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Resumen

Introduccion: El aceite de pescado es una fuente importante de acido graso
eicosapentaenoico (EPA) y acido graso docosahexaenoico (DHA) al que se le
han atribuido efectos beneficiosos sobre las enfermedades cardiovasculares. Se
ha sugerido que el DHA tiene mayores efectos sobre los factores de riesgo
cardiovasculares.

Objetivo: Evaluar los efectos de la suplementacion con un aceite de pescado
rico en DHA sobre el perfil lipidico plasmatico y biomarcadores del estrés
oxidativo en ratas sanas en comparacion a la suplementacion con un aceite de
soja, un aceite de coco y un aceite de pescado con 1:1 EPA/DHA.

Materiales y métodos: 40 ratas macho Sprague-Dawley fueron suplementadas
por 10 semanas con 4 suplementos dietarios diferentes: aceite de soja, aceite de
coco, aceite de pescado 1:1 EPA/DHA y aceite de pescado rico en DHA. Se
determind el perfil lipidico plasmatico, la capacidad antioxidante del plasma vy
biomarcadores del estrés oxidativo en higado y musculo.

Resultados: El aceite de pescado rico en DHA disminuy6 los niveles de
colesterol total y del colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad y aumentoé
la capacidad antioxidante en plasma. En higado, el DHA disminuyo la
concentracion de glutation oxidado y en el musculo presenté menor peroxidacion
lipidica.

Conclusiones: La suplementacidén con aceite de pescado rico en DHA aporta
beneficios sobre el perfil lipidico en plasma, la capacidad antioxidante del plasma

y los biomarcadores de estrés oxidativo higado y musculo.



Abstract

Introduction: Fish oil is an important source of eicosapentaenoic fatty acid (EPA)
and docosahexaenoic fatty acid (DHA) to which beneficial effects on
cardiovascular diseases have been attributed. Furthermore, DHA has been
suggested to have greater effects on cardiovascular risk factors.

Objective: To evaluate the effects of supplementation with a fish oil rich in DHA
on the plasma lipid profile and biomarkers of oxidative stress in healthy rats
compared to supplementation with a soybean oil, a coconut oil and a fish oil with
1:1 EPA/ DHA.

Materials and methods: 40 male Sprague-Dawley rats were supplemented for
10 weeks with 4 different dietary supplements: soybean oil, coconut oil, 1:1
EPA/DHA fish oil, and DHA-rich fish oil. The plasma lipid profile, the antioxidant
capacity of the plasma and biomarkers of oxidative stress in liver and muscle
were determined.

Results: Fish oil rich in DHA decreased the levels of total cholesterol and
cholesterol linked to high-density lipoproteins and increased the antioxidant
capacity in plasma. In liver, DHA decreased the concentration of oxidized
glutathione and it presented lower lipid peroxidation in muscle.

Conclusions: The supplementation with fish oil rich in DHA provides benefits on
the lipid profile in plasma, the antioxidant capacity of plasma and biomarkers of

oxidative stress liver and muscle.



1. Introduccién
1.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), tales como la cardiopatia
isquémica y el accidente cerebrovascular, son las principales causas de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Particularmente, las ECV son las
enfermedades mas frecuentes responsables del 23% de muertes en Espana (1).

1.2. Factores de riesgo de las ECV

Los factores de riesgo cardiovascular pueden clasificarse en no
modificables y en modificables. Primero, los factores de riesgo no modificables
tales como la edad, el sexo y los antecedentes familiares son caracteristicas
biolégicas que aumentan la posibilidad de desarrollar ECV y no se pueden
modificar. Mientras que, los factores de riesgo modificables son aquellos que se
pueden controlar con el objetivo de disminuir el riesgo de desarrollar ECV. Los
principales factores de riesgo modificables de las ECV son el consumo excesivo
de alcohol, el tabaquismo, el sedentarismo, el sobrepeso/obesidad, la mala
alimentacion y la dislipidemia (2).

