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RESUMEN

El sector de la poblacion constituido por los infantes lactantes es el que se encuentra mayormente
expuesto a los productos que contienen grandes cantidades de Acidos Grasos Omega 3 (®-3),
especialmente por formulas lacteas y suplementos alimenticios. Esta situacion tiene origen en las
supuestas propiedades benéficas para el desarrollo neurocognitivo que se le atribuyen a estos
lipidos, contexto en el cual son ampliamente recomendados. Actualmente los ®-3 son
consumidos de forma, hasta cierto punto, excesiva lo cual demuestra la importancia de estudiar
sus efectos mas alla de los beneficios. Objetivo: Analizar la incorporacion y que efecto tienen los
®-3 en las membranas mitocondriales, verificar la presencia y accién de los mismos en tejido
cerebral y hepatico asi como su efecto en la ganancia de peso, peso de los 6rganos internos y
también su accion en parametros fisioldgicos como la concentracion de glucosa, colesterol y
triglicéridos en sangre. Metodologia. Se obtuvieron 12 ratas macho y 12 hembras recién nacidas,
6 de cada sexo fueron tratadas con una dosis oral diaria de ®-3 en forma de aceite de linaza como
fuente de &cido linolénico (125 mg/kg de peso) durante 30 dias ajustando la dosis al peso del
animal diariamente. Para evaluar la utilizacion de la glucosa se realizo la curva de tolerancia a la
glucosa, se mantuvo en ayuno a los animales durante 8 horas y posteriormente se administraron 3
g de dextrosa por kg de peso en un volumen final de 0.5mL, se determiné la concentracion de
glucosa antes de la suplementacién con dextrosa y cada 30 minutos posteriores a esta, se continuo
la evaluacion hasta Ilegar a los 120 minutos. Los animales se sacrificaron al mes de edad con una
sobredosis de pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso) y se colectaron los 6rganos internos
incluyendo cerebro. Se obtuvo una muestra de sangre por puncion en la cola para determinar la
concentracion de triglicéridos, colesterol y glucosa con un equipo Accutrend de Roche®©. Se
extrajeron mitocondrias de higado por centrifugaciones diferenciales. La composicién de acidos
grasos de las muestras de tejidos (hepatico y cerebral) y mitocondrias hepéticas fue determinada
con cromatografia de gases en un equipo Clarus 500 de Perkin Elmer con detector de ionizacion
de flama. Se midié la lipoperoxidacion en mitocondrias con la técnica de TBARS observando la
concentracion de malondialdehido. La respiracion mitocondrial se midio en una camara de vidrio
a 37°C (en constante agitacion) con medio de respiracion adicionando una solucion de
mitocondrias hepaticas y ADP, se midid el consumo de oxigeno con un electrodo tipo Clark el

cual registraba los datos en un equipo de computo. Resultados: Se observaron diferencias en el



peso y concentracion de glucosa de las ratas hembra, las suplementadas con ®-3 presentan un
peso 19.7% inferior a su control, y diferencia estadistica en las concentraciones de glucosa. La
concentracion de glucosa se mantiene en un rango de 80 a 100 mg/dL en todos los grupos. Los
pesos de los érganos no mostraron diferencias estadisticas mas que en rifiones al comparar entre
hembras y machos y en cerebros siendo los cerebros de ambos grupos de hembras mas pesados
que los de los machos control. En animales con suplemento de -3 se observan diferencias en la
composicion de acidos grasos de tejidos cerebral, higado y mitocondrias hepaticas. Se registro
mayor lipoperoxidacion en el caso de machos con -3 mostrando diferencia estadistica con el
grupo control macho y control hembra. Conclusion: La administracion cronica de acido
linolénico (»3) en ratas lactantes tienen efectos puntuales en pardmetros morfologicos y
fisiologicos. Existen diferencias en las composiciones de acidos grasos de higado, cerebro y
mitocondrias hepéticas de hembras y machos que podrian estar ligadas al consumo de ®3. El
consumo excesivo de ®-3 tiene un efecto en el aumento de la lipoperoxidacion; esta situacion

puede tener efectos en la respiracion mitocondrial.



ABSTRACT

The sector of the population consisting of nursing infants is the mostly exposed to products that
contain large amounts of Omega 3 Fatty Acids (®-3), especially from infant formulas and food
supplements. This situation has its origin in the supposed beneficial properties for the
neurocognitive development that are attributed to these lipids, context in which they are widely
recommended. Currently the ®-3 is consumed in a way, to some extent, excessive which
demonstrates the importance of studying their effects beyond the benefits. Objective: To analyze
the incorporation and effect of ®-3 on mitochondrial membranes, verify the presence and action
of these in brain and liver tissue as well as their effect on weight gain, weight of internal organs
and also their action in physiological parameters such as the concentration of glucose, cholesterol
and triglycerides in blood. Methodology: We obtained 12 male rats and 12 newborn females, 6
of each sex were treated with a daily oral dose of ®-3 in the form of flaxseed oil as a source of
linolenic acid (125 mg / kg of weight) for 30 days adjusting daily the dose to the weight of the
animal. To evaluate the glucose utilization, the glucose tolerance curve was carried out, the
animals were fasted for 8 hours and subsequently 3 g of dextrose per kg of weight were
administered in a final volume of 0.5mL glucose concentration before dextrose supplementation
and every 30 minutes after dextrose supplementation, the evaluation was continued until 120
minutes. Animals were sacrificed at one month of age with an overdose of sodium pentobarbital
(40 mg / kg body weight) and internal organs including brain were collected. A blood sample was
obtained by puncture in the tail to determine the concentration of triglycerides, cholesterol and
glucose with an Accutrend team from Roche®©. Liver mitochondria were extracted by differential
centrifugations. The fatty acid composition of tissue samples (hepatic and cerebral) and liver
mitochondria was determined with gas chromatography on a Perkin Elmer Clarus 500 device
with flame ionization detector. The lipoperoxidation in mitochondria was measured with the
TBARS technique observing the concentration of malondialdehyde. Mitochondrial respiration
was measured in a glass chamber at 37 ° C (in constant agitation) with breathing medium adding
a solution of liver mitochondria and ADP, the oxygen consumption was measured with a Clark
electrode which recorded the data in a computer equipment. Results: Differences were observed
in the weight and glucose concentration of female rats, those supplemented with (-3 had a
weight 19.7% lower than their control, and statistical difference in glucose concentrations. The



glucose concentration is maintained in a range of 80 to 100 mg / dL in all groups. Organ weights
showed no statistical differences more than in kidneys when comparing females and males and in
brains being the brains of both groups of females heavier than those of control males. In animals
supplemented with ®-3, differences in the fatty acid composition of brain tissue, liver and liver
mitochondria are observed. Higher lipoperoxidation was recorded in the case of males with ®-3
showing statistical difference with the male control group and female control. Conclusion:
Chronic administration of linolenic acid (®»-3) in lactating rats has specific effects on
morphological and physiological parameters. There are differences in fatty liver, brain and
mitochondrial fatty acid compositions of females and males that could be linked to the
consumption of ®-3. Excessive consumption of ®-3 has an effect on the increase in

lipoperoxidation; this situation may have effects on mitochondrial respiration.



INTRODUCCION

La nutricién es uno de los factores de mayor importancia en el desarrollo, a través de la historia
los seres humanos han variado sus habitos alimenticios de tal modo que es dificil imaginar la
evolucion sin incluir este elemento clave (Simopoulos, 2001). Al igual que las demas formas de
vida en la tierra, el humano tiene la necesidad de adquirir nutrientes con el fin de extraer energia,
regular procesos metabolicos y agregar complementos a su estructura para asi continuar su ciclo
de vida. Las fuentes nutrimentales son multiples y variadas desde los carbohidratos, proteinas y

lipidos seguidos por subproductos de estas mismas biomoléculas (Voet, 2006).

Los suplementos alimenticios y los nutracéuticos (alimentos con propiedades benéficas mas alla
de su accion nutrimental) son algunos alimentos o sus componentes nutricios que aportan algun
beneficio a la salud, ya sea como medio de prevencion en el desarrollo de un padecimiento o
como tratamiento del mismo (Valenzuela et al., 2014). Son generalmente obtenidos a partir de
alimentos y se comercializan en forma concentrada de algin compuesto, hipotéticamente
bioactivo derivado de un alimento, dentro de una matriz (alimenticia o no) y presentado en forma
de: pildoras, polvos, homogenizados u otras (Biruete et al., 2009), en dosis que exceden a
aquellas que pueden ser obtenidas en forma natural de los alimentos. Estos productos no
requieren contar con registro sanitario de la COFEPRIS para su comercializacion, los fabricantes
y/o distribuidores tnicamente requieren del llamado “Aviso de funcionamiento” por lo que no se
requiere presentar receta médica para su compra. En el rubro de este tipo de alimentos se
encuentran los &cidos grasos omega 3 (®3), a los cuales se les atribuyen efectos benéficos en el
tratamiento y prevencion de padecimientos de tipo crénico degenerativo como: cancer, obesidad,
hipertension o trastornos cardiovasculares, ademas del retraso del envejecimiento o el desarrollo
de las capacidades cognitivas y emocionales de los individuos (Valenzuela et al., 2014; Innis,
2007).

Los lipidos

A diferencia de otras biomoléculas, clasificar a los lipidos como un s6lo grupo con caracteristicas

homogéneas es sumamente complicado debido a que tienen gran diversidad funcional y



estructural. A pesar de esto, los lipidos comparten una serie de “similitudes” que ayudan a
agruparlos. En general se caracterizan por ser moléculas apolares (dependiendo de su
composicion), estan constituidos principalmente de atomos de carbono, hidrégeno y oxigeno, son
solubles en solventes organicos como el cloroformo, cetona o benceno, en menor medida en
metanol y muy poco solubles en agua. Debido a que poseen una gran diversidad estructural se les
puede encontrar ejerciendo distintas funciones, las mas importantes son: almacenamiento de
energia, sefializacion y formacion de membranas (Toporek, 1986; Voet, 2006; Koolman y R6hm,

2012). Es posible fraccionarlos utilizando distintas técnicas de cromatografia.

Clasificacion

Una de las clasificaciones mas utilizadas para los lipidos es la que encasilla estos compuestos en
dos grandes grupos dependiendo de la complejidad de su estructura, en algunos casos se ha
propuesto el uso de los términos ‘“saponificable” o “no saponificable”, sin embargo, la mas

aceptada es la que los limita a simples y compuestos (Barco, 2006).

-Lipidos simples: Son todos aquellos ésteres formados a partir de la unién entre un alcohol con
uno o mas acidos grasos. En este grupo se encuentran los triglicéridos (mono y diglicéridos), los
esteroles y los esteroides (Wade y Simek, 2017).

-Lipidos compuestos: Al igual que los lipidos simples, los lipidos compuestos estan formados
por la unién de un alcohol y uno o varios acidos grasos. En este caso la molécula adquiere mayor
complejidad ya que el éster (&cido graso + alcohol) se encuentra unido a una tercera molécula.
Algunos de los representantes mas conocidos son los fosfolipidos (de gran importancia para este
estudio), glucolipidos Yy los distintos tipos de lipoproteinas por mencionar sélo algunos (Barco,
2006).

Acidos grasos

Los acidos grasos se caracterizan por tener una cadena hidrocarbonada generalmente no

ramificada y de tamafio variable siguiendo una secuencia de nimeros pares (de 2 a 24 carbonos),



esta cadena forma una region apolar en la molécula. También se les conoce como &cidos
carboxilicos ya que la cadena de atomos de carbono se encuentra anclada a un grupo carboxilo (—
COOH) dandole caracter acido y polar, este carbono se cuenta como el primero de la cadena
(Barco, 2006).

La suma de estas caracteristicas da como resultado una molécula anfipatica, cuya afinidad por el
agua deriva directamente del largo de su cadena hidrocarbonada, asi como del grado de
insaturacion; entre mas extensa (mas atomos de carbono) y menos dobles enlaces contenga
(insaturaciones) mayor caracter hidrofobico tendra la molécula. Por el contrario, si la cadena
hidrocarbonada es corta la molécula sera dominada por el grupo carboxilo (acido) generando una
molécula polar y afin al agua, que puede llegar a ser disuelta en medios polares (Toporek, 1986).
La mayoria de los acidos grasos estan esterificados y formando parte de otros lipidos mas
complejos, en el caso de las membranas bioldgicas se encuentran esterificados con alcoholes
(glicerol, esfingosina o colesterol) y en muchas ocasiones con un segundo grupo, el mas comdn,
un grupo fosfato. Es poco usual encontrar acidos grasos libres no esterificados (Barco, 2006).

En la naturaleza, es habitual encontrar a los acidos grasos con uno o mas dobles enlaces en su
cadena hidrocarbonada, es decir, insaturados; estos dobles enlaces (la mayoria de las veces) se
encuentran en posicion cis lo cual brinda a la molécula una “curvatura” que permite abarcar una
mayor superficie y por ende brindar mayor movimiento a la membrana, se sabe que una
membrana abundante en acidos grasos insaturados es mas fluida que una con &cidos grasos
saturados (Audesirk et al.,2012).

Con el fin de diferenciar estas moléculas se plante6 el uso de una nomenclatura basada en
abreviaciones, aunque no se rechaza el uso de nombres “comunes” con los que fueron designados
muchos de los acidos grasos mas importantes puesto que son mas faciles de recordar (Lefkothea-
Stella et al., 2009).

En términos simples, las reglas de abreviacién son las siguientes: el nimero antes de los dos
puntos (:) es la cantidad de carbonos que contiene la molécula y el nimero siguiente a los puntos
es la totalidad de dobles enlaces. Algunos especialistas sugieren agregar el tipo de enlace que se

estd presentando marcando con una letra mindscula posterior al nimero de insaturaciones ¢ (Cis)
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o t (Trans), es recomendable sefialar en que atomo de carbono de la cadena se inician las dobles

ligaduras, por lo que se emplea A seguida del numero del 4&tomo de carbono donde ocurre el

doble enlace contando desde el extremo del grupo carboxilo, cuyo atomo de carbono sera el

niamero 1, no debe confundirse con el carbono a que es el primer carbono de la cadena

hidrocarbonada, (Mathews et al., 2013), un ejemplo es el acido graso alfa-linolénico (ALA)

(Figura 1).

e Acidos grasos saturados: Estos &cidos grasos no presentan dobles enlaces en la

cadena hidrocarbonada. Se les denomina saturados debido a que dos de los enlaces de

cada carbono de la cadena estdn ocupados (saturados) por atomos de hidrégeno, el

carbono terminal tiene 3 hidrogenos. Estos acidos grasos se diferencian entre ellos

Unicamente por el nimero de atomos de carbono, es decir, la longitud de la cadena

hidrofobica, generalmente son moléculas muy estables y con un punto de fusion muy alto

(Wade y Simek, 2017).

o Acidos grasos insaturados: Se caracterizan por tener dobles enlaces entre algunos

atomos de la cadena hidrocarbonada, por lo que en estos puntos no se encuentran

saturados por atomos de hidrogeno como en el caso de los saturados, por lo que a estas

uniones (dobles ligaduras) de les denomina “insaturaciones” (Wade y Simek, 2017),

como se observa en las posiciones 3, 6 y 9 de la nomenclatura o en la figura 1.

0 ®
a" <987654321

HO’/\M cis \/ cis \\//

1] 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12

13 14 15 16 17 18%

Figura 1 Esquema del &cido graso Alfa-Linolénico.

C=18
Enlaces Cis = carb6n a 9, 12, 15

Insaturaciones = carbén @ 3, 6, 9
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Estos acidos grasos se pueden clasificar dependiendo del nimero de instauraciones presentes en

la molécula:

Monoinsaturados: Tienen un Unico doble enlace.

Poliinsaturados: Tienen dos o mas dobles enlaces, generalmente, en posicion Cis.

El nimero de insaturaciones presentes en la cadena asi como su longitud, afectan directamente el
punto de fusion de la molécula, por lo que a mayor longitud y nimero de dobles enlaces mayor
sera la inestabilidad de la molécula con respecto al incremento de la temperatura del ambiente en
el que se encuentre y mayor sera su susceptibilidad a la oxidacion no enzimatica (Mathews et al.,
2013; Wade y Simek, 2017).

Ademaés de las anteriores clasificaciones los &cidos grasos también se clasifican de acuerdo a las
necesidades del consumo de éstos en la dieta de los individuos como esenciales y no esenciales,

debido que algunos de ellos no son sintetizados por las células de los animales.

Acidos grasos esenciales

Son &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga que no pueden ser biosintetizados por las
células de algunos animales como el humano, es necesario su consumo en la dieta para completar
los requerimientos nutrimentales. Para identificarlos es necesario utilizar una nomenclatura
similar a la IUPAC, en esta se toma como carbono principal al llamado “carbono omega”, este
carbono es el dltimo de la cadena y contando desde este hacia adelante se espera encontrar una
insaturacién la cual dicta el grupo al que pertenece el acido graso, es decir, omega 3, 6 0 9
(Figura 1) (Mathews et al., 2013).

Los principales acidos grasos esenciales son: Acido Linoleico de la serie Omega 6 y Acido alfa-
linolénico de la serie omega 3; a partir de estos acidos grasos el organismo humano es capaz de
sintetizar otros de gran importancia metabolica y estructural, si bien estas transformaciones

ocurren en el organismo algunos de los productos suelen ser insuficientes o no tener el efecto
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esperado por lo que deben ser consumidos en la dieta, por ejemplo, el acido docosahexaenoico
(DHA) vy el &cido eicosapentaenoico (EPA) que son derivados del ALA pero siguen siendo

considerados esenciales ya que es insuficiente su sintesis a partir de ALA (Mathews et al., 2013).

Digestion y Metabolismo de los acidos grasos

Los acidos grasos obtenidos a partir del alimento o por biosintesis, tienen distintas funciones en
el organismo, entre las que se encuentran: modificacion de algunas de las propiedades fisico-
quimicas de las membranas celulares (Fluidez, permeabilidad), almacenamiento energético,
sirven como cofactores o forman parte de ciertas hormonas e intervienen en la sefializacion
celular (Alberts et al, 2002).

