruente con lo previamente publicado.
Puesto que, el peso esperado por ratas macho Wistar de 20 semanas de edad es

de 400 a 500 gramos (Nistiar et al., 2012; Marques et al., 2015).

Si bien, el umbral estandar para obesidad en ratas no se ha desarrollado como en

los seres humanos, es posible categorizar basandonos en el peso corporal.
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Estudios consideran obesidad moderada cuando el peso corporal en el grupo
obeso es del 15 al 30 por ciento mayor al del grupo control (Harrold et al., 2000;
Woods et al., 2003; Hariri y Thibault, 2010). Por tanto, cuando el porcentaje supera

el 30% se denomina obesidad severa (Hariri y Thibault, 2010).

Los resultados obtenidos indicaron que el grupo de ratas con HFD obtuvieron
mayor aumento de peso. Al comparar el grupo de ratas DE con el grupo HFD se
observé una diferencia de peso de 103.65 g. Es decir 23.4 % mas, por tanto, se
obtuvo un modelo de obesidad moderada (Harrold et al., 2000; Woods et al., 2003;

Hariri y Thibault, 2010).

Por otro lado, el grupo con HFD presentd mayor aumento de los parametros
zoométricos. En el caso del diametro de cintura, la media del grupo con HFD al
finalizar 16 semanas de dieta es de 3 a 4 centimetros mas de lo esperado en las
ratas control (Novelli et al., 2006). En el caso del indice de lee, estudios previos
indican que ratas de peso normal obtienen valores de 0.33 a 0.35 (Garg y Singh,
2005). Asimismo, en ratas con obesidad el indice de lee esperado esta por encima
de 0.36 (Garg y Singh, 2005; Nascimento et al., 2013). Debido a que la media del
indice de lee del grupo con HFD fue de 0.366, los resultados obtenidos son

congruentes con lo esperado por ratas con obesidad.

12.1.3 Perfil bioquimico
Al finalizar 16 semanas de dieta, se determind la concentracion sérica en ayunas
de glucosa, colesterol y triglicéridos. En el caso de los triglicéridos, se observé que

el grupo con HFD tiene una concentraciéon significativamente mayor al grupo con
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DE. Debido a que los pardmetros indican que la concentracion de triglicéridos en
ratas de peso normal es de 100 a 120 mg/dL, la media obtenida en las ratas con
DE esta dentro del rango esperado (105.6 mg/dl) (Melo et al., 2012). En el caso
del grupo con HFD, la concentracion de triglicéridos fue de 124.9 mg/dL, por lo

tanto, aumenté como consecuencia de la intervencion de la dieta.

Por otro lado, la concentracibn de la glucosa del grupo con HFD es
significativamente mayor a la del grupo con DE. Al igual que en el caso de los
triglicéridos, la media de la concentracion de glucosa en las ratas alimentadas con
DE entra en los parametros de referencia en ratas de peso normal (75 a 105
mg/dL) (Garg y Singh, 2005; Melo et al., 2012). No obstante, el grupo con HFD

tiene una media de 106.70 mg/dL y por tanto sale del rango.

Finalmente, en el caso del colesterol, el grupo con DE y el grupo con HFD
reportaron medias de 158.8 y 164.5 mg/dL respetivamente. Por tal motivo, entran
en el rango de los parametros de referencia (130 a 230 mg/dL) y no se puede

concluir diferencia asociada a la dieta (Melo et al., 2012).

En sintesis, la administracion de dieta durante 16 semanas favorecidO una
diferencia significativa entre el grupo con DE y en grupo con HFD en los
marcadores de obesidad (peso, diametro de cintura e indice de lee) y el perfil

bioquimico. Esta diferencia permite validar el modelo de obesidad.

12.2 Efecto de los acidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico
Al finalizar el proceso de induccion de obesidad, el grupo con HFD fue

segmentado aleatoriamente para obtener los siguientes grupos: DE (n=5); HFD
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(n=5); HFD+Omega-3 (n=5); HFD+Fenofibraro (n=5) y HFD+Pioglitazona (n=5).

Posteriormente, se administrd tratamiento durante 8 semanas.

Para evaluar el efecto del EPA y el DHA se determinaron nuevamente los
parametros zoométricos (peso, didmetro de cintura e indice de lee). Asimismo, se
obtuvo el perfil bioquimico (glucosa, triglicérido y colesterol) y el peso del tejido
adiposo (mesentérico, epididimal, retroperitoneal y subcutaneo). Finalmente se

determino la concentracion de adiponectina e insulina en sangre.