1.3. Dieta y las ECV

Los patrones dietéticos desemperian un papel importante en el desarrollo
de factores de riesgo cardiovascular, tal como el sobrepeso/obesidad y la
dislipidemia, y en la progresion de las ECV. Especialmente, se ha estudiado el
efecto de la calidad de la grasa dietética sobre el metabolismo de los lipidos
plasmaticos. Las grasas dietéticas son nutrientes compuestos por varios tipos de
triglicéridos que constan de tres acidos grasos ligados a un glicerol (3). Los
acidos grasos se pueden clasificar de acuerdo con el grado de saturacion de sus
cadenas de carbono. En este sentido, los acidos grasos saturados no contienen
dobles enlaces y se encuentra en aceites vegetales, lacteos y carnes (4). Por el
contrario, los acidos grasos insaturados estan formados, por al menos, un doble
enlace (5) y su fuente varia de acuerdo al tipo de acido graso que lo conforme.
Los acidos grasos insaturados se dividen en base al numero de dobles enlaces
que contenga su cadena carbonada. Los acidos grasos monoinsaturados (AGMI)
contienen un doble enlace y se encuentra principalmente en el aceite de oliva y

de canola (6). Por el contrario, los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) estan



compuestos por mas de dos dobles enlaces y se dividen de acuerdo con la
posicion de su primer doble enlace a partir del grupo metilo. Especificamente, en
omega-6 (AGPI »-6) y en omega-3 (AGPI »-3) que contienen su doble enlace
en el sexto o tercer carbono, respectivamente. La fuente de AGPI ®»-6 son

semillas, mientras que las de AGPI ©-3 son pescados grasos (7).

El AGPl -6 procede del acido linoleico (AL, 18:2), mientras que el
precursor del AGPI -3 es el acido a-linolénico (ALA, 18:3). Ambos son acidos
grasos esenciales dado que no pueden ser sintetizados por el organismo, por lo
qgue su aporte en la dieta es imprescindible. Por un lado, a partir del AGPI| »-6
AL se obtiene el acido araquidonico (20:4), el cual es un componente de la
membrana celular y precursor de eicosanoides que actuan como mediadores
inflamatorios (8). Por otro lado, el AGPI ©-3 ALA se puede convertir en acido
graso eicosapentaenoico (EPA, 20:5) y el acido graso docosahexaenoico (DHA,
22:6). Sin embargo, la conversion de ALA a EPA y DHA es limitada por lo que
se considera que es necesario su aporte dietético. Las semillas y aceites
vegetales como de soja y girasol son fuente de ALA, mientras que el EPA y el
DHA abundan en pescados grasos como las sardinas, anchoas, salmoén y atun
(9). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria recomienda el consumo de
2 porciones de aproximadamente 110 g de pescado graso a la semana para
asegurar el aporte de al menos 250 mg/dia de EPA y DHA (10). Sin embargo, el
consumo de fuentes ricas de EPA y DHA es limitado, lo que supondrian que su

suplementacién sea necesaria.

Estudios sobre los efectos de la calidad de la grasa de la dieta sobre las
ECV han concluido que las dietas altas en acidos grasos saturados se relacionan
con mayor riesgo de ECV (11). Por el contrario, estudios prospectivos han
observado una asociacién inversa entre la ingesta de AGMI y AGPI para todas
las causas de muerte por las ECV, independiente a la cantidad de acidos grasos
ingeridos (12). Asi mismo, reemplazar los acidos grasos saturados con AGPI
reduce los eventos de cardiopatias coronarias y, en adultos, reduce arritmias que
se han asociado a una muerte subita (13). Especificamente, el consumo de los
AGPI ®-3 se asocia a una reduccion de triglicéridos (TG) plasmaticos y de los
marcadores de inflamacion (14). Por ello, se ha reconocido que las estrategias

nutricionales enfocadas en la prevencion y disminucion de la progresion de las



ECV se deben basar en la calidad de la grasa dietaria ingerida. EIl EPA y el DHA
tienen efectos cardiometabdlicos con un papel importante sobre la prevencién
de las ECV.