Los acidos grasos son moléculas altamente energéticas, almacenadas por el organismo en el
tejido adiposo en forma de triglicéridos (Mathews et al., 2013; Toporek, 1986), de donde son
metabolizados (oxidados) en caso de emergencia o deficiencia de otras formas energéticas de
facil acceso como la deficiencia de glucosa. Es importante sefialar que la energia almacenada por
gramo de lipido es 2 veces mayor que los carbohidratos y la produccion de la misma a traves de
la oxidacion de los &cidos grasos es 6 veces mas por mol a la obtenida de la hidrolisis del
glucégeno (Mathews et al., 2013) y 2 veces mas que la extraida de la glucolisis (FAO/FINUT,
2012). Algunos 6rganos como el corazén y el higado basan su produccion de energia (80%) de la

oxidacion de los lipidos.

Los lipidos presentan una gran diversidad de estructuras y funciones que hacen complicado
situarlos en un panorama generalizado de su metabolismo y usos en el organismo (Toporek,
1986). Es importante sefialar que los triglicéridos suelen agruparse de acuerdo a su estructura:

Simples y mixtos.

e Triglicéridos simples: Los acidos grasos esterificados con el glicerol son del mismo
tipo e iguales entre si, por ejemplo, 3 &cidos grasos palmiticos unidos a un glicerol
formarian tripalmitoilglicerol. Este tipo de moléculas son dificiles de encontrar (Barco,
2006).
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e Triglicéridos mixtos: Estas moléculas presentan 3 tipos distintos de acidos grasos
(incluso saturados e insaturados en el mismo compuesto) unidos al glicerol. Son los méas
abundantes y suelen ser nombrados dependiendo del carbono al que estén unidos los

acidos grasos (Voet, 2006).

Durante la digestion y transporte de los acidos grasos, su composicion quimica (moléculas

polares) representa un problema ya que dificulta su movilidad a través de los diferentes tejidos.

Digestion

La digestion comienza con la hidrolisis de los triglicéridos y se requiere de la coordinacion entre
funciones gastricas e intestinales, donde las enzimas (lipasas), hormonas y sales biliares juegan
un importante papel (Salfate, 2006). Este proceso inicia en la boca donde la lipasa lingual
hidroliza los enlaces éster primarios de los triglicéridos de cadena corta, el producto de esta
ruptura de enlaces junto con la degradacion de carbohidratos y proteinas forman el bolo
alimentario (figura 2a), el cual viaja a través del eso6fago hasta el estbmago donde una segunda
enzima, la lipasa gastrica, continua la hidrolisis de estas moléculas que pueden ser tanto
triglicéridos como diacilgliceroles y monoacilgliceroles (Barco, 2006) (figura 2b). Algunos
acidos grasos de menos de 10 atomos de carbono son solubles en el jugo géstrico, por lo que son
absorbidos y transportados desde el estomago hasta el higado a través de la vena porta
(Valenzuela et al, 2002). En el estdmago, el bolo alimenticio se convierte en una masa de
consistencia pastosa llamada quimo, este cambio es causado por las contracciones del estomago y
el jugo gastrico junto con la pepsina que sirve para hidrolizar proteinas (Barco, 2006).

Para realizar la correcta digestion y absorcion de los lipidos es necesario neutralizar la acidez de
los &cidos grasos por lo que el quimo es transportado en partes a traves del duodeno. Una vez que
el quimo entra por completo al intestino éste envia sefiales para la liberacion de la bilis, esta
sustancia esta compuesta de acidos biliares que actian como detergentes (emulsificacidn) sobre
las gotas de lipidos que se hallan en el quimo, lo que sirve para que las lipasas puedan actuar
sobre los lipidos de forma efectiva. Otro érgano comprometido en la digestion de los lipidos es el
pancreas el cual participa secretando una mezcla (jugo pancreatico) de enzimas (lipasas) que

14



reaccionan con los lipidos catalizando la hidr6lisis de los &cidos grasos dejando como producto
de esta reaccion 2-monoacilglicéridos que son nuevamente hidrolizados para formar &cidos
grasos libres (Salfate, 2006) (figura 2c).

En el intestino delgado, los &cidos grasos libres de cadena larga y el 75 % de los 2-
monoacilglicéridos seran absorbidos por las células de la mucosa intestinal, el resto seguird un
proceso de isomerizacion para una completa degradacion. Los acidos grasos de cadena corta son
absorbidos en el intestino y enviados a traves de la vena porta hacia el higado (Valenzuela et al.,
2002).

Una vez que las distintas formas de lipidos ingresan a las células del epitelio intestinal, en el
reticulo endoplasmico de estas células se realiza una reesterificacién de los monoglicéridos con
acidos grasos libres formando triglicéridos. Concluida esta reesterificacion, los triglicéridos (y
otros lipidos) se combinan con apolipoproteinas formando estructuras conocidas como
quilomicrones que ayudan al desplazamiento de los lipidos a través del ambiente acuoso. Los
quilomicrones son transportados a través de los vasos linfaticos hacia el torrente sanguineo, una
vez en circulacion los quilomicrones se adhieren al tejido periférico donde, por acciéon de la
enzimatica (lipoproteina lipasa) “vacian” su contenido lipidico y este es absorbido por las células.
El quilomicron, ahora inactivo, se dirige al higado para ser metabolizado terminando su funcién
(Errico et al., 2013) (figura 2d).

Una parte importante del metabolismo de lipidos es la que corresponde a las lipoproteinas y los
lipidos enddgenos: El higado sintetiza lipoproteinas de muy baja densidad (nombradas asi gracias
a gque adquieren una mayor concentracion de lipidos principalmente triglicéridos, colesterol y
fosfolipidos dando lugar a una menor densidad a la del ambiente acuoso que las rodea) estas
tienen como mision llevar &cidos grasos a los tejidos endotelial y adiposo transformandose en
lipoproteinas de densidad intermedia; estas Ultimas se desplazan hasta el higado donde se
convierten en lipoproteinas de alta densidad (al pasar su contenido lipidico al tejido la densidad

de la lipoproteina aumenta) encargadas de llevar colesterol (OMS/FAQ, 2003).
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Las lipoproteinas de alta densidad tienen por objetivo recuperar y trasladar colesterol que liberan
las células, este colesterol se esterifica y se acumula en el interior de la lipoproteina de alta

densidad, posteriormente se dirigird al higado donde serd metabolizado y el colesterol eliminado
por la bilis y las heces (Errico et al., 2013).
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Figura 2 Digestion de &cidos grasos
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Metabolismo: oxidacion y biosintesis de los acidos grasos

p-oxidacion de los acidos grasos

Una vez que los acidos grasos son hidrolizados por la lipoproteina lipasa y las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) regresan al higado, los acidos grasos ingresan a las células por difusion
simple y son dirigidos hacia las mitocondrias donde serdn metabolizados por B-oxidacion con el
objetivo de producir una gran cantidad de intermediario metabolico acetil-CoA. La via catabélica
denominada B-oxidacion consiste en degradar los &tomos de la cadena hidrocarbonada de dos en
dos a partir de su extremo carboxilo realizando cortes entre el carbono a y B a partir de una
secuencia de reacciones (oxidacion, hidratacion, oxidacién y tiolisis) reguladas por enzimas; cada
segmento de dos carbonos liberado de la cadena formara un acetil-CoA (Mathews et al., 2013).
Cabe mencionar que el procedimiento descrito aplica Gnicamente para acidos grasos saturados.
Para la B-oxidacion de los acidos grasos insaturados se requieren 2 enzimas extras; una isomerasa
(cambia los enlaces cis a trans) y una reductasa (elimina los dobles enlaces trans) (Garrido et al,
2005; Koolman y Rohm, 2012). Posteriormente estas moléculas de acetil-CoA entran al Ciclo de
Krebs que también se lleva a cabo en la matriz mitocondrial, para iniciar esta ruta metabdlica es
necesario recurrir a moléculas de NAD" y FAD utilizandolas como coenzimas que al final del
proceso daran lugar a NADH y FADH,; que son clave en la cadena respiratoria y bombeo de
protones (Salfate, 2006).

Biosintesis de los acidos grasos

Se puede decir que la biosintesis de acidos grasos es el proceso inverso de la f-oxidacion y tiene
como finalidad agregar fragmentos de 2 carbonos hasta formar un acido graso (Mathews et al.,

2013), esta via anabolica, a diferencia de la B-oxidacion, tiene lugar en el citosol y se requiere de
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reacciones de condensacién, reduccion, deshidratacion y nuevamente reduccion en un ciclo que
se repite 7 veces hasta formar palmitato. El proceso comienzan con una molécula de acetil CoA
que sale de la matriz mitocondrial unida a citrato, una vez en el citosol la acetil-CoA se libera del
citrato gracias a una enzima liasa y el gasto de una molécula de ATP (formando también
oxaloacetato y ADP), posteriormente la acetil-CoA se convierte en malonil-CoA gracias a una
carboxilasa, ATP y CO,, el malonil-CoA a través de reacciones enzimaticas (condensacion,
reduccidn, deshidratacion y reduccion ) da lugar a acido palmitico (Voet, 2006).

El &cido palmitico pude ser elongado o desaturado por accion enzimética (elongasas y
desaturasas) dependiendo de la demanda celular, en el caso de desaturarse da lugar a acido
palmitoleico en cambio si el organismo lo requiere y es elongado se obtiene acido esteérico; en
este estudio se observo la accidon del ALA en grupos de ratas lactantes por lo que es importante
sefialar la esencialidad de los acidos grasos ®-3, por lo tanto es necesario saber como algunas
plantas (fuente principal de ALA) logran sintetizarlo; el &cido estearico puede desaturarse para
formar &cido oleico (un ®-9), en este punto sélo las plantas pueden desaturar el &cido oleico para
transformarlo en &cido linoleico (LA) que a su vez se convierte en ALA que da lugar a EPA y
como producto final al DHA, sin embargo el camino principal que sigue el LA es su desaturacién
pasando a &cido gamma-linolénico que tiene como producto principal final el &cido araquiddnico
(AA) (Mathews et al., 2013).

Formacion de &cidos graso poliinsaturados a partir de ALy ALA

La sintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga se realiza en las células hepéticas a
partir de acidos grasos precursores ya sea de la serie n-6 u n-3 (Rodriguez-Cruz, 2005). Los
principales precursores son el LA (®-6) y el ALA (»-3) llamados también acidos grasos
esenciales. EI LA da como producto final acido araquiddnico (AA) esto se logra a partir de
elongaciones y desaturaciones; por su parte el ALA deriva en EPA vy finaliza su metabolismo en
DHA, estos productos intermediarios se les conoce como eicosanoides (AA y EPA) y
docosanoides (DHA) (Valenzuela et a.l, 2011)(figura 3).
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Figura 3 Biosintesis de los acidos grasos poliinsaturados.



Los lipidos y las estructuras celulares: Membrana celular

Las membranas celulares son elementos de gran importancia para la vida, sin estas estructuras la
celula no existiria, incluso la vida como la conocemos podria no ser ya que se perderia la
individualidad y los limites definidos que son necesarios para desarrollar ciertas actividades Utiles
para la existencia de los seres vivos. Las membranas biolégicas mantienen una estructura basica
en comun; estdn compuestas por una capa de lipidos y proteinas cohesionados entre si por
interacciones no covalentes. Las membranas son estructuras dindmicas en constante movimiento
que varian sus propiedades fisicas dependiendo principalmente de sus componentes quimicos
(perfil lipidico de acidos grasos saturados e insaturados, colesterol y su contenido de proteinas) y
factores fisicos como la temperatura. Las membranas tienen la capacidad de deformarse sin
comprometer su estructura original. Estas estructuras son bicapas lipidicas que tienen como
principio el hecho de que los fosfolipidos que las componen al verse rodeados de un medio polar
optan por agruparse contraponiendo sus grupos polares hacia el ambiente acuoso y concentrando
las cadenas hidrofobas en el centro, al tener otro fosfolipido exactamente al contrario de su
posicion se genera lo que conocemos como bicapa, esta se deforma de tal modo que su estructura
finita y plana tiende a deformarse en una esfera con medio acuoso tanto fuera como dentro de la
misma. Esta caracteristica le brinda a la bicapa lipidica su caracter relativamente impermeable.
Hipotéticamente, si la membrana fuera completamente impermeable la célula se veria
imposibilitada para interaccionar con los compuestos y moléculas del medio sin los cuales
moriria; por ello tiene proteinas ancladas a ella las cuales tienen distintas funciones entre las que
destacan crear canales y ser receptores de sustancias Utiles (Alberts et al., 2002; Gonzales,
2013)(figura 4).

Los &cidos grasos obtenidos en la dieta o por biosintesis, poseen distintos efectos en el organismo
entre los que destacan: la modificacidn de ciertas propiedades fisicas de las membranas celulares
como la fluidez; la cual se describe como la facilidad con la que las moléculas que componen esta
estructura se desplazan de un lado a otro sobre la misma (Alberts et al., 2002). Cuando existe una
gran concentracion de &cidos grasos insaturados tenemos una membrana lipidica con una mayor
fluidez, a este estado se le denomina “liquido-cristalino”, caso contrario al que se presentaria con

una acumulacion similar de &cidos grasos saturados, la diferencia radica en la libertad de
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movimiento que tienen las moléculas y el espacio que existe entre las mismas, sintetizando el
concepto, hablamos de que la fluidez esta directamente relacionada al niamero de dobles enlaces
presentes en las colas hidrocarbonadas de los acidos grasos. Esta modificacion fisico-quimica en
las membranas biologicas de las células y organulos como la mitocondria, puede afectar el

desempefio de sus funciones (Van-Meer et al., 2008).
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Figura 4 Membrana celular.

Fuente de la imagen: https://4.bp.blogspot.com/-2rwWBHeJmxjM/WaRkRY fpCnl/AAAAAAAAWZW/mDILANmMBfckNZ1I5FUsjmCsn7dFAjX-
4wCLcBGAs/s1600/Celula%2BMembrana%2Bcelular.jpg

Mitocondrias

Las mitocondrias son organelos celulares descritos como cilindros muy parecidos a las bacterias,
en los cuales es facil observar (con las técnicas apropiadas) que esta formada por una membrana
externa y una interna. Las mitocondrias miden entre 0.5 y 1 um de longitud, poseen su propio
ADN, ARN vy ribosomas, lo que permite la formacion de proteinas independientes del ADN
nuclear; el namero de mitocondrias que existen dentro de una célula varia dependiendo de las
necesidades energéticas y tipo de operacién de la misma, una célula puede tener entre 1000 a
2000 mitocondrias aunque algunas otras células como los hepatocitos pueden llegar a concentrar
mas de 2000 de estos organelos (Alberts et al., 2002; Gomez-Poyou y Nufiez, 2012). Sin las
mitocondrias la célula dependeria completamente de la glucolisis, la cual muestra una produccion
energética bastante ineficaz que dificilmente podria sostener la actividad celular. Es importante
aclarar que en este organelo se lleva a cabo el ciclo de Krebs, B-oxidacion de los &cidos grasos,

respiracion mitocondrial y fosforilacion oxidativa, vias metabodlicas encargadas de producir la
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mayor parte de la energia requerida por la célula, a través del rompimiento de moléculas y

posterior formacion de donadores de electrones como NADH y FADH, (Alberts et al., 2011),

estas rutas metabolicas se desarrollan en la matriz mitocondrial y membrana interna las cuales

contienen una gran cantidad (concentracion y variedad) de enzimas especificas para la realizacion

de las rutas metabolicas mencionadas (Bender et al., 2004).

Membranas mitocondriales

Las membranas mitocondriales comparten caracteristicas de estructura y funcion con la

membrana de la célula y otros organelos diferenciandose en sus distintas composiciones tanto de

acidos grasos como de proteinas y las funciones que realizan:

Membrana externa: Se tiene una gran cantidad de porinas que permiten la entrada por
difusion pasiva de elementos provenientes del citosol generando asi que el espacio
intermembranal tenga préacticamente la misma composicion quimica que el medio interno
celular (Bender et al., 2004).

Membrana interna: En esta membrana la cantidad de proteina es mucho mayor a la
membrana externa, el 75% del peso total de esta corresponde a proteinas. En la membrana
interna solo es permeable a CO,, O, y H,0; para permitir el paso de moléculas de mayor
tamafio o con carga como el ATP, 4cidos grasos de cadena larga o Ca’* es necesario
recurrir a proteinas llamadas transportadores que controlan y permiten dicho transporte.
La membrana interna presenta un nimero de invaginaciones (también llamadas “crestas”)
que varian dependiendo del trabajo respiratorio que requiere la célula, esto se debe a que
las proteinas responsables de la cadena de transporte de electrones y fosforilacion

oxidativa estan incrustadas en esta membrana (Alberts et al., 2011).

Radicales libres

Los radicales libres son aquellas moléculas o atomos solitarios que contienen un electrén

desapareado o libre en el ultimo orbital, esta situacion genera inestabilidad y en consecuencia una
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gran reactividad, estas moléculas o atomos inestables captan electrones de moléculas o atomos
vecinos de forma inespecifica, una vez que el radical libre ha conseguido tomar un electrén ajeno
la molécula estable que se lo ha cedido se convierte en un nuevo radical libre, creAndose asi una
reaccion en cadena que afecta todo tipo de biomoléculas estructurales y energéticas de
importancia clave en la célula como los carbohidratos, lipidos, proteinas y &cidos nucleicos
(Becerril, 2016). Nuestro organismo produce estos compuestos altamente reactivos de forma
constante como consecuencia del metabolismo, los organelos que mas radicales libres producen
son las mitocondrias, cuando existen concentraciones normales de estos atomos y moléculas el

organismo es capaz de eliminarlos via antioxidantes (Avello y Suwalsky, 2006).

Impacto de los acidos grasos en la salud

La capacidad de los acidos grasos para desarrollar e influir en multiples tareas del organismo, ha
sido estudiada y demostrada a través de multiples estudios en el campo de la lipidéomica, que van
desde observar el comportamiento de estas moléculas en la célula hasta comprender su influencia
en el desarrollo de enfermedades y el impacto de estas en la salud (Van-Meer, 2005). Hoy en dia
el consumo cotidiano de estas moléculas por las poblaciones en diversas partes del mundo
deberia estar concatenada a la preocupacion del efecto que puedan tener en las salud de los
individuos que procurando una mejor vida la ponen en riesgo al consumirlos de forma
equivocada, ya que si bien es cierto que existe informacion acerca de los beneficios que causan

también la hay de los posibles efectos adversos.