12.2.1 Parametros zoometricos
Tal como se observo antes del tratamiento, el peso corporal de las ratas con HFD
es significativamente mayor al del grupo con DE. No obstante, no se observo
diferencia entre el grupo con HFD y el grupo con HFD+Omega-3. Es decir, no se
cuantificé una disminucion de peso asociada a la administracion de EPA y DHA.
Los resultados son congruentes con estudios publicados previamente (Gaiva et
al., 2001; Gonzalez et al., 2009; Nishan et al., 2010). Puesto que, indican que la
administracion de estos acidos grasos no disminuye el peso; sin embargo, reduce
el tejido adiposo e incluso en algunos casos aumenta la masa muscular (Li et al.,
2008; Chacinska et al., 2019). De manera similar, en los grupos con
HFD+Pioglitazona y HFD+Fenofibrato no se identificé algin cambio en el peso

asociado al tratamiento.

Por otro lado, en el grupo con HFD el didmetro de cintura fue significativamente
mayor al grupo con DE con una diferencia equivalente al 16 %. No obstante, no se

identifico diferencia entre el grupo con HFD y los grupos con tratamiento
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(HFD+Omega-3, HFD+Pioglitazona y HFD+Fenofibrato). Por tanto, no se

determino efecto asociado a la administracion de EPA y DHA.

Finalmente, el indice de lee del grupo con DE fue significativamente menor al del
grupo con HFD; sin embargo, entre los grupos con HFD no se observo diferencia
promovida por la administracion de tratamiento. Esto resulta congruente con lo

observado en trabajos previos (Sharma y Agnihotri, 2020).

12.2.2 Perfil bioquimico
La administracion del tratamiento durante 8 semanas, generd resultados
interesantes, puesto que, se observaron cambios en la concentracion de
triglicéridos y glucosa. En el grupo con HFD, tal como se observo previamente, la
concentracion sérica de triglicéridos es mayor a la observada en el grupo con DE.
No obstante, al comparar el grupo HFD con el grupo HFD+Omega-3 se identificd
en este ultimo una concentracion de triglicéridos significativamente menor. Estos
cambios asociados a la administracion de los acidos grasos de omega-3 también
fueron observados en publicaciones previas (Jen et al., 1989; lkeda et al., 2001;
Sharma y Agnihotri, 2020). En el caso de los grupos con HFD+Fenofibrato y
HFD+Pioglitazona, se identific6 una concentracion de los triglicéridos
significativamente menor a la del grupo con HFD. Estos resultados coinciden con

estudios previamente publicados (Tan, 2003; Sun et al., 2015).

En el caso de la glucosa, al finalizar las 8 semanas de tratamiento en el grupo con
DE se observé una concentracion significativamente menor que en las ratas con

HFD. Asimismo, como consecuencia de la administracion de tratamiento, en los
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grupos HFD+Omega-3, HFD +Fenofibrato y HFD+Pioglitazona la concentracion de
glucosa es significativamente menor al grupo con HFD. EI efecto del EPA vy el
DHA sobre la glucosa sérica en ayunas se observo previamente (Nishan et al.,
2010; Ahmed y Amr, 2014). Finalmente, con respecto a la concentracion de
colesterol no se observé diferencia asociada al tratamiento en ninguno de los

grupos.

12.2.3 Tejido adiposo blanco

Al cuantificar el tejido adiposo en las ratas al finalizar el tratamiento, se confirmd
gue el porcentaje de adiposidad del grupo con HFD fue superior al del grupo con
DE. Dado que estudios previos indican que el porcentaje de adiposidad en ratas
de peso normal es de 3 a 5%, el grupo con DE coincide con lo esperado en ratas
control (Garg y Singh, 2005; Leopoldo et al., 2016). Asimismo, el grupo con HFD
presentd un porcentaje de 8.2% y por tanto se confirma el estado de obesidad.

Por otro lado, en los grupos con HFD+Omega-3 y HFD+Fenofibrato la media del
porcentaje de adiposidad fue significativamente menor al grupo con HFD. Este
efecto de la administracion de EPA y DHA sobre el porcentaje de obesidad es
congruente con estudios previos (Gaiva et al., 2001; Lionetti et al., 2014; Sharma y

Agnihotri, 2020).

Al analizar el peso del tejido adiposo epididimal, mesentérico, retroperitoneal y
subcutaneo, los resultados mostraron que el grupo con HFD obtuvo una media
significativamente mayor al del grupo con DE. Sin embargo, en los grupos con
tratamiento (HFD+Omega-3, HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona) no se observo
diferencia en el tejido epididimal y mesentérico.
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No obstante, la administracion del EPA y el DHA promovi6 la disminucion del
tejido adiposo subcutdneo. Un estudio publicado recientemente coincidié con lo
observado (Sharma y Agnihotri, 2020). De manera contraria, en el grupo con
HFD+Pioglitazona, el peso del tejido subcutaneo fue significativamente mayor al
del grupo con HFD. Estos resultados fueron observados en estudios realizados

previamente (Tran et al., 2008; Tchkonia et al., 2013).