1.4. Dislipidemia y las ECV

La dislipidemia aterogénica es uno de los factores de riesgo mas
importante para el desarrollo de las ECV y esta caracterizada por un exceso en
la concentracion de TG, colesterol total, colesterol ligado a lipoproteinas de baja
densidad (C-LDL) y reduccion en los niveles de colesterol ligado a lipoproteinas
de alta densidad (C-HDL) (15). El aumento de C-HDL se encuentra inversamente
asociado a eventos cardiovasculares (16), y por el contrario, la reduccion de las
concentraciones de C-LDL disminuye la morbimortalidad asociada a las ECV
(17).

1.5. Estrés oxidativo y las ECV

El estrés oxidativo se define como una alteracion en el equilibrio entre la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y los sistemas de defensa
antioxidante del organismo (18). Las ERO son radicales libres producidos por
enzimas como la xantina oxidasa (XO) (19). Las ERO se encuentran implicadas
en procesos de sefalizacion celular y del sistema inmunitario. Sin embargo, la

produccion excesiva de ERO puede resultar en dafio celular.

Cantidades excesivas de ERO promueven el desarrollo de las ECV al
provocar disfuncion celular, dafio oxidativo a lipidos, a proteinas y al ADN (20).
Para evitar el dafio oxidativo, el organismo tiene sistemas de defensas
antioxidantes, los cuales pueden ser endoégenos y exdgenos. Los sistemas
antioxidantes enddgenos pueden ser enzimaticos y no enzimaticos. Por un lado,
los sistemas antioxidantes enzimaticos incluyen enzimas como la superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa, la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation
reductasa (GR), encargadas de inactivar las ERO y atenuar sus efectos
negativos (21). Por otro lado, dentro de los sistemas antioxidantes no
enzimaticos encontramos el glutation reducido (GSH), que actua como captador
de ERO (22). Ademas, existen componentes derivados de la dieta que han
mostrado efectos antioxidantes, como por ejemplo la vitamina C, la vitamina E y

los AGPI »-3. Concretamente, la vitamina C y E actuan como captadores de



ERO (23). Sin embargo, a pesar de los beneficios de los AGPI, éstos son
propensos a la oxidacion por las ERO, lo que puede llevar a un aumento en el

estrés oxidativo.
1.6. Aceite de pescado

El aceite de pescado es una fuente importante de EPA y DHA al que se
le han atribuido efectos beneficiosos sobre la salud cardiovascular. El consumo
regular de aceite de pescado esta asociado a la reduccion de niveles de TG y un
aumento significativo de C-HDL (24), ademas de un menor riesgo de mortalidad
por ECV (25). EI EPA y el DHA pueden modular la expresion de genes que
codifican proteinas que estimulan la sintesis de lipidos (26). Adicionalmente, el
EPA y DHA son sustrato de las enzimas ciclooxigenasas y lipoxigenasas y
compiten con el acido araquiddnico. En este sentido, la suplementacion con EPA
y DHA disminuye la biosintesis de los mediadores proinflamatorios como el
leucotrieno Bs, la prostaglandina Ez y el tromboxano B2 (14). Ademas, modulan
las vias de sefalizacion que inactivan factores de transcripcion como el NF-kB.
El NF-kB es un factor de transcripcion que regula la expresiéon génica de
respuestas inflamatorias y esta implicado en la patogénesis de las ECV (27). Las
diversas proporciones de EPA y DHA tienen efectos diferentes sobre los factores
de riesgo cardiovasculares. Al comparar diferentes ratios, el ratio 1:2 EPA/DHA
tiene tendencia a aumentar las concentraciones de AGPI ®-3 y disminuir los
niveles plasmaticos de TG, colesterol total, y C-LDL, mientras que el ratio 2:1
EPA/DHA tiende a aumentar los niveles de AGPI »-6 (28). Sin embargo, el ratio
1:1 EPA/DHA muestra una mayor mejora en parametros del estrés oxidativo en
comparacion con los ratio 1:2 y 2:1 de EPA/DHA (45). Particularmente, el DHA
mejora los factores de riesgo cardiovasculares al incorporarse en la membrana
de los eritrocitos, lo que se ha asociado a una mejora en el perfil lipidico (31). En
cuanto a los beneficios de los AGPI -3 sobre el estrés oxidativo, éstos tienen
efectos cardioprotectores al disminuir la produccidn de especies reactivas de
oxigeno (32). Sin embargo, no se han realizado estudios suficientes que intenten
discriminar si los efectos de los AGPI ®-3 sobre el estrés oxidativo se atribuyen

principalmente al EPA o al DHA.