Existe una gran cantidad de estudios en los que se pretende mostrar los efectos positivos que
tienen los acidos grasos omega 3 en los individuos, este fendbmeno ha generado un pensamiento
colectivo que confiere a estas grasas propiedades casi milagrosas y se cree que el consumo de las
mismas es inocuo, por lo que la poblacion las utiliza aun cuando no padecen los problemas para
los cuales es recomendado su uso. El constante consumo de estas sustancias forma parte de una
cultura de consumo Y estilo de vida en la que los alimentos funcionales y/o nutraceuticos son la
fuente de “Inteligencia, salud, belleza y juventud”, por lo que su excesiva produccion,
distribucion, venta y consumo no han sido cuestionados o sefialados como un riesgo para la

salud.
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Un claro ejemplo es el creciente fendmeno de consumo excesivo de acidos grasos omega 3 en los
Estados Unidos, donde el 10% de los adultos consumen suplementos que contienen este acido
graso argumentando los efectos benéficos en la disminucion de la concentracion de colesterol en
sangre y la prevencion de problemas cardiacos. El 10% de las personas proclives al consumo
frecuente de estos suplementos lo son por prescripcién médica. Los factores que favorecen el
aumento en el consumo de estos &cidos grasos, aun cuando no se cuenta con informacion
suficiente de sus posibles efectos en la salud son el bajo costo (comparado con una consulta y un
régimen alimenticio especializado), la publicidad que se hace de ellos en medios masivos y
principalmente de persona a persona (Grey y Bollard, 2014).

El estudio de los acidos grasos insaturados ha dado pie a la atribucion de propiedades benéficas a
estas moléculas, como aquellos donde se ha encontrado que una dieta rica en &cidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados aumenta las concentraciones de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y disminuye las concentraciones de lipoproteinas de baja densidad (LDL) asi como la
disminucion de las concentraciones de triglicéridos en el torrente sanguineo (Rasmussen et al.,
2006).

Los &cidos grasos derivados del metabolismo de ALA (®»-3) y AL (w-6) cumplen importantes
funciones en el organismo, el ejemplo mas conocido es el de la funcion de los productos finales
del metabolismo de ALA: el EPA y el DHA los cuales estan relacionados con la activacion de los
receptores activados por proliferadores de peroxisoma (PPARS) logrando inhibir la produccion de
proinflamatorios (Li et al., 2005), diferenciacion y proliferacion de los adipocitos asi como
favorecer la accién de la insulina teniendo un efecto inmediato en la utilizacion de la glucosa
(Zarate et al., 2005).

Diversos estudios muestran resultados alentadores con respecto a estos acidos grasos y su utilidad
para prevenir y combatir distintas enfermedades y sindromes, como: cardiopatias y asma
(Lefkothea-Stella et al., 2009), cancer, diabetes (Nasiff-Hadad y Merifio-lbarra, 2003), artritis
reumatoide, enfermedades neurodegenerativas Yy psiquiatricas (Morales et al., 2012). Sin
embargo, los efectos benéficos del consumo de 4&cidos grasos omega 3 estdn sujetos a

controversia, debido a que no existen resultados concluyentes asociados a una mejoria en las
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enfermedades para las cuales se recomienda su uso (Lefkothea-Stella et al., 2009) o en la
prevencion de las mismas (Messori et al., 2013).

Mucho se ha hablado de los beneficios del consumo de los acidos grasos, pero no se mencionan
los riesgos que se corren de su consumo en exceso. Por ejemplo, el riesgo que se corre con el
consumo de las grasas trans (4cidos grasos insaturados con enlaces “trans” obtenidos, en su
mayoria, de forma artificial) involucrados en la aparicion de enfermedades cardiovasculares,
diabetes (de Souza et al., 2015) e incluso aumentan el riesgo de padecer cancer (Chavarro et al.,
2008). Estos macronutrientes sintéticos representan un problema de salud pablica y debido a ello
ha sido necesario crear una legislacién para que disminuya su concentracion en los alimentos
procesados, incluso, se ha llegado a prohibir por completo su venta (Stender et al., 2006). Otro de
los problemas que conlleva el excesivo consumo de acidos grasos es la acumulacion de grasa en
el tejido adiposo, traducido como obesidad, lo cual es uno de los principales focos rojos para la
salud puablica. Esta situacion en la que existe desbalance energético, puede generar problemas
cardiacos, sindromes metabdlicos e incluso (en sus casos mas extremos) incapacitar a las

personas impidiendo su libre desplazamiento (OMS/FAOQ, 2003).

Existe un creciente interés, cientifico-comercial, por conocer cuél de los tres acidos grasos-
poiinsaturados esenciales o también llamados omega 3 (ALA, EPA o DHA) aportan mayores
beneficios a la salud y por ende méas ingresos a las empresas alimentarias y farmacéuticas. Es
importante sefialar que las fuentes naturales para la obtencién de estos acidos grasos, por un lado,
EPA y DHA de origen animal (peces) y por el otro ALA de origen vegetal no siempre es
asequible; sobre todo las fuentes del EPA y DHA, ya que la dificultad de obtener los recursos
marinos y la dificultad de su distribucion en las distintas regiones incrementa su costo y
obstaculiza la disponibilidad de estos en el mercado. Por otra parte las fuentes artificiales, de
acuerdo a algunos estudios, conllevan un riesgo a la salud ya que muchos de ellos pueden estar
contaminados con sustancias toxicas derivadas de los procesos de una extraccion inadecuada
(solventes organicos) y/o contaminacion ambiental (metales pesados) (Domingo et al., 2006;
Kim et al., 2014). Sin embargo, los rigurosos procesos de purificacion utilizados en la
manufactura del aceite de pescado reducen el riesgo de oxidacion (Vitamina E), hipervitaminosis

0 su exposicion a contaminantes del ambiente (Bays, 2007).
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Evidentemente la tecnologia y los procesos de industrializacion avanzan dia con dia y
actualmente se producen &cidos grasos sintéticos, hay quien insiste en que estos no tienen la
misma calidad que tienen los naturales, lo que lleva al planteamiento de nuevas preguntas
¢hatural o artificial? o si lo natural es viable desde el punto de vista ecolégico y econdmico
(Kent, 2014).

La adicion de acidos grasos omega 3 a los alimentos es una practica constante en la actualidad.
Las formulas lacteas para infantes y los complementos alimenticios para adultos mayores son las
que contienen las mayores cantidades de este macronutriente en su composicion. Esto se debe a
que es en estas etapas de la vida de los individuos donde se han reportado las mayores cargas
nutricias y los mejores beneficios en el consumo de estos acidos grasos (Sanz et al., 2012). Entre
los beneficios se mencionan, en infantes, una mejor respuesta inflamatoria durante enfermedades
de tracto respiratorio a traves un aumento en las sintesis de eicosanoides sintetizados a partir de
los &cidos grasos omega 3 y 6 (Lefkothea-Stella et al., 2009). Se sabe que algunos de los
eicosanoides sintetizados a partir del LA (w-6) resultan ser moléculas proinflamatorias que
pueden poner en riesgo los mecanismos de defensa de los individuos, estudios realizados para
estudiar si los &cidos grasos omega 3 son antagonicos a los efectos adversos a estas moléculas no
han revelado ain una respuesta eficaz, sin embargo no se descarta su posible utilidad por lo que
es indispensable seguir investigando acerca de ellos (Lefkothea-Stella et al., 2009). Derivado de
la controversia que existe entre los distintos resultados de los efectos de estos acidos grasos la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) advierte sobre posibles problemas derivados del
consumo de estos nutrientes pero sugiere realizar mas estudios con el propoésito de puntualizar
estos posibles efectos negativos (WHO, 2011). Ademas de lo anterior se sugiere también que el
consumo de estos acidos grasos en nifios ayuda a un mejor desarrollo del sistema nervioso
central, con un incremento en la funcion cognitiva, esto es, todos aquellos procesos relacionados
con el pensamiento como son: la memoria, el razonamiento, el desarrollo del lenguaje, la
resolucion de problemas o la toma de decisiones, ademas de la maduracion del sistema inmune y
el crecimiento. Todo lo anterior avalado por estudios y pruebas psicométricas desarrolladas en

infantes de entre 0 y 16 afios de edad, alimentados con dosis adecuadas de acidos grasos omega 3
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(DHA), donde los nifios obtienen mejores resultados que aquellos a los que no se les
proporcionaron las dosis recomendadas (Aguirre, 2008; Bernabe-Garcia et al., 2012).

Por otro lado se tiene informacion de que una deficiente o excesiva ingesta de acidos grasos
provenientes del aceite de pescado puede provocar problemas en el desarrollo de los infantes
(Church et al., 2009). Para estudiar las posibles repercusiones de la falta o abuso en el consumo
de los &cidos grasos omega 3 se han realizado diversos estudios en modelos animales (hembras
en gestacion) donde se ha observado que el consumo excesivo de omega 3 provoca que las crias
nazcan con bajo peso, crecimiento anormal, aumento en la mortalidad pre y post natal,
hipoplasias cerebral y disminucién de la concentracién de acido araquidonico (AA) en sangre,

ademas de presentar problemas en el desarrollo del cerebro y la retina (Church et al., 2009).

En el caso de infantes que consumen formulas enriquecidas en forma excesiva con omega 3, se
ha observado que estos tienen un crecimiento anormal y dificultades en el habla asi como otras
complicaciones muy parecidas a las encontradas en los modelos animales. Estudios realizados en
ratas para dilucidar si el aporte de acidos grasos en la leche materna proviene del alimento
consumido por la hembra durante la etapa de lactancia (Church et al., 2008) o de las reservas del
tejido adiposo (Lefkothea-Stella et al., 2009) concluyen que los acidos grasos contenidos en la

leche provienen principalmente de las reservas energéticas de la madre durante la gestacion.

Las investigaciones en el area de nutricion recomiendan que el consumo de acido graso w-3 debe
ser mayor que el de »-6 para equilibrar los efectos adversos de este Gltimo (Simopoulos, 2011).
Se sabe que las dietas occidentales de la primera mitad del siglo XX contenian una proporcion
1-5:1 (w-6/®-3), en la actualidad esta proporcion ha llegado hasta 20:1, por lo que se sugiere
incrementar el consumo de los omega 3. Curiosamente, la ingesta de ambos acidos grasos puede
considerarse excesiva hablando en términos energéticos y estructurales, fenomeno similar al
observado con el consumo de azucares (Lefkothea-Stella et al., 2009; Blasbalg et al., 2011),
algunos investigadores estan en desacuerdo con esto e insisten en que el consumo de omega 3 en

la poblacion adulta de paises desarrollados es mucho menor a la recomendada (Blondeau, 2016).
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Cabe destacar que no se han establecido todavia los limites entre la minima y la mé&xima
concentracion en la ingesta de -6 y ©-3 ya sea en la dieta o con suplementos, y no existe un
consenso en cuanto a la concentracion adecuada de estos macronutrientes para las formulas
nutricionales. Es necesario enfatizar que debido a factores como: sexo, edad, estado nutricional,
estado fisiologico y estado salud-enfermedad se necesita ajustar la cantidad de &cidos grasos
omega 3 en la dieta de forma individual. Existe informacion donde se recomienda como una
concentracion segura y eficaz hasta 3 gramos por dia, aunque aun no existe evidencia que

demuestre que esta cantidad es la adecuada (Sanz et al., 2012).
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ANTECEDENTES

El uso de los complementos alimenticios o suplementos dietéticos, asi como de los nutracéuticos
es una practica que se ha venido implementando desde hace ya varias décadas. Existen
argumentos, no bien fundamentados, que afirman que el uso de &cidos grasos omega 3, tanto de
cadena larga como corta, favorece el desarrollo del cerebro en nifios y por ende incrementa las
capacidades cognitivas y el desarrollo social de los mismos (Rapoport et al., 2007; Innis, 2007;
Perng et al., 2015)

Desde 1929 los estudios realizados por George y Mildred Burr demuestran la importancia de los
lipidos en la dieta, ya que en sus ensayos con ratas privadas del consumo de grasas observaron
alteraciones fisicas y metabdlicas en estos animales (Burr y Burr, 1929). Debemos recordar que
el descriptor grasa era en ese entonces utilizado en forma general para referirse a aquellas
moléculas hidrofdbicas, las cuales Unicamente era posible agrupar de acuerdo a sus caracteristicas
fisicoquimicas a temperatura ambiente, por lo que se les clasificaba como grasas, mantecas o
aceites (Quillet, 1982). En esa época se conocia la existencia de los acidos grasos, sin embargo,
no se les daba importancia como componentes de la dieta de los individuos, fue hasta 1932
cuando Burr y Burr, demuestran la importancia de estas moléculas como componentes esenciales,
cuando al adicionar uno de los &cidos grasos omega 6 de cadena larga, el LA, en la dieta los
efectos negativos de la privaciéon de grasa se revertian (Burr y Burr, 1930). Posteriormente en
estudios realizados por estos mismos investigadores se llegd a la conclusion de que otro de los
acidos grasos poliinsaturados, esta vez uno de los omega 3; el ALA, forma parte de los &cidos
grasos esenciales, pero que ademas tiene accion competitiva con el LA (Burr et al., 1932). Los
estudios antes mencionados fueron desarrollados en modelos animales (rata) por lo que existia la
interrogante de: si estos acidos grasos eran esenciales en la dieta de los humanos. Tiempo
después Holt (1957) realizd estudios en nifios a los cuales se les privaba de grasa en la dieta
obteniendo como resultado una pobre ganancia de peso Yy alteraciones en la piel de los infantes,
revirtiendo estos problemas con la suplementacion de grasas en la dieta (Holt, 1957). Seis afios
mas tarde Hansen (1963) realiza observaciones en nifios a los cuales se les privd de ciertos acidos

grasos haciendo evidente la necesidad del consumo de ALA y LA (Hansen et al., 1963). Estos
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hallazgos no fueron algo espontaneo ya que desde el afio de 1900 se investigaba acerca del
efecto que podria tener el consumo de ciertos alimentos en la salud de los individuos, algunos de
los resultados sugerian que se podia subsistir sin el consumo de grasas; sin embargo estudios
posteriores demostraron que la metodologia empleada durante los experimentos tenia ciertas
fallas, una de las mas importantes es el hecho de que la dieta utilizada no era libre de acidos
grasos ya que las técnicas utilizadas para la extraccion de grasa no eran lo suficientemente
eficientes (Spector y Kim, 2015). Previo a las investigaciones ante mencionadas los acidos grasos
eran considerados como simples fuentes de energia los cuales podian ser sustituidos por el
consumo diario de carbohidratos, ideas que a la luz de las evidencias mostradas no eran correctas
(Linecker et al., 2015).

Para el afio de 1970 los cientificos daneses Hans Olaf Bang y Jarn Dyerberg realizan un estudio
prospectivo en una poblacion esquimal “los Inuit” de la cual se conocia que su alimentacion se
basaba en el consumo de carne, con un alto contenido de lipidos y una baja incidencia de
enfermedades cardiacas en comparacion con los ciudadanos daneses. Los resultados obtenidos
sugieren que la ingesta del EPA participaba en la prevencién de este padecimiento (Bang y
Dyerberg 1971; Dyerberg et al., 1978; Linecker et al., 2015).

Derivado de estas y muchas otras investigaciones los acidos grasos omega 3 toman un papel
protagonico en la prevencion y/o control de enfermedades asociadas a alteraciones del
metabolismo en las Ultimas décadas del siglo XX. Dicho protagonismo se extiende hasta nuestros
dias, donde la morbilidad y la mortalidad derivada de enfermedades como: la diabetes, el
sindrome metabdlico (Nasiff-Hadad y Merifio-Ibarra, 2003), el estrés y los problemas cardiacos

incrementan de forma exponencial (Mostad et al., 2006).

Ademés de lo anterior existe el interés, de las industrias farmacéuticas por demostrar (y
comercializar) los efectos benéficos que los acidos grasos omega 3 tienen no solo en la salud,
sino también en desarrollo del cerebro, durante el desarrollo fetal o en la infancia (Coletta et al.,
2010).
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Estos acidos grasos son recomendados de forma recurrente por médicos, entrenadores y
nutriélogos apoyandose en estudios cientificos donde se han observado resultados alentadores en
modelos animales y ensayos clinicos desarrollados en pacientes con o sin enfermedades cronicas
como la diabetes o las cardiopatias (Nasiff-Hadad y Merifio-1barra, 2003); sin embargo, también
se ha sugerido que el exceso en el consumo de estos acidos grasos puede llegar a perjudicar la
salud, un ejemplo de ello es el estudio realizado por Church y col (2009), donde las crias de ratas
que consumian &cidos grasos de forma crénica durante la gestacion tenian crecimiento anormal y

pobre desarrollo cognitivo.

Los acidos grasos no s6lo forman parte estructural de las membranas bioldgicas; también tienen
funciones fundamentales como sefializadores y sus efectos fisioldgicos son muchos (Valenzuela
et al., 2011). Existe evidencia de que los acidos grasos omega 3 alteran la composicién de lipidos
de las membranas de distintas células ocasionando cambios fisicoquimicos de la misma, uno de
ellos es la fluidez membranal la cual puede incrementar o disminuir de acuerdo a la cantidad de
estos acidos grasos en su estructura (Coronado et al., 2006). Estos cambios pueden verse
reflejados en los tejidos u organos completos y afectar la salud de los individuos, uno de los
mejores ejemplos es el dafio causado por el acimulo en exceso de grasas en higado, el cual es
basicamente la central metabolica, ocasionando una disminucion en las funciones de almacén de
energia en forma de glucdégeno, filtracion de los desechos toxicos y alteracion en la produccion

del colesterol (componente estructural de las membranas) (Franciscus y Highleyman, 2012).

Los acidos grasos poliinsaturados omega 3 tienen un importante papel en la estructura y funcion
del cerebro y que es, después del tejido adiposo, el de mayor concentracién de lipidos en el
organismo, donde los acidos grasos no tienen una funcion energética (Bourre, 2004). Se ha
discutido ampliamente el papel de los acidos grasos omega 3 (especialmente el DHA) en el
desarrollo neurocognitivo de los infantes y los efectos que puede desencadenar la deficiencia de
estos (Coronado et al., 2006) sin embargo no se ha estudiado a fondo qué ocurre cuando la

cantidad de omega 3 ingerida es desproporcionada o no se administra en cantidades adecuadas.