12.2.4 Concentracion de adiponectina e insulina en sangre
Al finalizar las 8 semanas de tratamiento, se observé que la media de la
concentracion de adiponectina en sangre de las ratas con HFD fue
significativamente menor al del grupo con DE. Los resultados son congruentes con
lo esperado, puesto que en ratas obesas la concentracion de adiponectina en
sangre es menor que en ratas de peso normal (Martinez et al., 2009). No obstante,
en las ratas con HFD+Omega-3, HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona no se

observo diferencia asociada al tratamiento en ninguno de los grupos.

En el caso de la de insulina, al finalizar las 8 semanas de tratamiento el grupo con
HFD presentd una media de la concentracion de insulina significativamente
superior a la del grupo con DE. Dado que la bibliografia indica que los valores de
insulina en ratas de peso normal son de 1- 2.5 ng/ml, la media entra en el rango
esperado en ratas control (Leopoldo et al., 2016). Por lo contrario, el grupo con
HFD sale del rango y por tanto presenta hiperinsulinemia. En el caso de las ratas
con HFD+Omega-3, HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona no se observo

diferencia en la concentracion de la insulina asociada al tratamiento.
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12.2.5 Indicador de resistencia a la insulina HOMA-IR
El HOMA-IR es una estimacion de la resistencia a la insulina, por tanto, valores
altos denotan baja sensibilidad a la misma. Al analizar el indice HOMA-IR, los
resultados indicaron que el grupo con HFD present6é una media significativamente
mayor al grupo con DE. Estos resultados son congruentes con lo esperado, puesto
gue en ratas sometidas a dieta hipercalorica el aumento del HOMA-IR es

comunmente observado (ElI-Gendy y Abbas, 2014; Chacinska et al., 2019).

En el grupo HFD+Omega-3, el indice de HOMA-IR es significativamente menor al
del las ratas con HFD. Por tanto, se puede sugerir que la administracion de EPA 'y
DHA aumenta la sensibilidad a la insulina. Un estudio publicado recientemente
coincidié con lo observado (Chacinska et al., 2019). Finalmente, en el caso de los
grupos HFD+Fenofibrato y HFD+Pioglitazona, la administracion de tratamiento
también promoviéo una media del indice HOMA-IR menor a la observada en el

grupo con HFD.

13. - CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio, permiten confirmar que la ingesta
de una dieta alta en grasa (10.2% proteinas, 26.4% carbohidratos y 63.4% lipidos)
durante 16 semanas promueve un cambio en el peso, el diametro de cintura y el
indice de lee. Ademas, modifica la concentracion de triglicéridos y glucosa en
sangre. No obstante, no se observan cambios sobre la concentracién de

colesterol.

67



Asimismo, el presente proyecto demostré que la suplementacién diaria de 200
mg/kg de peso de EPA y el DHA (proporcion 2:1) por 8 semanas en el grupo con
dieta alta en grasa disminuye la concentracion sérica de los triglicéridos y la
glucosa de manera similar a los controles positivos (Fenofibrato y Pioglitazona).
Por lo cual probablemente el EPA y DHA actuen como agonistas de PPARa y
PPARy. También, disminuye el indice HOMA-IR, el porcentaje de adiposidad y el
peso del tejido adiposo subcutaneo. Los cambios observados sugieren
modificaciones en la actividad metabolica, no obstante, no se observaron cambios

sobre los parametros zoometricos (peso, diametro de cintura e indice de lee).

14.- PERSPECTIVAS

Los resultados del presente proyecto sugieren modificaciones en la actividad de
los moduladores de la lipdlisis, la B-oxidacion, la adipogénesis, la sensibilidad a la
insulina y la termogénesis. Por esa razdn, se plantea evaluar el efecto del EPA y el
DHA sobre la expresion génica y proteinica de moduladores del metabolismo en el

tejido adiposo, el higado y el musculo esquelético.

Para el cumplimiento de este objetivo, se propone lo siguiente:

Evaluar el efecto del EPA y DHA sobre la expresién génica y proteinica de los
factores de transcripcion PPAR a, PPAR y y SREBP-1c en el higado, musculo

esquelético, tejido adiposo subcutaneo y visceral.

Evaluar el efecto del EPA y DHA sobre la expresién génica y proteinica de
mediadores clave de la sefializacion de la insulina INSR, ISR-1 y GLUT-4 en

musculo esquelético, tejido adiposo subcutaneo y visceral.
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Evaluar el efecto del EPA y DHA sobre la expresion génica y proteinica de ACC y

FAS en higado.
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