2. Hipotesis

La suplementacién con un aceite de pescado rico en DHA tiene efectos
beneficiosos sobre los factores de riesgo cardiovascular y el estrés oxidativo en
ratas sanas en comparacion a la suplementacién con un aceite de soja, un aceite

de coco y aceite de pescado con 1:1 EPA/DHA.
3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Evaluar los efectos de la suplementacion con un aceite de pescado rico
en DHA sobre los factores de riesgo cardiovascular y el estrés oxidativo en ratas
sanas en comparacion a la suplementacién con un aceite de soja, un aceite de

coco y aceite de pescado con 1:1 EPA/DHA.
3.2. Objetivos especificos

— Analizar los efectos de suplementacion con un aceite de pescado rico en DHA
sobre el perfil lipidico en plasma de ratas sanas en comparacién con un aceite
de soja, un aceite de coco y aceite de pescado con 1:1 EPA/DHA.

— Analizar los efectos de suplementacion con un aceite de pescado rico en DHA
sobre la capacidad antioxidante en plasma de ratas sanas en comparacion
con un aceite de soja, un aceite de coco y aceite de pescado con 1:1
EPA/DHA.

— Analizar los efectos de suplementacion con un aceite de pescado rico en DHA
sobre los biomarcadores de estrés oxidativo en higado y musculo de ratas
sanas en comparacion con un aceite de soja, un aceite de coco y aceite de
pescado con 1:1 EPA/DHA.

4. Metodologia
4.1. Animales experimentales y suplementacion

Se utilizaron 40 ratas macho Sprague-Dawley de 22 semanas de edad y
un peso aproximado de 400 g (Hsd:SD, Envigo, Indianapolis, IN, EUA). Se
enjaularon dos ratas por caja (cajas de Makrolon 425 x 265 x 180 mm) a 22 + 2
°C, 60% de humedad, ciclo de 12 horas de luz/oscuridad y se alimentaron con
una dieta estandar (Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet;
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Envigo, Indianapolis, IN, EUA). Los animales se distribuyeron aleatoriamente en
cuatro grupos experimentales segun las suplementaciones (n = 10 por grupo):

e Aceite de pescado con un contenido de 80% de DHA, distribuido por
IFIGEN-EQUIP 98 S.L. (Barcelona, Espaia);

e Aceite de pescado con un contenido de mixtura 1:1 EPA/DHA,
combinando los aceites AFAMPES 121 EPA y Omega-3 RX distribuidos
por AFAMSA (Vigo, Espaia) y EnerZona (Milan, Italia) respectivamente;

o Aceite de coco, distribuido por Fauser Vitaquellwerk KG (Hamburg,
Alemania), compuesto por acidos grasos saturados, principalmente de
acido laurico;

e Aceite de soja, distribuido por Clearspring Ltd (Londres, Reino Unido),

compuesto principalmente por AGPI »-6, especificamente AL.

Se les administré una dosis de 0,8 mL de aceite/kg peso corporal dos
veces por semana mediante una sonda gastrica. Después de 10 semanas, se
sacrificaron las ratas por exanguinacion y se extrajo el higado y musculo
gastrocnemio de cada rata. Los tejidos se sumergieron rapidamente en nitrégeno
liquido y se guardaron a -80 °C.

Todos los procedimientos cumplieron las directrices de la Unién Europea
para el cuidado y uso de animales de laboratorio y fueron revisados y aprobados
por el comité de ética del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC).