Es importante sefialar que el camino de la investigacion acerca de los efectos de la inclusion o no

de los lipidos en la dieta de los individuos no se limita a la simple suplementacion de estos en la
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misma. Hay un profundo interés en el entendimiento del metabolismo y los mecanismos de
accion a través de los cuales los &cidos grasos son capaces de prevenir o generar enfermedades.
Esto se comprueba al revisar los estudios realizados por Menard y col (1998), Lin y Salem
(2007), Church y col (2009), Grey y Bolland (2014), Pérez y col (2010), en los cuales se busca
entender la importancia de la concentracion de algunos &cidos grasos poliinsaturados en la
biosintesis y utilizacion de los lipidos, asi como su uso y distribucion en el organismo, sus efectos

a corto y largo plazo y los cambios que estos generan en las membranas biologicas.

Investigaciones relacionadas con el consumo del ALA, se centran en la cantidad necesaria para la
elongacion y desaturacion de este acido graso en la produccién del DHA vy la reutilizacion del
mismo en la sintesis de lipidos, asi como su distribucién en el organismo. Para la dilucidacién de
estas preguntas se utilizo ALA marcado radioactivamente llegando a la conclusién de que una
gran parte de este acido graso es utilizado en la sintesis de otros &cidos grasos mediante
mecanismos de fragmentacion y que este no es permeable a través de la barrera
hematoencefalica, conclusion derivada de la ausencia del acido graso marcado en el cerebro
(Menard et al., 1998). Otras investigaciones donde se administra ALA junto con el LA (marcados
con deuterio) muestran que el 75% de estos acidos grasos son catabolizados o excretados, el 16%
de ALA y el 18% de LA se encuentra distribuido en distintos tejidos; principalmente el adiposo,
la piel y el masculo. Unicamente el 6% de ALA fue elongado y desaturado a EPA y DHA, los

cuales fueron encontraron principalmente en el musculo y el tejido adiposos (Lin y Salem, 2007).

Por otro lado se ha demostrado el efecto toxico de los acidos grasos omega 3 en modelos
animales con ratas gestantes, donde un exceso en el consumo de estos acidos grasos ocasioné una

pobre ganancia de peso, pérdida de la audicion o hiperacusia en los hijos (Church et al., 2009).

Es importante sefialar que las investigaciones realizadas para dilucidar los beneficios que el
consumo de acidos grasos causan en la salud, no aportan evidencia suficiente para considerarlos
como realmente benéficos cuando son administrados no como componentes de una dieta
balanceada sino como suplementos o nutracéuticos lo que es posible verificar en el meta-analisis
de datos realizado por Grey y Bolland en el 2014 donde se concluye que la mayor parte de la

investigacion realizada en esta area no es contundente para afirmar que estos acidos grasos
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benefician la salud de los individuos y sin embargo toda esta informacion influye en el
comportamiento de las poblaciones ocasionando que haya un mayor consumo de los &cidos

grasos omega 3 (Grey y Bolland, 2014).
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JUSTIFICACION

El uso frecuente de los &cidos grasos omega 3 ya sea como suplementos o complementos
alimenticios o en forma de nutracéuticos incrementa cada dia mas, este fendmeno se debe en gran
medida a la promocién que la industria farmacéutica realiza a través de la oferta mediatica de los
medios publicitarios, exaltando las propiedades benéficas que estos acidos grasos tienen
apoyados en estudios clinicos los cuales muchas veces carecen de evidencia cientifica, cualitativa
y critica. En dichos estudios se muestran datos no concluyentes que pueden ser engafiosos y que
lejos de orientar de manera adecuada a la poblacion la confunden. De igual modo la promocién
de productos como los ®-3 que supuestamente incrementan las capacidades neurocognitivas es
un grave problema que se ha acentuado en las ultimas décadas. Productos que ofrecen una mejor
salud y un aumento en el coeficiente intelectual es el comun en los establecimientos naturistas,
las farmacias y porque no, en la venta por internet, donde se ofertan como productos que
resuelven la vida de los consumidores. Se tiene evidencia de que un exceso en el consumo de
estos &cidos grasos lejos de beneficiar y/o mejorar la salud de los individuos pueden causar un
efecto indeseable pues en muchos casos se ha observado que son generadores de alteraciones en
el metabolismo. Es por ello que es sumamente importante, no solo probar, sino ademas
comprobar con evidencia cientifica sus mecanismos de accion, sus efectos fisiologicos y sus

posibles dafos o beneficios a la salud.
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HIPOTESIS

La suplementacion de acidos grasos omega 3 tiene efectos en el peso, concentraciones de
glucosa, colesterol y triglicéridos asi como en el metabolismo de ratas lactantes. Esto tendria

origen en el cambio en los perfiles de &cidos grasos de mitocondrias hepaticas, tejido hepéatico y

cerebro.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar los efectos de la suplementacion de acidos grasos omega 3 de cadena corta en la
composicion de &cidos grasos de higado y cerebro de ratas de ambos sexos durante la etapa de

lactancia, asi como los cambios que estos generan en el metabolismo mitocondrial.

Objetivos particulares:

e Analizar la composicién de acidos grasos en cerebro, higado y mitocondrias hepaticas en
ratas de ambos sexos suplementadas con acidos grasos omega 3 de cadena corta durante
la lactancia.

e Evaluar la actividad de mitocondrias de higado a través de la medicién del consumo de
oxigeno en ratas de ambos sexos suplementadas con acidos grasos omega 3 de cadena
corta durante la lactancia.

e Obtener las caracteristicas morfométricas de &rganos de ratas de ambos sexos
suplementadas con acidos grasos omega 3 de cadena corta durante la lactancia.

e Establecer el perfil metabdlico de ratas de ambos sexos suplementadas con acidos grasos

omega 3 de cadena corta durante la lactancia.
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MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron 24 ratas Wistar (12 hembras y 12 machos) lactantes (0 a 30 dias), con las cuales se
formaron 4 grupos (n 6): machos control, machos con tratamiento, hembras control y hembras
con tratamiento. El tratamiento consistié en la administracion oral diaria de 125 mg/kg de peso
corporal de aceite de linaza como fuente de &cido linolénico (®3) / kg de peso corporal durante
30 dias.

Lineamientos de Bioética

Para la realizacion de este estudio se siguieron las recomendaciones de la Norma Oficial
Mexicana (NOM 062-Z00-1999). Al término del mismo se realiz6 eutanasia con sobredosis de
pentobarbital sédico como lo recomienda AVMA Guidelines on Euthanasia (2007)

Determinacion del peso corporal

El peso de los animales se midié todos los dias durante el tratamiento con la finalidad de ajustar
la dosis de aceite de linaza, para lo cual se utiliz6 una balanza digital de mesa de la marca
Komdox.

Determinacion de la concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos

Al téermino del tratamiento se obtuvo una muestra de sangre por puncion en la punta de la cola,
para la determinacion de la concentracién de glucosa, triglicéridos y colesterol mediante la

utilizacion de tiras reactivas y un equipo Acutrend de Roche®©.
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Curva de tolerancia a la glucosa (CTG)

Con la finalidad de evaluar la utilizacion de la glucosa se realiz6 la CTG la cual consiste en la
administracion oral de 3 g de dextrosa/kg de peso corporal en un volumen final de 0.5 mL. Para
la realizacion del procedimiento se mantuvo en ayuno de 8 horas a los animales. Se determino la
concentracion de glucosa sanguinea antes de la administracion de la solucién de dextrosa y cada

30 minutos después hasta llegar al minuto 120.

Obtencion de érganos

Al término del tratamiento los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico 40 mg/kg
de peso via inyeccion intraperitoneal. Se realizé incision quirdrgica sobre la linea media
abdominal y corte del diafragma para exposicion del corazon, seguido de ello se realizd
exsanguinacion por puncion cardiaca con la finalidad de drenar el volumen total de sangre de los
organos de interés. Se resecaron los 6rganos (higado, cerebro, corazén, rifion, pancreas, tiroides y

testiculo) para su pesado y posterior procesamiento.

Obtencion de mitocondrias de higado

Se homogenizo el tejido en medio H (de 1 a 10 ml por gramo de tejido), el cual contiene 0.07 M
de sacarosa, 0.21 M de manitol, 20 mM de HEPES, albumina bovina libre de &cidos grasos al
0.05 %, con un pH final de 7.4. La obtencion de las mitocondrias se realiz6 mediante
centrifugacion diferencial del homogenado.

El homogenado de higado se sometidé a un esquema de centrifugacion de tres pasos (Tabla 1),

posteriormente la pastilla final se resuspendio en 0.5 mL de medio H y se determinaron proteinas
mediante la técnica de Bradford (1976).

38



Tabla 1 Esquema de centrifugacion para obtencion de mitocondrias.

Tiempo . .
Paso rpm Temperatura . Indicaciones especiales
(minutos)

- |

1 2500 4°C 10 Obtener sobrenadante

2 7500 4°C 10 Obtener pastilla

Incubar 30 minutos con albumina al 0.5%
3 9000 4°C 10 Obtener pastilla con mitocondrias

Control respiratorio

Las mitocondrias obtenidas se colocaron en medio de respiracion (Tabla 2) dentro de una cdmara
de vidrio con capacidad de 1.4 mL, la cual estd acoplada a un sistema de circulacion que
mantiene la temperatura a 37 °C. Se colocaron 1500 pL del medio de respiracion posteriormente
se adicion6 la muestra en una concentracion de 500 ug/mL de proteina. Finalmente se adiciona el
ADP a 100 mM manteniendo agitacion moderada. La velocidad del consumo de oxigeno se
midié utilizando un electrodo de Clark el cual esta acoplado a un sistema electrénico para el

registro de los datos.

El control respiratorio es el resultado del cociente del consumo de oxigeno de los estados 3 y 4,
mismos que se obtienen del valor de la pendiente de los valores graficados en cada uno de estos

estados.

B Edo 3

R =
¢ Edo 4
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Donde:
v CR Control Respiratorio
v’ Edo 3 Valor de la pendiente de la velocidad de consumo de oxigeno en el estado 3.
v’ Edo4 Valor de la pendiente de la velocidad de consumo de oxigeno en el estado 4.

Tabla 2 Composicién del medio de respiracion para
mitocondrias.

Sustrato Concentracion pH
Succinato 10 mM

Sacarosa 250 mM

MgCl, 10 mM

Fosfato (H;PO,) 10 mM 7
EGTA 1M

Albdmina 0.10% 7

Transesterificacion

Para esta prueba se manejé el protocolo descrito por Morrison y Smith (1964) con ligeras
modificaciones. Se tomaron 50 uL. de muestra (tejido cerebral, tejido hepatico o mitocondrias
hepaticas segun fuera el caso) y fueron depositados en un vial de 4ml, después se agregd 1000 pulL
de trifluoruro de boro (BF3) al 14% en metanol, posteriormente se puso en atmoésfera de

nitrégeno una vez que el vial estuvo cerrado y debidamente etiquetado se colocé durante 30

40



minutos a ebullicién en bafio maria; pasado este tiempo el frasco fue retirado del bafio maria y
puesto a temperatura ambiente con el fin de enfriarlo. Una vez a temperatura ambiente, se
agregaron 2000 pL de hexano y 1000 uL de agua esto con el propdésito de separar la parte no
polar (metil ésteres) de la parte polar (contaminantes), inmediatamente esta mezcla fue
centrifugada a 1000 RPM / 1 min. Terminada esta centrifugacion se recuper6 la parte no polar de
la muestra (parte superior del frasco) y se traspasé con ayuda de una pipeta Pasteur a un segundo
vial previamente etiquetado, posteriormente se evapordé el exceso de hexano utilizando nitrogeno
gaseoso, el frasco fue cubierto con aluminio (para evitar la descomposicion de los metil-ésteres

por exposicion a la luz) y se almaceno a -20°C.

Cromatografia de gases

La composicién de acidos grasos de las mitocondrias hepaticas, tejido hepatico, tejido cerebral y
una férmula lactea para humanos, fue determinada por cromatografia de gases. Se usé un equipo
Clarus 500 de Perkin Elmer, equipado con detector de ionizacion de flama (FID) y controlado por
computadora. Se utiliz6 una columna Omegawax de 30 m de largo, 0.25 mm de didmetro interno
y recubrimiento interno de 0.25 mm. El programa de temperaturas utilizado para la separacion de
los acidos grasos en la columna fue el siguiente: se inicid la inyeccion a 180°C por 5 minutos, se
hizo una rampa de 5°C por minuto hasta llegar a 240°C y asi se mantuvo por otros 18 minutos
para completar un tiempo total de 35 minutos. Las temperaturas del inyector y del detector fueron
de 250°C. Los tiempos de retencion de los acidos grasos fueron determinados por inyeccion de
metil ésteres estandares de acidos grasos. Los estandares fueron adquiridos de Sigma-Chemical
Company (Saint Louis, MO). Para la inyeccion de la muestra los metil-esteres se suspendieron en
50 pl de hexano, se homogenizo y se inyectaron 4 L en el equipo mencionado, cada muestra fue
procesada por triplicado. El contenido de cada &cido graso se obtuvo por integracion de las areas

bajo la curva de cada uno de los picos y los resultados se presentan en mol%.

En el caso del tejido cerebral se requirié del método de extraccion de lipidos desarrollado por
Folch y col (1957), con algunas modificaciones. En este caso se pesaron 100 mg de tejido
cerebral (se tomo parte del hemisferio cerebral derecho) el cual fue puesto en un homogenizador
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Potter-Elvehjem y ulteriormente se le agregaron 3000 puL de una mezcla de cloroformo:metanol
(2:1), se homogenizo el tejido durante 3 minutos manteniendo el homogenizador en bafio de hielo
y una vez obtenido un liquido de color marrén claro, se procedio a depositarlo a través de un
embudo de vidrio cubierto con un filtro de papel (previamente desengrasado con cloroformo) a
una probeta de cristal. Ya en la probeta se agregd agua (20% del volumen de
cloroformo:metanol), y se mezclé bien. El contenido de la probeta se depositd en un tubo de
ensaye para ser centrifugado a 1000 RPM por 2 min, se observo que la muestra mantenia dos
fases, polar y no polar, a continuacion se extrajo la fase polar que en este caso era la capa
superior del tubo de ensaye; el resto de la muestra, la fase no polar, fue depositado en viales para
después evaporar el exceso de cloroformo con nitrégeno, el frasco debia estar rotulado para ser
almacenado. La muestra fue transesterificada con el método de Morrison y Smith, 1964
(previamente descrito) se resuspendieron los metil ésteres de tejido cerebral en 100uL de hexano

de los cuales se tomaron 4l y se inyectaron en el equipo de cromatografia de gases.

Cuantificacién de malén-di-aldehido en mitocondrias (lipoperoxidacion)

La determinacion de la concentracion de malondialdehido se realizd mediante la reaccion del
acido tiobarbitarico. Para la determinacion de las especies reactivas al acido tiobarbitdrico, a ImL
de solucion de mitocondrias se afiadieron 2 mL de solucion de KCI al 1.15% (pH7.4). La
solucién se mezclo con una solucion de dodecil sulfato de sodio a 0.4%, &cido acético al 7.5%
ajustado a pH 3.5 con NaOH, y una solucién de acido tiobarbiturico al 0.3%. Se afiadi6 a la
mezcla hidroxitolueno butilado al 0.01% para evitar la auto-oxidacion de la muestra. La mezcla
se calentd a 100°C durante 60 minutos. Después de enfriar la mezcla, se afiadieron 5mL de una
solucion de n-butanol:piridina (15:1) en agua destilada, se centrifugd a 1600g durante 10
minutos. Se separo la fase de butanol con centrifugacion ligera durante 5 minutos y se ley6 en un
espectrofotometro a 535 nm. El resultado se expresé en nmoles de malondialdehido por

miligramo de proteina mitocondrial.
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Analisis estadistico

Se realizo el andlisis de las medidas de tendencia central: promedio p (X) y desviacion estandar o
de los datos obtenidos para ver su distribucion. Asi mismo la prueba de Shapiro-Wilk para probar
normalidad de los datos. Los datos fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) de
dos vias seguida de la prueba de Bonferroni con un intervalo de confianza de 0.95 (p < 0.05) en

el programa SigmaPlot 13 (2017). Los resultados se presentan como gréficos o tablas.
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RESULTADOS

Las mediciones de peso corporal, concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol se

realizaron al finalizar el tratamiento con acidos grasos omega 3.

Peso corporal: En la figura 5 (a) se puede observar que el peso de los machos entre el grupo
control (68.00 + 4.10 g) y el suplementado con omega 3 (60.00 + 7.60 g) no existe
diferencia estadistica. Respecto a las hembras (Figura 5-b) se puede observar una diferencia
estadistica entre las ratas control (67.50 + 5.50 g) y tratamiento, (54.20 + 5.70 g) diferencia

que en términos porcentuales seria del 19.7%.

Concentracion de glucosa en sangre: En la figura 5-b se puede observar que la
concentracion de glucosa sanguinea de las ratas lactantes, tanto hembras como machos, ya
sea con o sin suplemento de acidos grasos omega 3, se encuentra en un rango de 80 a 100
mg/dL. En el caso de los lactantes machos control registraron una glicemia promedio de
67.00 + 3.74 mg/dL en contraste con el grupo tratamiento que mostrd 58.00 + 7.87 mg/dL.
Es importante destacar que la concentracién de glucosa en sangre entre los grupos de
hembras muestra diferencia estadistica (p < 0.05), siendo mayor (20%) el valor de este
parametro en los animales del grupo control (101.0 + 3.69 mg/dL) que el suplementado
(81.00 + 8.00 mg/dL). Comparando los resultados de machos contra hembras no se

observan diferencias significativas.
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Figura 5 Peso corporal y concentracion de glucosa en sangre de ratas lactantes suplementadas
con acidos grasos omega 3. * p < 0.05, n=6

Curva de tolerancia a la glucosa

En la curva de tolerancia a la glucosa (figura 6) se observa un incremento de la
concentracion de glucosa en sangre de entre el 8.5 y el 28 % en los grupos de estudio
siendo la mayor concentracién observada 127.2 mg/dL en el grupo de machos con
suplemento de acidos grasos omega 3. En todos los grupos se alcanza el valor basal a 60

minutos después de la administracion oral de dextrosa.
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Figura 6 Curva de tolerancia a la glucosa en ratas lactantes suplementadas con &cidos grasos
omega 3.

Contraste entre machos (a), contraste en el grupo de las hembras (b) y contraste entre los grupos de machos y
hembras, con y sin suplementacion de &cidos grasos omega 3 (c).

Grupo control (circulo blanco) y grupo suplementado (circulo negro) en figura a y b. Machos control (circulo
blanco), machos suplementados (circulo negro), hembras control (triangulo blanco) y hembras suplementadas
(triangulo negro) en figura c. n=6

Concentracion de colesterol y triglicéridos en sangre

Los resultados obtenidos para la concentracion de colesterol en sangre no muestran
diferencia estadistica entre controles y tratamientos (figura 7 a), al comparar entre machos
control y hembras control se tiene una diferencia estadistica siendo la concentracion en
hembras 4% mayor que en machos. Por otro lado el analisis de los triglicéridos tampoco
marca una diferencia estadistica significativa ni entre tratamientos ni entre sexos; pero hay
un claro aumento; superior al 30 % de la concentracion en los grupos de animales
suplementados (Figura 7 b).
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Figura 7 Concentraciones de colesterol y triglicéridos en sangre de ratas suplementadas con

acidos grasos omega 3 (Alfa linolénico) durante la lactancia. *Diferencia estadistica entre control
macho y control hembra p < 0.05, n=6

Peso de los 6rganos

Uno de los pardmetros méas estudiados para evaluar el crecimiento y desarrollo de los
individuos es el peso de los érganos. En el presente estudio se puede observar que el peso
del higado en machos control es de 2.6 + 0.2 g y en machos tratamiento 2.3 + 0.4 g, en
hembras control 2.9 + 0.2 g y hembras tratamiento 3.0 + 0.4 g sin mostrar diferencia
estadistica significativa en ningin caso (Tabla 4). Con respecto a los rifiones podemos ver
diferencias estadisticas entre las hembras de ambos grupos y el grupo control de machos.
En el péancreas Unicamente las hembras tratamiento tienen diferencias con los machos
control.

Respecto al corazdn y tiroides no se encontraron diferencias estadisticas en el peso de estos
Organos entre tratamientos; sin embargo se puede observar que el peso de los 6rganos es

mayor en las hembras que en los machos en ambos grupos.
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Tabla 3 Peso de los rganos de ratas lactantes suplementadas con acidos grasos

omega 3.
Machos Hembras
Control o3 Control 3
Higado (g) 26+0.2 23+0.4 29+0.2 3.0+0.4
Corazon (g) 0.3+0.02 0.3+0.03 0.33+0.01  0.36+0.03

Rifi6N(X2) () 0.32+0.03 0.28+0.03 0.36+0.02** 0.35 + 0.03*
Pancreas (g)  0.33+0.03 0.36%0.06 0.42+0.07 0.42+0.04*

Tiroides (Q) 0.2+0.01 0.19 £ 0.03 0.22 £ 0.03 0.22 £ 0.03

*Diferencia estadistica con control macho, **Diferencia estadistica con macho tratamiento
p<0.05 n=6

Parametros morfométricos del cerebro

La medicion de algunos parametros morfométricos ayuda a comprender el desarrollo
anatomico de este drgano y se puede emplear en la explicacion de algunos cambios en la
conducta y cognicién de los individuos: en el presente estudio se evaluaron el peso, la
densidad y la concentracidn de proteina en este drgano.

La medicion del peso del cerebro de los animales de estudio tiene como resultado un mayor
peso (27.3 %) en los machos con suplemento de ALA (1.43 + 0.30 g) que los animales del
grupo control (1.13 + 0.06 g; P<0.05), mientras que los resultados de este parametro en
hembras no mostraron diferencia estadistica. Si se comparan los resultados utilizando como
variable independiente el sexo de los animales se observa que el peso del cerebro es 500 mg
mas pesado (45.5 %) en las hembras en los grupos control (1.60 + 0.06 g) comparado con el
de los machos control (1.13 + 0.06), conservandose esta tendencia (100 mg, 7.1%) en los

grupos suplementados con ALA (Tabla 5).
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El andlisis de la densidad de masa cerebral (DMC) demuestra que existe una alteracién en
los animales (machos y hembras) sometidos al tratamiento sin mostrar diferencias

significativas entre estos grupos y el control (Tabla 5).

Respecto a la concentracion de proteina, se puede observar que en los animales
suplementados este parametro es mayor en hembras (158.9 % en hembras; p < 0.05), si se
analiza este mismo parametro tomando como referencia el sexo de los animales los
resultados muestran que el cerebro de los machos tiene una mayor concentracion de
proteina (4.22 + 1.52 mg) que el de las hembras (4.11 + 2.96 mg) sin diferencia estadistica;
sin embargo, en los grupos suplementados los resultados son inversos siendo mayor (125.4
%) la concentracion de proteina en cerebro de las hembras (10.64 + 1.12 mg) que la de los

machos (4.72 + 0.34 mg), p < 0.05 (Tabla 5).

Tabla 4 Densidad, peso y concentracion de proteina en cerebro de ratas
lactantes suplementadas con acidos grasos omega 3.

Machos Hembras

Control o3 Control a3

Peso (g) 1.1+0.06 143+0.3* 1.6+0.06* 1.52+0.1*

DMC (g/er)®  2.2+0.4 2.33+0.82 2.00+0.63 2.5+0.55

Proteina (mg) 4.22+1.52 4.72+0.34 4.11+2.96 10.64 +1.12*

DMC; densidad de Masa Cerebral, * Diferencia estadistica con control macho, P < 0.05, n=6

Composicion de acidos grasos en tejido: higado

En la tabla 6 se presentan los resultados de la composicion de acidos grasos de tejido
hepético, donde el andlisis de cada uno de los &cidos grasos muestra que hay una mayor
concentracion del &cido miristico (saturado) en las hembras y una diferencia de hasta 116%

entre hembras y machos. Es importante sefialar que la diferencia entre sexos es en favor de
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las hembras con un promedio de 32 mol% més que los machos. Los resultados obtenidos en
el caso del &cido palmitico muestran un incremento del contenido de este &cido graso en los
machos sometidos a tratamiento, este aumento es del 27% en comparacion con el grupo de
machos control y al comparar entre sexos encontramos que la diferencia entre el grupo de
machos tratamiento y el de hembras control es del 34.88%. Por otra parte el acido estearico
muestra diferencias Unicamente entre sexos, el grupo de machos control tienen una
concentracion 38% mayor que el grupo control de hembras, el grupo de machos tratamiento
tiene 49.57% mas concentracion que el grupo de hembras control y 32% mas que el grupo
de hembras con tratamiento. El &cido araquidico muestra una tendencia a aumentar en los
animales con suplemento de -3, los machos con tratamiento tienen 233% mas
concentracion que su grupo control y el grupo control de hembras. Acido lignocérico
muestra un aumento en su concentracion del 20% en los machos con tratamiento en

relacion a su grupo control.

Respecto del contenido de &cidos grasos monoinsaturados los cambios observados son: en
el caso del &cido miristoleico se tiene un incremento del 42 % en los machos con
tratamiento y una diferencia de 136 % entre sexos en los grupos control. Con el &cido
palmitoleico se tiene una diferencia del 158% entre las hembras del grupo control y los
machos del mismo grupo; en el caso del acido oleico existe una disminucion del 54 % en
los machos del grupo tratamiento en comparacion con su control, los datos obtenidos al
comparar entre sexos indican una diferencia de 208% entre las hembras control y los
machos tratamiento, asi como una diferencia de 157% entre machos tratamiento y hembras

tratamiento.

Los acidos grasos poliinsaturados tienden a disminuir en el tejido hepatico de los animales
que han sido suplementados con ALA, en el caso del acido araquidonico (AA) no presenta
diferencia estadistica significativa cuando comparamos controles y tratamiento, sin
embrago cuando se compara entre sexos encontramos que la concentracion en machos
control es 30% mayor comparada con las hembras control y 49% mayor con respecto a las
hembras tratamiento, situacion que se repite en el caso de machos con tratamiento donde su

concentracion es 50% mayor comparada con las hembras tratamiento. Por otro lado la
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concentracion de EPA es 74% mayor en las hembras tratamiento con respecto a su control
y no muestra diferencias significativas en el caso de machos, al comparar entre sexos
observamos diferencias estadisticas entre las hembras tratamiento y los dos grupos de
machos. EI DHA muestra diferencias Unicamente entre sexos siendo las concentraciones en
machos (tanto control como tratamiento) mayores que las de hembras. En el indice de
insaturados sobre saturados tenemos que los machos con suplemento de ALA tienen un

indice menor que el de su grupo control e incluso menor al de los grupos de hembras.
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Tabla 5 Composicion de &cidos grasos (mol%o) tejido-higado de ratas suplementadas con acidos grasos -3 durante la

lactancia.
MACHOS HEMBRAS
Control -3 Control -3
Miristico 0.30+0.07 ¢ 0.33+0.09¢ 0.61+0.114ab 0.65+0.154a,b
Miristoleico 0.19+0.04 b, c 046+0.16 a 045+0.19a 0.67 +0.45
Palmitico 21.85+1.35b 27.76 £ 2.72 a,c 2058+ 1.51b 23.52 + 3.56
Palmitoleico 0.51+£0.06¢c 0.57 £ 0.48 1.32+0.54a 0.91+0.35
Estearico 21.31+158¢c 23.11+1.86¢,d 15.36 +3.61a 17.45+2.61b,c
Oleico 17.09 +1.07 b,c 7.87+4.20a,c,d 2426 +4.91 ab 20.24+4.70b
Linoleico 12.90 +1.88 12.89 +1.43 15.45 + 1.47 14.58 + 2.30
Gama linoleico 0.03+0.01 0.03+£0.01 0.08 £ 0.05
Linolénico 0.07+0.05c,d 0.13+0.04c,d 0.33+0.09 a,b,d 0.60 +0.18 a,b,c
Araquidico 0.09+0.04b 0.30+£0.124a,c 0.09+0.09b 0.22+0.12
Araquidoénico 1455+ 0.72c,d 14.17 + 2.89 11.12+2.00a 9.75+2.62a
EPA 041+£0.11cd 0.51+0.35d 0.71+0.18 a,d 1.24 +£0.37 a,c
Behenico 0.17+0.11 0.21+0.12 0.23+0.13 0.28 £0.23
Erdcico 0.04 £ 0.02 0.03+0.01d 0.19+0.06 b,c
Lignocérico 0.80+0.05b 0.96+0.13a 0.89+0.12 0.83+0.25
DHA 9.18+1.50c,d 8.46+1.65d 6.03+0.89a 579+1534a,b
NI 2.87+£0.28 243 +0.44 2.88+1.14 3.25+0.56
Insaturados (1) 54.94 +7.04 45.25 +5.78 60.17 £ 10.64 54.06 + 12.61
Saturados (S) 4452 + 10.26 52.68 + 12.18 37.77 £ 5.56 42.96 +6.93
1/S 1.23+£0.11b 0.86 +0.12 a,c,d 1.59+0.34Db 1.26+ 0.32b

DHA: 4cido docosahexaenoico, EPA: 4cido eicosapentaenoico, NI: no identificado, I/S: indice de &cidos grasos insaturados sobre saturados (indice de Fluidez), Sub indices a,b,c,d;

p < 0.05 ; a: Diferencia con Control macho, b: Diferencia con -3 macho, c: Diferencia con control hembra, d: Diferencia con ®-3 hembra p < 0.05; n=6
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Composicion de acidos grasos de mitocondrias hepaticas

En la composicion de é&cidos grasos de las mitocondrias obtenidas de higado de ratas
suplementadas con acidos grasos omega 3 se observan diferencias puntuales en algunos acidos
grasos saturados, siendo el acido miristico el que presenta las mayores variaciones; en machos no
observamos diferencias estadisticas y en hembras es el grupo tratado el que presenta un aumento
de 39% con respecto a su control. Al comparar entre sexos encontramos que el grupo de machos
control tiene una concentracion de este acido graso 78% mayor que las hembras control (Tabla
7).

El acido palmitico (el &cido saturado con mayor presencia), en el caso de las hembras
tratamiento, presenta un aumento del 22% con respecto a las hembras control. Al comparar entre
sexos encontramos que los machos control tienen una mayor concentracion que las hembras

control en 22% y de 17% al comparar machos tratamiento con hembras control (Tabla 7).

En el andlisis de los acidos grasos monoinsaturados comparando entre sexos observamos que
existe una mayor concentracion de acido graso miristoleico en las hembras; en el caso de las
hembras control estas tienen una concentracion 26 veces mayor que el grupo de machos control y
5 veces mayor que el grupo con tratamiento, situacion semejante se presenté con las hembras

tratamiento cuya concentracion es igualmente superior a ambos grupos de machos (Tabla 7).

Por otro lado el contenido de acidos grasos poliinsaturados es méas abundante en mitocondrias de
higado de ratas suplementadas con ®-3; el ALA en machos tratamiento presenta un aumento del
111% con respecto a su grupo control, esto se repite en hembras tratamiento donde sus
concentraciones son 312% mayores al del grupo hembras control. La comparacion entre sexos
muestra la misma tendencia que con sus controles; el grupo de machos tratamiento tiene una
concentracion 137.5% mayor que las hembras control, las hembras tratamiento aumentaron 177%
mas que los machos control. EI EPA muestra un aumento en los macho tratamiento de 152% con
respecto a los machos control; en hembras tratamiento podemos ver un aumento del 157% sobre
el grupo hembras control, la comparacién entre sexos indica una diferencia entre el grupo

hembras tratamiento con un aumento del 429% sobre el grupo machos control. EI DHA muestra
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diferencias Unicamente entre el grupo de machos tratamiento y el grupo de hembras control

siendo el primero 41% mayor que el segundo (Tabla 7).
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Tabla 6 Composicion de acidos grasos (mol%) de mitocondrias de higado de ratas suplementadas con acidos grasos ®-3
durante la lactancia.

MACHOS HEMBRAS
Control ®-3 Control ®-3

Miristico 0.41+£0.05c¢ 0.27+£0.14 0.23+£0.05d,a 0.32+£0.05¢
Miristoleico 0.01£0.01c,d 0.05+0.02 c,d 0.26 £ 0.04 a,b 0.29£0.09 a,b
Palmitico 19.28+1.35¢ 18.45+1.06 ¢ 15.75+1.454a,b,d 19.25+1.01¢
Palmitoleico 0.65+ 0.28 0.55+£0.33 0.71£0.26 0.63+£0.21
Estearico 19.7 £ 2.00 19.94 £ 0.34 20.61 +£1.00 19.65 £ 2.28
Oleico 11.09 £ 2.54 11.43 £ 2.65 13.57 + 3.82 11.57 + 1.80
Linoleico 13.13+1.88 14.19 £ 0.76 14.27 £2.04 15.47 £ 2.40
Gama linoleico 0.07 £0.03 0.04 £ 0.01 0.05 £ 0.02 0.04 £0.02
Linolénico 0.09+£0.04 bd 0.19£0.05a,c 0.08 £0.03 b,d 0.25+£0.08 a,c
Araquidico 0.16 +0.14 0.23+£0.20 0.06 £ 0.02 0.10 £ 0.05
Araquidonico 16.86 +2.63 16.16 £ 1.95 16.22 £2.24 1572+ 241
EPA 0.17+£0.03b 0.43+£0.19a 0.35+0.11 d 0.90+£0.55a,c
Behenico 0.11 + 0.05 0.24 £0.13 0.17 £ 0.07 0.23+£0.08
Erucico 0.07 £0.02 0.08 £ 0.04 0.05 £ 0.02 0.08 +0.03
Lignocérico 0.90 £0.35 1.22 £0.15 0.87 £ 0.08 1.00£0.15
DHA 11.63 +2.85 14.03+£1.79¢ 9.90+0.53b 10.5+1.18
NI 5.04 +4.06 2.63+0.52 3.32+2.39 3.86+1.27
Insaturados (1) 54.24 + 6.86 57.28 + 7.06 55.49 + 6.87 55.46 + 6.88
Saturados (S) 40.56 + 9.28 40.35 + 8.97 37.68 + 8.68 40.56 + 8.68
1/S 1.34+0.21 1.42 +0.08 1.47 +0.17 1.37+£0.16

DHA: 4cido docosahexaenoico, EPA: 4cido eicosapentaenoico, NI: no identificado, I/S: indice de acidos grasos insaturados sobre saturados (Indice de Fluidez), Sub indices
a,b,c,d; p < 0.05 ; a: Diferencia con Control macho, b: Diferencia con ®-3 macho, c: Diferencia con control hembra, d: Diferencia con -3 hembra p < 0.05; n=6.



Composicion de acidos grasos de tejido cerebral

Contrario a lo ocurrido en tejido hepético en el tejido cerebral no se encontraron tantas
diferencias en la composicion de acidos grasos entre las ratas tratadas y sus controles ni
tampoco entre machos y hembras; en algunas mediciones no se observan diferencias debido
a las desviaciones estandar: sin embrago el programa de andlisis estadistico SigmaPlot nos
revela diferencias en algunos casos; al comparar por sexo las concentraciones de acido
behenico encontramos que los machos tratamiento tienen 46% menos concentracion de este
acido graso que las hembras control (Tabla 8). El &cido erucico (monoinsaturado) presenta
una disminucién del 66% en los machos sometidos a tratamiento en comparacion con el
grupo de machos control, si comparamos entre sexos obtenemos que las hembras control
tienen 80% menos concentracion que los machos control y las hembras tratamiento 62%
menos que los machos control.

Los &cidos grasos poliinsaturados mostraron algunas diferencias puntuales; el ALA
presenta un aumento del 80% en ratas macho con tratamiento con respecto a su control, las
ratas hembra control presentan una concentracion 80% mayor en comparacién con los
machos control. Un dato interesante es que la presencia de ALA no se registré en las ratas
hembra con tratamiento.

Al comparar la concentracién de acido araquidénico (AA) entre sexos tenemos una
diferencia del 31% entre las hembras tratamiento sobre el grupo de machos con tratamiento.
Se esperaba un aumento en DHA sin embargo muestra Unicamente una tendencia hacia
dicho aumento sin diferencias significativas entre tratamientos y controles.