4.2. Procesamiento de muestra
4.2.1. Muestras sanguineas

Las muestras de sangre se recogieron mediante puncion cardiaca y se
dispusieron en tubos con el anticoagulante acido etilenodiaminatetraacético
(EDTA). El plasma se obtuvo mediante una centrifugacion durante 15 minutos, a
una temperatura de 4 °C, a 850 x g. El plasma se dividio en alicuotas para los
diferentes analisis y posteriormente se almacenaron a -80 °C hasta su uso para

la determinacion del perfil lipidico y de la capacidad antioxidante.
4.2.2. Muestras de higado

Las muestras de higado fueron sumergidas en tampodn fosfato 200 mM,
excepto para la determinacién de la XO. Para la determinacién de XO se utilizé
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tampdn fosfato 50 mM con EDTA 1 mM y antioxidante ditiotreitol 0,5 mM.
Posteriormente, se realizé la homogeneizacion con un sistema tipo Potter-
Elvehjem. Los homogenados fueron centrifugados durante 1 hora, a una
temperatura de 4 °C, a 129000 x g. Se recolectaron los sobrenadantes y se
dividieron en alicuotas para la determinacion de las proteinas, la SOD, la
catalasa, la GPx, la GR, las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS,
por sus siglas en inglés) y la XO. Para la determinacion del GSH y glutatidon
oxidado (GSSG), la fraccidn soluble del tejido junto a acido tricloroacético al 70%
se centrifugd por 10 minutos, a una temperatura de 4 °C, a 850 x g y se alicuoto
el sobrenadante, este proceso se realiza para precipitar las proteinas y evitar la

oxidacion del GSH. Las alicuotas se almacenaron a -80 °C hasta su uso.
4.2.3. Muestras de musculo

Las muestras de musculo gastrocnemio fueron sumergidas en tampon
fosfato 200 mM con antioxidante butilhidroxitolueno 0,5 M. Posteriormente, se
realizé la homogeneizacion en un homogeneizador Polytron. Los homogenados
fueron centrifugados durante 1 hora, a una temperatura de 4 °C, a 129000 x g.
Se recolectaron los sobrenadantes y se dividieron en alicuotas para la
determinacion de las proteinas, la SOD, catalasa, la GPx, la GR y los TBARS.
Para la determinacion del GSH y el GSSG, la fraccion soluble del tejido junto a
acido tricloroacético al 70% se centrifugd por 10 minutos, a una temperatura de
4 °C, a 850 x g y se alicuotd el sobrenadante, este proceso se realiza para
precipitar las proteinas y evitar la oxidacion del GSH. Las alicuotas se

almacenaron a - 80 °C hasta su uso.
4.3. Determinacion de marcadores
4.3.1. Perfil Lipidico en plasma

El colesterol total, C-HDL, C-LDL y TG en plasma se midieron mediante
un método espectrofotométrico utilizando los correspondientes kits
(SPINREACT, Girona, Espafia) en un autoanalizador COBAS Mira (Roche
Diagnostics System, Madrid, Espafia). Los resultados se expresaron como
mmol/L de plasma. Ademas, se calculd la ratio C-LDL/C-HDL.
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4.3.2. Proteinas

Las proteinas del higado y musculo se cuantificaron por el método de
Bradford (33). Esta técnica colorimétrica se basa en la formacién de un complejo
entre las proteinas de la muestra y el reactivo de Bradford. La concentracion de
proteina se determind con una recta patron de albumina bovina. La reaccién se
midié en el lector de placas BioTek Powerwave XSZ2 (Biotek Intruments Inc.,
Winooski, VT, EUA) a una longitud de onda de 595 nm. Los resultados se

utilizaron para normalizar diferentes marcadores.