El cociente de insaturados sobre saturados (1/S) muestra un aumento en las hembras del
grupo tratamiento del 29% con respecto a su control, del 39% comparado con el grupo

control de machos y del 31% comparado con el grupo de machos tratamiento.
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Tabla 7 Composicion de &cidos grasos (mol%o) tejido-cerebro de ratas suplementadas con acidos grasos ®-3 durante la
lactancia

MACHOS HEMBRAS

Control -3 Control -3
Miristico 0.35+£0.10 0.45 +0.06 0.35+0.04 0.33+£0.11
Miristoleico 0.07 £0.02 0.08 £ 0.02 0.03+£0.03 0.12+£0.10
Palmitico 29.17 £ 0.94 28.59 £ 1.10 29.61 +1.75 26.93 £ 2.51
Palmitoleico 0.82£0.25 0.46 +0.25 0.86 £ 0.26 0.83+£0.36
Estearico 17.55 + 2.68 17.77 £ 1.53 16.90 £ 1.65 15.84 + 1.60
Oleico 18.32 + 0.80 20.27 £ 3.77 19.35+2.19 20.75+3.21
Linoleico 0.67 £0.26 0.78 £ 0.09 0.74+£0.12 0.78 +0.15
Gama linoleico 0.08 £0.00 0.03+£0.01 0.04 +0.02
Linolénico 0.10+0.02 b, c 0.18£0.001 a 0.18 +0.07 a
Araquidico 0.89 £ 0.64 0.39+£0.16 0.67 +0.24
Araquidonico 10.13 +2.00 10.38+1.24d 11.58 +1.73 13.68+1.62b
EPA 0.91+0.62 0.35+0.29 0.47 £0.23 0.42 £0.10
Behenico 0.33+0.11 0.20+0.07c 0.37£0.10 b,d 0.21 £0.08
Erdcico 0.49+0.17b,cd 0.17+£0.05a 0.10+£0.07 a 0.19+0.13a
Lignocérico
DHA 10.52 + 2.58 11.92 £1.70 12.76 £ 2.89 15.04 £ 2.53
NI 9.58 + 2.63 8.63 +1.62 7.46 +3.09 7.47 +1.85
Insaturados (1) 42.88 £7.44 44,60 +7.42 46.11 +£7.28 53.65 + 8.34
Saturados (S) 48.22 + 454 47.40 £2.93 4790 £ 12.46 43.31+£11.62
1/S 0.89+0.13d 0.94+£0.07d 0.96 £0.13d 1.24+0.12a,b,c

DHA: 4cido docosahexaenoico, EPA: 4cido eicosapentaenoico, NI: no identificado, I/S: indice de 4cidos grasos insaturados sobre saturados (indice de Fluidez), NSD: No Se
Detect6, Sub indices a,b,c,d; p < 0.05 ; a: Diferencia con Control macho, b: Diferencia con w-3 macho, c: Diferencia con control hembra, d: Diferencia con w-3 hembra
p<0.05;n=6.



Control respiratorio y lipoperoxidacion en mitocondrias de higado.

El andlisis del consumo de oxigeno mitocondrial es indispensable en el entendimiento del
metabolismo celular, por lo que en el presente estudio se midid y cuantifico este pardmetro
encontrando que el consumo de oxigeno en el estado 3 en el grupo de hembras tratamiento
aumenta un 79.45 % con respecto a su grupo control (Figura 8 a).

En el estado 4; analizando los datos por la variable sexo se observa que el consumo de
oxigeno en el estado 4 es 136% mayor en hembras del grupo tratamiento comparadas con
el grupo de machos control y 185% mayor que el grupo de machos tratamiento (Figura 8
b).

Los datos obtenidos del anélisis del control respiratorio sefialan que no hay diferencias

estadisticas significativas cuando los animales son suministrados con -3 (Figura 8 c).

Un método indirecto para analizar la lipoperoxidacion en tejido es la cuantificacion de los
productos de esta reaccion, uno de los mas utilizados es la cuantificacion de
malondialdehido. El anélisis de los datos de este pardmetro reporta un incremento de hasta
el 46.7 % en la produccién de MDA en el tejido hepético de los machos suplementados con
®-3 con respecto a su control, al comparar entre sexos encontramos que la diferencia entre

los machos con tratamiento y las hembras control es del 83% (Figura 8 d).
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Consumo de oxigeno en el estado 3 (a), consumo de oxigeno en el estado 4 (b), control respiratorio (c) y
concentracion de malondialdehido (MDA) (d). *p < 0.05, n=6.

Figura 8 Respiracion mitocondrial y lipoperoxidacion en mitocondrias hepéticas de ratas
lactantes suplementadas con &cidos grasos omega 3.
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DISCUSION

En la actualidad existe un grave problema de nutricion en el mundo; por un lado el exceso
en la carga caldrica en los paises industrializados y por el otro la falta de alimento en los
paises con escasos recursos 0 en situacion emergente (lturbide, 1998), donde la
malnutricion se caracteriza por un bajo aporte caldrico y proteico, y un nulo aporte de
diversos nutrimentos que son esenciales para el desarrollo y la vida humana (Ayala-Gaytan
etal.,, 2015; FAO, 2016). Una buena alimentacion o alimentacién balanceada es la base de
un buen desarrollo y una mejor salud en la poblacién infantil (Gil et al., 2006). Se sabe que
la nutricion del infante comienza con una buena nutricion de la madre durante el embarazo
y la lactancia y se continta durante la etapa infantil (Hernandez et al., 2003) que va de los
12 meses a los 5 afios de vida (Kleinman, 2014). La alimentacion adecuada (en cantidad y
calidad) asegura una buena salud ya que estimula el desarrollo de un sistema inmune
eficiente, previene las complicaciones durante el embarazo y el parto, reduce el riesgo de
enfermedades no transmisibles de tipo cronico degenerativo como: diabetes, obesidad,

enfermedades cardiovasculares, entre otras (Mostad et al., 2006).

Las cifras estimadas, de acuerdo a la UNISEF y la OMS durante el 2017, de nifios menores
de 5 afios que padecen desnutricion en el mundo son alarmantes, ya que sefialan que 178
millones de infantes sufren desnutricion crénica (baja talla para la edad), y que derivado de
esta deficiente nutricién 3.5 millones de nifios mueren en esta etapa de la vida (Blak et al.,
2008). En México 1.5 millones de nifios padecen de un deficiente aporte de nutrientes, este
fendmeno se acentla en zonas marginadas de las grandes ciudades, asi como en las
poblaciones indigenas y la region sur del pais (Hernandez et al., 2003) un exceso en la

carga caldrica en las zonas urbanas (ENSANUT, 2016).

Ademas de lo anterior cabe sefialar que hace ya mas de 50 afios que los gobiernos han
implementado medidas para prevenir la desnutricién infantil a través del uso de
complementos o suplementos alimenticios sin bases cientificas que justifiquen estas
acciones. México, es uno de los paises integrantes de la Organizacion Panamericana de la

Salud (OPS) y el Programa Mundial de Alimentos, que busca a través de la implementacion
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de Programas Nacionales como: México Sin Hambre, “garantizar la seguridad alimentaria
y la nutricion de los 7.01 millones de mexicanos que hoy viven en condicion de pobreza
extrema, y contribuir al ejercicio pleno de su derecho a la alimentacion” pero también se
encuentra en la lista de los paises que permiten el enriquecimiento nutricional de los
productos alimentarios de infantes con suplementos o nutracéuticos, que no han sido
debidamente estudiados y de los cuales se desconocen sus beneficios y posibles efectos

adversos.

Modelo de estudio

Existen diversos modelos en animales para evaluar los efectos de los &cidos grasos omega 3
desde diferentes perspectivas, la gran mayoria de ellas en machos adultos, en los que
factores como: desarrollo, crecimiento o etapa fisioldgica (hormonal), no influyen sobre las
variables de estudio. Sin embargo, es importante sefialar que se requieren estudios que
aporten informacién acerca de los efectos, ya sean benéficos o adversos, de estos &cidos
grasos en las diferentes etapas de vida de los individuos, asi como la forma en la que estas
moléculas afectan a cada uno de los sexos. Por ello el modelo utilizado para la realizacion
del presente estudio son ratas de ambos sexos, de 30 dias de edad (lactancia), las cuales

permanecieron con sus madres hasta una semana posterior al destete.

Los animales fueron suplementados con una dosis de 125 mg de acido alfa linolénico / kg
de peso, administrado via oral mediante el uso de una micro pipeta. La dosis utilizada se
calculd con base en la dosis recomendada para humanos (31.25 mg/kg de peso) y el factor
metabdlico de la especie (4), como se indica en la férmula:

31.25 (mg)X 4 = 125 (mg)

La ventaja de la utilizacion de un modelo donde se incluyen tanto hembras como a machos
es la obtencidn de datos que evidencien si la respuesta entre ambos sexos, es diferente o no.
Por otro lado, el estudio del consumo de &cidos grasos omega 3 en un modelo de animales

lactantes obedece a la realidad moderna donde las férmulas lacteas son suplementadas con
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estos acidos grasos (anexo 1) y se administran suplementos alimenticios a infantes, exista o
no la necesidad real de hacerlo (anexo 2). Es importante reconocer que entre los grupos
vulnerables o a los que se recomienda el consumo croénico o no regulado de estas sustancias
estan: los bebes prematuros, las personas de la tercera edad, mujeres en gestacion, pacientes
con problemas cardiacos, cancer o enfermedades cronico degenerativas como diabetes,
sindrome metabdlico, o pacientes psiquiatricos (Kim et al., 2014). Ademas de lo anterior,
los &cidos grasos omega 3 se han estudiado como factores de desarrollo cognitivo durante
la etapa infantil y derivado de ello se ofertan como una promesa para el incremento de las
capacidades intelectuales en los nifios. Es obligatorio sefialar que la promesa de una mejora
en la inteligencia deriva Gnicamente de estudios de tipo clinico (Aguirre, 2008), en los
cuales no se integra evidencia fisioldgica, anatomica o bioquimica que explique los efectos

psicosociales y cognitivos encontrados.

Ganancia de peso

El peso es uno de los parametros méas utilizados para evaluar el estado nutricional de los
infantes, este puede ser valorado a través de diversos parametros como la valoracion
cuantitativa de la desnutricion, en la cual se consideran los valores obtenidos del porcentaje
de peso de referencia (Peso/Peso ideal) a través de la valoracidn global objetiva (Ravasco et
al., 2010). En el presente estudio se tom6 como peso ideal el peso de los animales del grupo
control. De acuerdo con el peso de referencia (figura 4a), los resultados muestran que los
grupos tratados con acidos grasos omega 3 presentan un indice considerado como
desnutricion leve, tanto en machos (0.86) como en hembras (0.91) lo que sugiere una pobre
ganancia de peso del 12% en machos (sin diferencia estadistica significativa) y 19.7% en
hembras asociada a estados carenciales o deficiencia aislada de nutrientes ya sea por
disminucion de la ingesta o pérdida de los mismos. EI ALA es recomendado para la pérdida
y el control de peso corporal (Perng et al., 2015). Existen reportes que sugieren que el
consumo de este acido graso en cantidades superiores a las recomendadas puede ocasionar
el incremento del tejido adiposo, ya que el excedente de ALA se va a almacenar en este
tejido como reserva energética (Morales et al., 2012). Evidentemente este efecto no se

observo en el modelo utilizado; fendbmeno posiblemente atribuible a la edad de los
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individuos, ya que durante la etapa de desarrollo y la lactancia la demanda energética es
mucho mayor que la de los individuos adultos (Cossio-Bolafio et al., 2012, Cossio-Bolafo
etal., 2013).

Glucosa sanguinea

La concentracién de glucosa sanguinea, de los grupos en estudio, se encuentra dentro de los
parametros considerados como normales en ratas adultas (81 a 101 mg/dL). Estudios
realizados por Pérez y col (2010), sugieren que la concentracion de glucosa en sangre en
individuos lactantes se encuentra en un rango de 90 a 102 mg/dL; por otro lado Figueroa-
Garcia (2013) sefiala que la glucemia en ratas recién nacidas y hasta los 15 dias de edad se
encuentra en un rango de 70 a 90 mg/dL, cabe destacar que en dicho estudio se usaron
Unicamente ratas hembra. Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran
glucemias en un rango de 81 a 101 mg/dL, se observa una diferencia estadisticamente
significativa entre las hembras tratamiento y su respectivo control (p < 0.05); los resultados
obtenidos sugieren un incremento en la concentracion de insulina en los individuos de los
grupos tratados con ALA, lo que estaria provocando una constante incorporacion de la
molécula en los tejidos periféricos y una disminucién de esta en sangre. Se sabe que, en
individuos en crecimiento, y aln mas en etapa de lactacion, la demanda energética es alta,
por lo que el consumo de alimentos de aporte caldrico elevado es indispensable para
mantener la homeostasis de la glucemia (Davis y Morris, 1993). Uno de los mecanismos a
través de los cuales los &cidos grasos omega 3 generan disminucion del peso corporal es la
regulacion del consumo voluntario a través de la sensacion de saciedad (Parra et al., 2008),
fendmeno atribuido a que la ingesta de omega 3 disminuye la sintesis y liberacion de
leptina (Wang et al., 2002). Esta saciedad o disminucién de ingesta de alimentos podria ser
una de las principales causas de disminucion de la glucemia en infantes (Kyu-Bong et al.,
2014) y probablemente la causa de las concentraciones de glucosa sanguinea observadas en
las ratas de los grupos adicionados con ALA (Burnol et al., 1983).
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Curva de Tolerancia a la Glucosa

La curva de tolerancia a la glucosa es una prueba util en el estudio del metabolismo de los
carbohidratos. Se fundamenta en la pérdida del control de la capacidad para la utilizacion
de la glucosa en diversas enfermedades que cursan con hiperglicemia. Esta prueba se
caracteriza por el fallo en el transporte de la glucosa hacia el interior de las células, sobre
todo en aquellas que requieren de insulina, ocasionando que la concentracion de glucosa en
sangre se mantenga por arriba de las concentraciones consideradas como normales, durante

periodos de tiempo prolongados (Girbés-Borras, 2008).

Esta prueba también es util en el estudio de la utilizacion de los carbohidratos cuando se
quiere probar la eficacia de ciertos fArmacos como coadyuvantes en la absorcion de la
glucosa o en el estudio de los efectos de ciertos nutracedticos (suplementos o

complementos) o alimentos funcionales sobre la glicemia (Wolever y Jenkins, 1986).

En las diferentes lineas de investigacion desarrolladas por el Dr. Mejia Zepeda R (2006-
2018) en animales diabéticos tipo 2 y sus respectivos controles, a los que se les ha
suplementado con &cidos grasos omega, en diversos esquemas Yy durante periodos de
tiempo que van de 0 a 6 meses, se ha observado que la administracion crénica de los acidos
grasos omega 3 generan estados de hiperglicemia compatibles con intolerancia a la glucosa,
sindrome de resistencia a la insulina y posiblemente diabetes tipo 2 en individuos sanos,
por lo que un estudio completo del efecto de estas moléculas en animales en etapa de
lactacion siempre debe incluir pruebas que evallen la homeostasis de la glucosa. Es por
ello que en el presente trabajo se utilizd esta prueba como método de valoracion de los
posibles cambios metabdlicos ocasionados por la administracion de los acidos grasos
omega 3 a individuos durante la etapa de lactacion; encontrando que el area bajo la curva,
calculada mediante la prueba de los poligonos, en los animales del grupo control es 3.2 %
mayor en hembras, sin embargo este efecto cambia cuando se administran los omega 3 y el

resultado es 8.6 % mayor en los machos.
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Concentracion sanguinea de Triglicéridos y Colesterol

En el andlisis de la concentracion de triglicéridos en sangre (Figura 6) no mostro
diferencias estadisticas. Las anomalias presentadas en los animales sometidos al
tratamiento en contraste con su control se explica debido a la movilizacion de los &cidos
grasos para la obtencién de energia en los grupos adicionados y se correlaciona en forma
positiva (R=0.99) con la pobre ganancia de peso, lo que indica un estado catabdlico de los
animales debido al gasto metabdlico de la etapa de vida. Se sabe que, durante los estados de
estrés, para la conservacion de la homeostasis, el organismo es capaz de implementar ciclos
de retroalimentacion negativa que conduzcan a un estado de equilibrio entre la degradacion
y uso de los productos energéticos (Martinez y Paredes, 2007). Esto es, pese a que hay un
mayor aporte de productos energéticos (ALA), los cuales son energéticamente menos
valiosos que los &cidos grasos saturados, el organismo no puede echar mano de ellos debido
a la retroalimentacion negativa de la hormona insulina, la cual esta siendo inhibida por la
constante sintesis y liberacion de la misma, mecanismo derivado de la estimulacion
constante de los PPAR"s Y (gama) en las células beta pancreéticas, lo que a su vez provoca
el incremento de glucagdn, el cual estimula la movilizacidn de las reservas energéticas del

higado y la lipdlisis en el tejido adiposo (Calder, 2011; Janani y Ranjitha-Kumari, 2015).

Una investigacion a cargo de De-Lorgeril y col (1994), nos muestra que una dieta que
incluye gran cantidad de ALA no reduce la concentracion de triglicéridos ni de colesterol
en sangre; este estudio se realizé en adultos de ambos sexos con una edad menor a 70 afios
que habian sufrido un evento de ataque al miocardio. Ferrier y col (1995), observaron que
un alimento (huevo) enriquecido con ALA no aumenta la concentracion de triglicéridos ni
de colesterol en sangre. Por otro lado, en la investigacion realizada por Djousse y col
(2003), se presentan datos de hombres y mujeres los cuales muestran una tendencia a la
baja en las concentraciones de triglicéridos en sangre cuando se consume acido Linolénico.
La investigacion de Vijaimohan y col (2006), muestra que el aceite de semillas de linaza
controla las concentraciones de colesterol y triglicéridos cuando los animales son

alimentados con una dieta rica en grasas.
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Por otro lado, el andlisis de la concentracion sanguinea de colesterol no muestra diferencia
estadistica entre grupos, lo cual es contrario a otras investigaciones donde se observa un
descenso de este pardmetro tanto en concentracion sanguinea como en tejidos a raiz de una
dieta con ALA (Garg y Clandinin, 1992). Este fendmeno probablemente se deba a que las
ratas lactantes no sintetizan hormonas esteroideas en la misma cantidad que una rata adulta
por lo que la cantidad de colesterol no cambia; la concentracion de hormonas se controla
por su tasa de sintesis lo que a su vez se rige por sefiales cerebrales, manteniendo asi
concentraciones similares en las ratas lactantes sin importar su sexo (Mathews et al., 2013).
En humanos recién nacidos la concentracion de colesterol no parece estar influenciada por
la dieta materna por lo cual se podria descartar como un factor de cambio (Badruddin et al.,
1990).

Peso de los 6rganos de ratas lactantes con y sin adicion de acidos grasos omegas3

El peso de los érganos es un pardmetro importante que describe el estado nutricional y
metabolico del 6rgano en particular y de los individuos en general (Bailey et al., 2004).
Este parametro es utilizado generalmente como criterio de dafio o anomalia durante la
necropsia y aporta evidencia de estados patologicos en los cuales el tamafio de los 6rganos
suele estar aumentado [hipertrofia (esteatosis hepéatica) o hiperplasia (neoplasias,
infecciones virales)] (Robbins, 1987) o disminuido [atrofia (isquemia, infecciones, quietes)
(Rubin y Farber, 1992) o hipoplasia (insuficiencia renal crénica, insuficiencia hepatica,
desnutricion)] (Lucena-Romero, 2001). Las anomalias o desviaciones del patrén
normalmente esperado del pardmetro en estudio (peso de los 6rganos) pueden generarse por
diferentes causas; estos cambios son derivados de la respuesta adaptativa de los individuos

a modificaciones internas (fisiologicos, enfermedad) o externas (ambiente, alimentacién).
En el caso del incremento en el peso del pancreas y rifiones en hembras con respecto a los

machos estos fendmenos podrian estar asociados a eventos metabdlicos derivados de la

administracion cronica de los omega 3.
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Es importante sefialar que uno de los eventos mas importantes involucrados en la evolucion
del ser humano es el desarrollo del cerebro (incremento de masa cefalica), el cual esta
directamente asociado a la cantidad (nimero) de neuronas que posee y ésta a “la facultad
de la mente que permite aprender, entender, razonar, tomar decisiones y formarse una idea
determinada de la realidad” (RAE, 2017), eventos que en su conjunto se definen como
inteligencia. En el presente estudio se puede observar que el peso del cerebro de los machos
del grupo adicionado con ALA es mayor (27.2%) que el de los animales control,
circunstancia que se puede considerar como capacitante para tener un mayor desarrollo
intelectual, se deben considerar que esto aplicaria en humanos donde un mayor tamaro del
cerebro podria indicar una mayor capacidad intelectual, pero en un individuo en
condiciones completamente distintas este resultado podria significar otra cosa; con respecto
al incremento de la masa cerebral de las ratas otros fendmenos de tipo fisicoquimico, como
la densidad, podrian explicar el incremento de la masa cefalica como en el caso que nos
ocupa, ya que si bien es cierto que el peso del 6rgano es mayor en los machos tratados con
ALA, la densidad de este 6rgano puede variar, modificando de forma sustancial los
resultados y la interpretacién de los mismos, como se vera mas adelante. Por otro lado,
existe una diferencia de esta variable entre sexo, siendo mayor el peso (31.2%) de este
organo en las hembras control con respecto a los machos control lo cual nos indica que el

tratamiento si podria tener efectos en este aspecto.

Proporcion cerebro-masa corporal (PCMC) y cociente de encefalizacion (EQ)

La proporcion cerebro-masa corporal, es una proporcion entre el peso del cerebro y el peso
del cuerpo, con la cual se puede hacer la estimacion hipotética de la inteligencia de un
animal. Esta proporcién se calcula multiplicando el cociente del peso del cerebro entre el

peso corporal por el factor 100 (formula 1).

PCMC = pPc1 X 100
T PC2

Formula 1: PCMC = Proporcidn cerebro-masa corporal, PC1 = peso del cerebro, PC2 = peso corporal.
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La encefalizacion es una medida del grado de desarrollo del cerebro y se calcula utilizando

la ecuacion formulada por Jerison en 1973.

EQ_ Peso del cerebro
" 0.12 (Peso corporal)0-67

Una de las principales razones por las cuales se realizé el presente estudio es la gran
cantidad de informacion encontrada, no sélo cientifica sino también comercial, acerca de
las propiedades benéficas que tienen los acidos grasos omega 3 en el desarrollo cognitivo
de infantes (Coronado et al., 2006), su participacion en el tratamiento de enfermedades
psiquiatricas (esquizofrenia) (Valenzuela et al., 2011), enfermedades degenerativas del
sistema nervioso central (Parkinson, alzheimer, epilepsia) (Tapia, 2005; Bazan, 2009) y

trastornos de la conducta (hiperactividad, deficit de atencion o ansiedad) (Tapia, 2005).

Es importante sefialar que los animales del presente estudio son considerados como
animales totalmente sanos, lo cual implica que no presentan ninguna enfermedad o
trastorno, por lo que Gnicamente se estimaron aquellos parametros que tienen que ver con el
aumento en las capacidades cognitivas o inteligencia evaluados a través de criterios
anatomicos como son: la proporcion cerebro-masa corporal y el cociente de encefalizacién
(Boddy et al., 2012).

Los resultados obtenidos de la variable proporcion cerebro / masa corporal (PCMC)
muestran un menor indice en los animales de los grupos control; 45.5 % (machos) y 19.3%
(hembras) (p < 0.05). Es importante sefialar que el PCMC es menor en los machos (44.2 %,
controles y 18.3%, suplementados con ®»-3) en comparacion con las hembras. Esto sugiere
que el desarrollo del cerebro es mayor en los animales que recibieron ALA y que el cerebro
de las hembras se desarrolla con mayor rapidez que el de los machos. Es posible que este
simple hallazgo haga suponer que los animales suplementados con omega 3 tendran una
mejor respuesta cognitiva que aquellos que no fueron adicionados; sin embargo, es
importante sefialar que existen otros parametros que se pueden utilizar con el fin de

dilucidar esta hipotesis. En este caso la densidad del cerebro es uno de los parametros que
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se emplearon para saber si en realidad la PCMC, se debe efectivamente a un incremento en
la masa cefélica o es un fenédmeno derivado de algun otro factor no considerado en el
estudio. Por lo que se realizé el andlisis de la densidad del cerebro mediante el método de
Arquimedes; el cual consiste en hundir el érgano en un volumen conocido de agua y medir
los cm?® del liquido desplazado dentro de un contenedor graduado. El calculo de la densidad

se realiza mediante la férmula matematica para el célculo de la densidad de los cuerpos:

D=2
4

Donde D= densidad, M= masa y V= volumen.

Como ya se vio anteriormente el peso del cerebro es mayor en los grupos de animales
suplementados con ALA,; sin embargo, el analisis de la densidad de este 6rgano muestra
que este parametro es menor (5.9%, machos y 25%, hembras) en estos grupos que la de los
animales del grupo control. Por otro lado existe una diferencia de esta variable entre sexo,
siendo mayor la densidad (56.8%) de este 6rgano en las hembras (0.88 D) respecto a los
machos (0.5 D). Recordemos que la densidad es la relacion existente entre la masa y el
volumen de un cuerpo, por lo que ésta depende de los componentes tanto sélidos como
liquidos del mismo. Una caracteristica importante del cerebro es la gran cantidad de lipidos
que contiene, mismos que han sido estudiados como la posible causa de las capacidades
cognitivas de los seres humanos (Bourre, 2004), una de las hipotesis que se estudian desde
hace ya mucho tiempo respecto a la inteligencia, en relacion a los acidos grasos que
compone al cerebro, es la capacidad de mielinizacion, ya que de esta caracteristica depende
la velocidad de la conduccién nerviosa; variable asociada a la capacidad de respuesta
(Miller, 1994). De acuerdo a Crawford (1992) la capacidad sinaptica entre neuronas genera
el desarrollo de complejos patrones celulares (hoy conocidos como mapas mentales), esto a
través de la transferencia de la informacion de las terminaciones nerviosas sensoriales
(gracias a las vainas de mielina en los axones) de las células nerviosas las que a su vez
trasmiten la informacion a otras neuronas (Crawford, 1992). Sin embargo, el desarrollo de
estos mapas mentales, los cuales se han asociado al tamafio del cerebro, no depende

unicamente de la eficiente transmision del impulso nervioso o la comunicacién entre las
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neuronas, sino de la densidad de neuronas (nimero de neuronas) y el niUmero de uniones
entre ellas (sinapsis), esto explica la gran inteligencia de cerebros pequefios, por lo que el
tamafio del cerebro cobra importancia sdlo si el nimero de neuronas y uniones sinapticos es

equivalente.

Por otra parte el estudio del indice de encefalizacion muestra que a pesar de que los grupos
adicionados con omega 3 tienen una mejor proporcién cerebro masa corporal, esta no esta
en relacion con el grado de inteligencia, ya que los resultados obtenidos sugieren que sélo
en los machos se correlacionan estas variables (R=0.89) con un EQ 20% menor en el grupo
control, mientras que en las hembras el grado de asociacion es muy bajo (R=0.68) con un
EQ 11.7 mayor en los animales del grupo control. Ademas de lo anterior al comparar los
resultados entre machos y hembras se encontré que las hembras tanto del grupo control
(40%) como del grupo con omega 3 (3%) tienen un mejor EQ que los machos (Herculano-
Houzel, 2007).

Una de las caracteristicas del cerebro de la rata es su rapido crecimiento durante la
lactancia, donde hay una sustancial sintesis de ARN, ADN vy proteinas (Gottlie et al., 1977)
lo que explicaria el incremento en la densidad de los cerebros de los animales del grupo
adicionado con &cidos grasos omega 3. Uno de los efectos de los omega 3 es la
estimulacién de la insulina la cual participa, no sélo en la incorporacién de la glucosa en el
tejido adiposo y el muscular, sino también en la proliferacion celular (Aizenman y De
Vellis, 1986).
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Tabla 8 indice de encefalizacion de ratas suplementadas con acidos grasos omega 3
(alfa linolénico) durante la lactancia.

Machos Hembras
Control o3 Control o3
CPC/PC 0.02 £ 0.001 0.02 £ 0.005 0.024 + 0.002 0.03 £ 0.005
PCMC 1.65+£0.10a 24+055b 238+0.23c 284+046d
EQ 0.55+0.03a 0.66 £0.14 b 0.77£0.02c 0.68+0.04d
IDMC/EQ 1.1+0.2 1.1+04 1.0+0.3 1.1+0.2

CPC/PC Cociente entre el peso del cerebro y el cuerpo, PCMC Proporcién masa cefalica y peso del cuerpo, EQ indice de
encefalizacion, DMC Densidad masa cefélica, IDMC/EQ Indice de la densidad cefalica y la encefalizacion.
Sub indice p < 0.05. n=6

La informacion acerca de los efectos de los &cidos grasos omega 3 en infantes (humanos y
ratas) esta enfocada a la evaluacion de los beneficios que estas moléculas tienen en el
desarrollo cognitivo; sin embargo, gran parte de esta informacion se enfoca en la
estimacién de parametros subjetivos como: habilidad y destreza (Catalan et al., 2002), en
ninguno de los documentos cientificos y/o académicos revisados se aborda el analisis
fisiolégico o bioguimico de las diferencias encontradas en los individuos de estudio y sus
posibles efectos en el desarrollo del cerebro y/o cognicion. En el presente estudio se
evalUan algunos pardmetros bioquimicos y fisicoquimicos; relacionados con la integridad
de las membranas y la produccion de energia, las cuales afectan directamente la transmisién
del impulso nervioso y con ello el desarrollo anatdmico-cognitivo de los sujetos, como son:

composicion de acidos grasos, control respiratorio mitocondrial y lipoperoxidacion.

Composicion de acidos grasos en tejido y mitocondrias de higado

Es importante analizar la composicién de &cidos grasos en el higado cuando se esta
estudiando la importancia que estos tienen en el desarrollo del sistema nervioso ya que del
buen funcionamiento de este 6rgano depende la economia energética del sistema en su

totalidad. Uno de los primeros cambios que se observan en individuos con problemas
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metabolicos es la alteracion de los parametros fisiologicos del higado, derivado ello del

acumulo de grasa en el parénquima del érgano (Comés y Valles, 2011)

En los resultados de mitocondrias se puede observar que el tratamiento con acidos grasos
omega 3 parece tener efecto en la composicion de acidos grasos de las mismas, las
mitocondrias de las ratas lactantes presentaron diferencias puntuales en determinados
acidos grasos como: aumento en la concentracion de ALA (del 111% en los machos y del
212% en las hembras con tratamiento), y EPA (del 152% en los macho con omega 3). Las
concentraciones de DHA no mostraron diferencias entre los grupos tratados y los controles
lo cual concuerda con la literatura, donde se menciona que la elongacion y desaturacion de
DHA a partir de ALA es deficiente (entre el 0.05 - 4% de ALA logra transformarse en
DHA) (Brennaet al., 2009; Morales, 2012; Eraso et al., 2014).

La composicién de &cidos grasos en las membranas bioldgicas es importante ya que de ella
dependen distintos fendmenos que pueden afectar el trabajo realizado por la estructura sub
celular a la cual envuelven; en el caso de las mitocondrias, uno de los organelos mas
abundantes de la célula, la composicion de sus membranas es fundamental para mantener
en funcién uno de los sistemas mas importantes para la vida eucarionte: la cadena de

transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa (Alberts, 2011).

Partiendo de la hipdtesis de que los &cidos grasos poliinsaturados pueden modificar la
funcion y composicién de las membranas mitocondriales, Barzanti y col (1994),
encontraron que una dieta rica en omega 3 y 6 modifican la composicién de &cidos grasos
de mitocondrias de higado, corazon y cerebro asi como la actividad de ciertas enzimas de
interés energeético y de transporte como los complejos citocromo y la ATPasa (bomba
sodio—potasio) llegando a la conclusion de que la modificacion en la actividad de estas y la
concentracion de &cidos grasos insaturados y saturados puede influir en la homeostasis
estructural del organelo. En el presente trabajo se observaron cambios en la concentracién
de ALA y EPA, lo cual concuerda con la literatura en la cual una dieta con omega 3 provee
los suficientes acidos grasos de esta familia para mantener concentraciones constantes de

los mismos en tejidos y membranas mitocondriales (Herbst et al., 2014), de igual forma, los
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posibles efectos de estas modificaciones en los acidos grasos de las membranas sobre las
proteinas y enzimas mitocondriales podrian explicarse de manera parcial con los resultados
observados en las pruebas de lipoperoxidacion y respiracién mitocondrial ya que a la par
del tratamiento con omega 3 se observo el aumento de la concentracion de malondialdehido
asi como una tendencia al aumento de la respiracién mitocondrial (Figura 7 ¢ y d) tanto en
machos como en hembras. En esta investigacion el cociente entre insaturados sobre
saturados (1/S) no muestra diferencias significativas, las diferencias puntuales de ciertos
acidos grasos no parecen afectar la composicion total de esta estructura; es interesante ver
el aumento coordinado de dos parametros: lipoperoxidacion y una correcta respiracion
mitocondrial. Se ha determinado que aun cuando existe una gran cantidad de especies
reactivas de oxigeno, producto de una dieta rica en &cidos grasos omega 3, esto no afecta
las funciones de las mitocondrias; puede decirse que las membranas mitocondriales no
estan siendo dafiadas por estos y por ende la respiracion mitocondrial se lleva a cabo sin

contratiempos (Herbst et al., 2014).

El higado estd compuesto en un 80% por hepatocitos que son células especializadas que
contienen una gran cantidad de mitocondrias que, como ya se ha discutido, realizan la
fosforilacion oxidativa y la oxidacién de acidos grasos (entre otras rutas energéticas de
interés). El higado ademas de ser el érgano mas grande del cuerpo humano, guarda relacion
con el metabolismo de &cidos grasos incluidas las elongaciones y desaturaciones de los
precursores ALA y LA lo cual lo convierte en un 6érgano de interés para la investigacion de
los acidos grasos (Osorio, 2000). En este tejido se pueden observar diferencias entre los
tratamientos; se presentd un incremento del 81.81% en la concentracion de ALA y del
74.64% en el EPA en hembras con suplementacién de omega 3. El indice de insaturados
sobre saturados indica que existe un decaimiento en la cantidad de &cidos grasos
insaturados en los animales macho con ALA, en el caso de machos el indice es 30% menor

en los animales con tratamiento.

En este estudio al tener una dieta basada en el exceso de ALA dificilmente podriamos
observar un efecto de competencia entre las enzimas elongasas (Elov-2 y Elov-5) y

desaturasas (A-5 y A-6) entre ALA y LA cdémo se describe en otras investigaciones donde
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el consumo de omega 6 es mayor. En la investigacion de Smink y col (2012), se utilizaron
cerdos a los cuales se aliment6 con una dieta con exceso de ALA , encontrando que este
acido graso en tejido hepéatico tiene un aumento de aproximadamente un 1060%
independientemente de la cantidad de LA que también le fue suministrada, al mismo
tiempo se observa el incremento en la concentracion de EPA pero no en DHA lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en las hembras, posiblemente se deba a que la
actividad de las enzimas A5-desaturasa y A6-elongasa estd regulada de acuerdo a la
cantidad de ALA y LA consumidos ademas de la deficiente sintesis de DHA a partir de
ALA.

Es interesante el hecho de que los cambios en las concentraciones de omega 3 ocurrieron
solo en hembras y que los machos con tratamiento presentaron una mayor cantidad de

acidos grasos saturados que insaturados.

Se encontraron cantidades bajas de ALA en los modelos de estudio por lo que posiblemente
la mayoria de estos acidos grasos hayan sido movilizados hacia el tejido adiposo donde se
almacenarian como reserva energética (Lin y Salem, 2007).

Las alteraciones en higado pueden generar problemas ya que este drgano al estar ligado a la
movilizacién y metabolismo de los acidos grasos estaria expuesto a cualquier modificacion
derivada de la dieta, en este contexto es importante determinar qué efectos tienen los acidos

grasos omega 3 sobre el tejido hepatico.