4.3.3. Biomarcadores de estrés oxidativo

4.3.3.1. Determinacion de la capacidad antioxidante del plasma

La capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC, por sus
siglas en inglés) evalua la capacidad antioxidante no enzimatica del plasma para
atrapar ERO. Este método fluorimétrico se determind utilizando el ensayo
descrito por Ou, et al. (34). Este método se basa en determinar la pérdida de
fluorescencia de la fluoresceina causada por el daio de los radicales libres. El
AAPH (2,2 '-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro) se utiliza como
generador de radical peroxilo que disminuye la capacidad fluorescente de la
fluoresceina. Los antioxidantes no enzimaticos en la muestra de plasma evitan
esta oxidacion. La capacidad antioxidante de las muestras se midié utilizando
una recta patron de Trolox (T-Eq), un analogo de la vitamina E hidrosoluble. La
pérdida de fluorescencia se monitorizé en un lector de placas Fluoroskan Ascent
(Labsystems, Helsinki, Finlandia) en una longitud de onda de excitacion de 485
nm y 538 nm de emision. Los resultados se expresaron en mmols de T-Eg/mL
de plasma.

4.3.3.2. Determinacion de la actividad de la SOD en higado y musculo

La SOD es una enzima antioxidante que cataliza la degradacion del
superoxido (O27) en peroxido de hidréogeno (H202), actuando como un sistema
de defensa celular endoégeno (35). La actividad enzimatica de la SOD en higado
y musculo se determiné utilizando el método descrito por Misra y Fridovich (36).
Este método se basa en determinar la capacidad inhibitoria de la SOD sobre la
formacion de adenocromo. El adenocromo es producto de la autooxidacién de la

epinefrina por radicales superdxidos. La reaccion se midid en un
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espectrofotometro Lambda 25 UV/VIS (Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA) a una
longitud de onda de 480 nm. Los resultados se expresaron en U/g de tejido,
donde una unidad corresponde a la cantidad de la SOD en la muestra que tiene
la capacidad de inhibir el 50% de la transformacion de la epinefrina en

adenocromo.

4.3.3.3. Determinacion de la actividad de la catalasa en higado y musculo

La catalasa es una enzima que cataliza la degradacion del H2O2 en
oxigeno y agua (52). La actividad enzimatica de la catalasa en higado y musculo
se determind utilizando el método descrito por Cohen (53). Este método se basa
en medir la desaparicion del H20O2 durante 1 minuto en el espectrofotometro
Lambda 25 UV/VIS (Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA) a una longitud de onda de
240 nm. Los resultados se expresaron como mmol de H2O- transformados/g de
tejido.

4.3.3.4. Determinacion de la actividad de la GPx y la GR en higado y musculo

La GPx es una enzima antioxidante que cataliza la oxidacion del GSH a
GSSG para reducir el H2O2 e hidroperoxidos organicos utilizando NADP* y
transformarlos en agua (37). La GR cataliza la reduccion de GSSG a GSH
utilizando NADPH (38). La actividad enzimatica de la GPx y la GR en higado y
musculo se determind utilizando el método descrito por Wheeler et al. (39). Este
método valora la generacion de NADP* a partir de NADPH. La reaccion se midi6
en el autoanalizador COBAS Mira (Roche Diagnostics System, Madrid, Espaia)
a una longitud de onda de 340 nm. Los resultados se expresaron en U/g de tejido.

4.3.3.5. Determinacion del GSH y el GSSG en higado y musculo

El GSH es el principal agente redox del organismo capaz de eliminar ERO
(38). El ratio GSSG/GSH se utiliza como marcador de toxicidad celular (40). La
cuantificacion del GSH y la GSSG en higado y musculo se determiné utilizando
el método fluorimétrico descrito por Hissin y Hilf (41). Las concentraciones del
GSH y GSSG se midieron utilizando sus respectivas rectas patron. La reaccidn
se midié en un espectrofluorimetro LS55 (Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA) a una
longitud de onda de excitacion de 350 nm y 420 nm de emision. Los resultados
se expresaron en uymol/g de tejido. Ademas, se calculd la ratio GSSG/GSH.
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4.3.3.6. Determinacion de la actividad de la XO en higado

La XO es una enzima productora de ERO que cataliza la oxidacién de la
xantina a acido urico (59). La actividad de la XO en higado se determino
utilizando el método descrito por Maia et al. (60). Este método se basa
determinar la hidroxilacion oxidativa de sustratos de purina catalizada por la XO.
La cantidad de acido urico producido durante esta reaccion se midié en el
espectrofotometro Lambda 25 UV/VIS (Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA) a una

longitud de onda de 295 nm. Los resultados se expresaron en mU/g de tejido.
4.3.3.7. Determinacion de las TBARS en higado y musculo