Composicion de &cidos grasos cerebro

Como ya se habia mencionado el cerebro esta compuesto esencialmente por lipidos (Leyva-
Rendén, 2011), de los cuales los acidos grasos polinsaturados (PUFAS) son de suma
importancia para el desarrollo anatébmico y cognitivo del 6rgano. La composicién de los
acidos grasos puede variar en el tejido cefélico dependiendo de la edad (aumenta durante el
desarrollo y disminuye con el envejecimiento), el estado de salud (nutricion) y la dieta de
los individuos. Como se puede observar en la tabla 8 la composicion de acidos grasos en

cerebro varia entre los animales que recibieron &cidos grasos de cadena larga durante la
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lactancia y los animales del grupo control, se puede observar una tendencia al aumento de
los &cidos grasos insaturados en las hembras del grupo experimental. Sin embargo al
analizar los acidos grasos insaturados mas importantes (por sus efectos bioquimicos y
fisioldgicos) se encontré que el DHA es el mas abundante (24.53%; Machos-control,
26.72%; Machos-omega-3, 27.67%; Hembras-control y 27.97%; Hembras-omega-3), es
importante sefialar que este &cido graso n-3 también ha sido reportado como el més
abundante en el cerebro de los mamiferos (Crawford, 1992), algunos autores sefialan que
tanto las células de la glia como las epiteliales tienen la capacidad de sintetizar este acido
graso a partir del ALA vy otros precursores, este hecho es de suma importancia para el
presente estudio ya que el suplemento que se administr6 a los animales del grupo
experimental es justamente el ALA (Jicha y Markesbery, 2010). Algunas de las funciones
fisiolégicas mas importantes que tienen que ver con la composicion de los &cidos grasos
son: mantener la fluidez de las membranas y la integridad de la funcion neuronal,
produccion del mediador neural neuroprotectina D1, derivada del DHA, que tiene como
funcion junto con este &cido graso mantener la integridad de la membrana, ademas de
intervenir en procesos de sefializacion para las proteinas apoptoticas de la familia de las
Bcl-2, disminuyendo su actividad o inactivandolas. También se ha sefialado que el DHA
disminuye la activacion de los mediadores de la inflamacion en cerebro (Lukiw y Bazan
2008). Respecto al acido araquiddnico (AA) se puede apreciar que existe una mayor
concentracion en el cerebro de las hembras lo que corresponde al 25%, en ambos casos, del
total de los insaturados, siendo 18% mas abundante en el cerebro de las que recibieron
ALA comparadas con su control. En estudios realizados en ratas suplementadas con aceite
de pescado durante la gestacién se ha observado una disminucion de la concentracion del
acido araquidonico y el tocoferol durante el desarrollo posnatal de los hijos (Amusquivar et
al., 2000).

Respecto a la concentracion del EPA se puede observar que en los animales que recibieron
el suplemento de ALA la concentracidon de este acido grasos es menor con una tendencia
del 61.5%; machos y 10.63%; hembras respecto al grupo control (sin diferencia
estadistica). Es importante sefialar que estos acidos grasos, ademas de estar implicados en

los procesos de inflamacion, son componentes estructurales de las membranas celulares;
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por lo que, a mayor abundancia mayor fluidez de la membrana. Este efecto se puede
comprobar con los resultados de los cocientes de &cidos grasos insaturados sobre saturados,
donde los grupos adicionados tienen un mayor indice (5.6%; machos y 29.16%; hembras).

Por otro lado en el andlisis de los acidos grasos saturados se puede observar que el mas
abundante en todos los tratamientos es el palmitico (60%), seguido del esteérico (35 a
37%), siendo el de menor concentracion el miristico (0.72 a 0.99%). Diversos autores
sefialan que el consumo de aceites de pescado incrementa la concentracion de EPA y DHA
y disminuye la de AA en los fosfolipidos de las membranas de los glébulos rojos durante el

crecimiento de los nifios (Koletzko y Braun, 1991; Carlson et al., 1993).

Funcion mitocondrial y concentracién de malondialdehido (MDA) en
mitocondrias

Uno de los pardmetros mas estudiados para entender la fisiopatologia de diversos
sindromes y enfermedades asociadas a alteraciones metabdlicas es la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERQOs), las cuales son un producto del metabolismo celular
que en condiciones normales forman parte de algunas vias de sefializacion, pero en
condiciones patoldgicas incrementa su produccion ocasionando el Ilamado estrés oxidante,
en el cual la concentracion de ERO’s es superior a la capacidad de los sistemas
antioxidantes lo que ocasiona que los acidos grasos poliinsaturados de las membranas estén
mas expuesto a peroxidacion (Kais y Al-Gubory, 2012) vy, derivado de ello se altere la
fluidez de las membranas (Dobretsov et al., 1977).

En los resultados del presente estudio se observa un incremento en la concentracion de
MDA en mitocondrias de higado de animales (hembras; 41.6 % y machos; 46.6%)
suplementados con omega 3 durante la etapa de lactancia. Se sabe que el incremento de
MDA en el tejido sugiere una menor fluidez de las membranas derivado de la peroxidacién
de los lipidos (mayor rigidez) que las componen. La importancia fisiol6gica de las
modificaciones en las propiedades fisicas de las membranas reside en su relacion con

numerosas funciones celulares, incluyendo la actividad de enzimas asociadas a estas,
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transporte y procesos de transduccion de sefiales. Diversos estudios realizados en modelos
animales han relacionado una disminucion de la fluidez de las membranas asociado al
incremento de MDA (Laganier et al., 1990, Dobretsov et al., 1977).
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CONCLUSIONES

» La administracion cronica de acidos grasos omega 3 de cadena corta en ratas
lactantes tiene efectos puntuales en los parametros morfoldgicos (peso corporal,
peso de érganos) o fisiologicos (glucosa, triglicéridos, colesterol) en ratas lactantes.

» La administracion de -3 modifica la concentracion de ciertos acidos grasos sin que
esto tenga efectos sustanciales (aparentemente) en la composicion general de &cidos
grasos en mitocondrias y/o tejido hepético en lactantes.

> Existe un efecto demostrable matematicamente de que hay diferencia no sélo en la
composiciéon de &cidos grasos de higado, sino también del tejido cerebral entre
hembras y machos en la etapa de lactacién cuando son suplementados con acidos
grasos m-3.

> La produccién de especies reactivas de oxigeno y el aumento en el cociente
respiratorio en ratas lactantes suplementadas con &cidos grasos ®-3 se asocian

positivamente sin evidencia de una diferencia entre sexos.
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ANEXO

Tabla 9 Andlisis de la composicién de acidos grasos de la formula lactea NAN Optipro, etapa
1. No. Lote: 8022477610. Fecha caducidad: 30/abril/2019 (a); informacion nutrimental del
producto (b).

a | Por porcién
- Composicién media PN;:'Ovog o Por 100 kcal ':cﬁ'::":g.‘(;d:
Acido graso Mol% b dempin)
Energia (keal) 522 100 22
Decanoico 047 Proteinas (9) 9.5 [ 1.8 041
: : Grasas totales (g) 27,7 5.3 12
Laurico 1127 Acido linoldico () 4.1 [ 0.79 0.18
Acido a¥a-linolénico (mg) 518 oas 21
Miristico 477 DHA (mg) | 20 \ 6.1 14
ARA (mg) 32.0 6.1 14
Miristoleico 0.01 Hidratos de carbono disponbies () | 587 [ 1.2 25
s Axricares tctales (g) 587 1.2 25
Pentadecanoico 0.05 Lactosa (a) | 8.7 3 12 2s
: Humedad (9) 2.0 038 -
Palmitico 23.73 Minerales (cenizas) (g) | 20 [ 038 0,00
- S (M) 210 40 @
Palmitoleico 0.61 Potasio (mg) | €40 \ 123 274
: Cloro (mg) 260 69,0 15.4
Heptadecanoico 0.04 Caicio (mg) | 32s [ 822 139
" Fostoro (mg) 170 326 73
‘Estearico 1.49 Magnewo (mg) | 450 | 80 19
Hierro (mg) 53 1.0 0.23
Oleico 36.86 Cotre (meg) | 400 \ 76.8 17.1
Zine (mg) $3 1.0 023
Linoleico 17.32 Yode (meg) | 15 \ 220 49
k Manganeso (meg) 100 19,2 43
Linolénico 1.15 Selenio (meg) 104 \ 20 0.44
- Vamina A (meg ER) 450 882 193
Araquidico 0.96 Vitamina D (m<g) | 7.2 \ 14 031
L E Vizamina E (mg E.T) 8s 1.6 038
Araquidénico 0.17 Vizamina K (meg) | 430 \ 82 1.8
Vigamina C (mg) 85.0 16.3 3¢
EPA 0.04 Vitamina B1 (mog) | 610 \ 17 26.1
Vizamina B2 (mcg) 800 153 342
Behenico 0.13 Niacna (mg) | 40 [ 077 0.7
. Vieamina B8 (mcg) 280 728 16.3
DHA 0.31 Acido fokco (meg) | 620 \ 1o 27
: : Acido pantoténico (mg) 4.1 0.79 0.18
NI 0.06 Viamina B12 (meg) | 1.6 [ 031 007
: Botna (mcg) 4.0 2.7 0.60
Ins (I) 56.47 Colna (mg) | 850 \ 16,3 36
Inositol (mg) 59,0 13 25
Sat (S) 4291 Taurina (mg) | 35,0 \ 6.7 1.5
. L-carnitna (mg) 7.9 15 0.34
s 132 nuclootidos (mg) | 12.0 ! 23 0.51
Una porcién = 1 medida de NAN 1 (4.3 g de poivo + 30 mi de agua)
Un ltro = 128 g de polvo « 900 mil de agua

INFORMACION NUTRICIONAL

Ingredientes: Suero de leche , Oleina de palma, Leche descremada , Aceite de palma kernel, Lactosa,
Aceite de canocla, Aceile de maiz, Minerales (Citrato de calcio, Hidréxido de potasio, Cloruro de potasio,
Cloruro de magnesio, Cloruro de calcio, Sulfato ferroso, Sulfato de zinc, Sulfato de cobre, Sulfato de
manganeso, Yoduro de potasio, Hidroxide de calcio, Selenato de scdio), Concentrado de proteina de
suero de leche, Maltodextrina, Aceite de pescado (Fuente de DHA), Emulsionante (Lecitina de soya SIN
322) , L-Fenilalanina, Vitaminas [Vitamina C (Ascorbato de sodio), Vitamina E (D,.L- Alfa tocoferil acetato),
MNiacina (Vitamina PP), Pantotenato de calcio, Vitamina B1 (Mononitrato de tiamina), Vitamina A (Acetato
de retinol), Vitamina B6 (Hidrocloruro de piridoxina), Vitamina B2 (Riboflavina), Acide folico, Vitamina K1
{(Filoguinona), Biotina, Vitamina D3 (Colecalcifercl), Vitamina B12 (Cianocobalamina)], Aceite vegetal de
Mortierella alpina (Fuente de ARA), Regulador de acidez (Acido citrico SIN 330), Taurina, L-Histidina,
Inositol, Nucledtidos, Antioxidante (FPalmitato de ascorbilo SIN304i, Concentrado de tocoferoles mixtos
SIN307Dk), Cultive de probidtico (Lactobacillus reuteri) y L-Carnitina.
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Tabla 10 Composicion de acidos grasos del alimento de las ratas madre (Rivera, 2014).

Acido graso Mol %
Miristico 22+05
Palmitico 184+21
Palmitoleico 3.7+£0.5
Estearico 43%£0.3
Oleico 23.6+0.9
Linoleico 394+19
Y-Linoleico 3.3+0.1
Linolénico 04£0.1
Araquidico 0.1+0.1
Araquidonico 02+0.2
EPA 21+£0.7
DHA 16+0.3
NI 07102

Tabla 11 Composicion del suplemento de &cidos grasos omega 3 (FLAX SEED oil GNC).

Acido graso Mol %
Palmitico 4.6
Estearico 2.4
Oleico 154
Linoleico 145

Linolénico 63.2




Tabla 12 Datos de ratas lactantes: Peso de los organismos y peso de los érganos.

Rata | Tratamiento | Sexo Peso | Higado | Cerebro | Corazén Rifién Testiculo | Pancreas | Tiroides
total
| D | D
L1 Control Macho 72.0 2.58 1.23 0.31 0.30 0.33|0.28 0.32 0.36 0.21
L2 Control Macho 63.0 2.25 1.10 0.31 0.31 0.30 | 0.27 0.32 0.21
L3 Control Macho 73.0 2.77 1.08 0.30 031 0.28 |0.25 0.25 0.33 0.18
L4 Control Macho 67.0 2.81 1.13 0.28 0.31 0.33 | 0.20 0.28 0.21
L5 Control Macho 67.0 2.56 1.10 0.32 0.38 0.35|0.28 0.28 0.36 0.21
L6 ®-3 Macho 50.0 1.95 1.02 0.30 0.27 0.25 | 0.20 0.03 0.35 0.22
L7 ®-3 Macho 69.0 2.08 1.23 0.30 0.31 0.32|0.27 0.26 0.33 0.20
L8 ®-3 Macho 69.0 2.66 1.42 0.28 0.23 0.25 | 0.16 0.30 0.18
L9 ®-3 Macho 59.0 2.72 1.93 0.35 0.30 0.32 | 0.23 0.40 0.17
L10 ®-3 Macho 57.0 2.03 1.43 0.35 0.26 0.28 | 0.23 0.31 0.16
L11 ®-3 Macho 56.0 2.65 1.53 0.33 0.30 0.33|0.26 0.28 0.45 0.22
L12 Control Hembra 77.0 2.81 151 0.33 0.33 0.33 0.36 0.22
L13 Control Hembra 65.0 2.75 1.68 0.35 0.36 0.37 0.38 0.23
L14 Control Hembra | 69.0 2.81 1.61 0.33 0.40 0.38 0.52 0.23
L15 Control Hembra | 63.0 3.28 1.58 0.33 0.38 0.37 0.38 0.23
L16 Control Hembra | 69.0 2.81 1.61 0.33 0.37 0.35 0.50 0.16
L17 Control Hembra 62.0 3.03 1.58 0.33 0.35 0.31 0.38 0.23
L18 ®-3 Hembra 59.0 2.63 1.63 0.38 0.37 0.40 0.48 0.26
L19 ®-3 Hembra 59.0 3.43 1.43 0.38 0.33 0.32 0.43 0.21
L20 ®-3 Hembra | 46.0 3.03 1.65 0.38 0.38 0.36 0.43 0.23
L21 -3 Hembra | 56.0 2.83 1.43 0.36 0.33 0.33 0.40 0.23
L22 ®-3 Hembra | 57.0 3.66 1.43 0.35 0.33 0.31 0.38 0.21
L23 ®-3 Hembra 48.0 2.56 1.53 0.30 0.36 0.38 0.40 0.18
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Tabla 13 Datos de ratas lactantes: Parametros sanguineos, control respiratorio y formacion de malondialdehido.

Rata | Tratamiento | Sexo | Glucosa | Chol TG Curva de tolerancia a la glucosa Control respiratorio MDA
0 30 60 90 120 nA°O nA°O CR
EDo3/min  Edo4/min
L1 Control Macho | 105.00 | 165.00 | 88.00 | 105.00  86.00 70.00 70.00 67.00 26.13 13.07 2.00 1.6
L2 Control Macho 92.00 | 164.00 | 90.00 | 92.00 146.00 71.00 71.00 101.00 16.80 5.60 3.00 1.4
L3 Control Macho | 100.00 | 161.00 | 128.00 | 100.00 126.00 84.00 84.00 70.00 44.80 14.93 3.00 1.4
L4 Control Macho 86.00 | 157.00 | 79.00 | 86.00 118.00 75.00 75.00 62.00 26.13 9.33 2.80 1.4
L5 Control Macho 95.00 | 160.00 | 118.00 | 95.00 125.00 65.00 65.00 66.00 31.73 14.93 2.13 1.5
L6 ®-3 Macho 90.00 | 162.00 | 227.00 | 90.00 127.00 90.00 90.00 110.00 33.60 9.33 3.60 2.1
L7 ®-3 Macho | 101.00 | 165.00 | 70.00 | 101.00 116.00 93.00 93.00 85.00 48.53 11.20 4.33 2.5
L8 ®-3 Macho 94.00 | 164.00 | 96.00 | 94.00 104.00 72.00 72.00 102.00 33.60 7.47 4.50 2.3
L9 ®-3 Macho 89.00 | 157.00 | 212.00 | 89.00  140.00 79.00 79.00 70.00 22.40 13.07 1.71 2.5
L10 ®-3 Macho 87.00 | 168.00 | 100.00 | 87.00 159.00 88.00 88.00 90.00 33.60 9.33 3.60 2.5
L11 ®-3 Macho 88.00 | 157.00 | 86.00 | 88.00 117.00 95.00 95.00 79.00 24.27 7.47 3.25 2.5
L12 Control Hembra | 102.00 | 170.00 | 99.00 | 102.00 118.00 110.00 80.00 72.00 22.40 7.47 3.00 1.6
L13 Control Hembra | 102.00 | 167.00 | 75.00 | 102.00 114.00 74.00 74.00 69.00 28.00 9.33 3.00 1.4
L14 Control Hembra | 100.00 | 165.00 | 128.00 | 100.00 109.00 100.00 86.00 80.00 39.20 28.00 1.40 1.0
L15 Control Hembra | 107.00 | 165.00 | 70.00 | 107.00 133.00 100.00 85.00 76.00 44.80 31.73 1.41 0.6
L16 Control Hembra | 99.00 | 167.00 | 128.00 | 99.00 88.00 86.00 76.00 57.00 41.07 24.27 1.69 1.4
L17 Control Hembra | 96.00 | 169.00 | 107.00 | 96.00 100.00 68.00 64.00 56.00 48.53 26.13 1.86 1.0
L18 ®-3 Hembra | 83.00 | 172.00 | 136.00 | 83.00 112.00 97.00 86.00 75.00 59.73 24.27 2.46 1.3
L19 ®-3 Hembra | 85.00 | 172.00 | 106.00 | 85.00 116.00 101.00 88.00 88.00 44.80 22.40 2.00 2.2
L20 ®-3 Hembra | 94.00 | 174.00 | 102.00 | 94.00 91.00 110.00 90.00 76.00 76.53 26.13 2.93 1.5
L21 ®-3 Hembra | 76.00 | 162.00 | 125.00 | 76.00  100.00 97.00 73.00 86.00 74.67 28.00 2.67 1.5
L22 ®-3 Hembra | 72.00 | 162.00 | 182.00 | 72.00 106.00 107.00 66.00 77.00 87.73 35.47 2.47 2.0
L23 ®-3 Hembra | 76.00 | 170.00 | 182.00 | 76.00 74.00 99.00 75.00 69.00 57.87 28.00 2.07 1.8
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