Las TBARS son sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico y
se producen a consecuencia del dafo a lipidos inducido por el estrés oxidativo
(42). La cuantificacion de los TBARS en higado y musculo se determind
utilizando el meétodo descrito por Buegey Aust (43) pero se midid por
fluorescencia, como lo describe Richards et al. (44). El método se basa en la
medicion de los niveles de productos de degradacion de hidroperoxidos lipidicos,
especialmente de malondialdehido (MDA). EI MDA, formado a partir de la
descomposicion de los AGPI, sirve como un indice para determinar el grado de
peroxidacién lipidica. La concentracion de TBARS se midi6 utilizando una recta
patron de MDA. La reaccion se midié en un espectrofluorimetro LS55 (Perkin
Elmer, Shelton, CT, EUA) a una longitud de onda de excitacion de 515 nm y 548
nm de emision. Los resultados se expresaron en nmol MDA-Eq/g de tejido.

4.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé en el programa estadistico
IBM SPSS® (Statistical Package for the Social Sicences, Chicago, IL, EUA)
version 25. La distribucién de las variables se evalud con la prueba Shapiro-Wilk.
Cuando la distribucion de las variables era normal, los grupos se compararon
utilizando el ANOVA vy se aplicé el método post hoc Scheffé para determinar la
diferencia significativa entre grupos. Cuando la distribucion de las variables era
no normal, los grupos se compararon utilizando el analisis no paramétrico
Kruskal-Wallis y se aplico Mann-Whitney para determinar las diferencias
significativas entre grupos. El nivel de significancia se establecio en p <0,05. Los
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resultados se presentan como la media aritmética de los valores y la desviacion

estandar.
5. Resultados

A continuacién, se presentan los resultados del perfil lipidico en plasma,
de la capacidad antioxidante del plasma y de los biomarcadores de estrés
oxidativo en higado y musculo de acuerdo con los 4 grupos.

5.1. Perfil lipidico en plasma

La suplementacion con aceite de pescado rico en DHA afectd el perfil
lipidico en plasma (Figura 1). Concretamente, el aceite de pescado rico en DHA
disminuyo significativamente la concentracion de colesterol total respecto al
grupo suplementado con aceite de soja y al grupo suplementado con aceite de
coco (Figura 1.A). Ademas, el aceite de pescado rico en DHA disminuyé la
concentracion de C-HDL comparado con todos los grupos (Figura 1.B). El aceite
de pescado con 1:1 EPA/DHA también disminuyo los niveles de C-HDL respecto
al aceite de coco (Figura 1.B). El aceite de pescado rico en DHA no modulé la
concentracion de C-LDL, mientras que el aceite de soja disminuy6 el C-LDL
comparado con los aceites de coco y el aceite de pescado con 1:1 EPA/DHA
(Figura 1.C). En lo referente a la ratio C-LDL/C-HDL, la suplementacién con
aceite de pescado rico en DHA aumentoé la ratio en comparacioén con el grupo
suplementado con aceite de soja (Figura 1.D). El aceite de soja también
disminuy® la ratio C-LDL/C-HDL en comparacién con el aceite de coco y el aceite
de pescado con 1:1 EPA/DHA. No observamos diferencias significativas en la

concentracion de TG entre los grupos.
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Figura 1. Efectos de la suplementacion con aceite de pescado rico en DHA en
comparacion con un aceite de soja, un aceite de coco y un aceite de pescado
con 1:1 EPA/DHA sobre A) colesterol total, B) C-HDL, C) C-LDL y D) C-LDL/C-
HDL en plasma de ratas. Abreviaciones: C-HDL, colesterol ligado a lipoproteinas
de alta densidad; C-LDL, colesterol ligado a lipoproteinas de baja densidad. a vs.
Soja, b vs. Coco, c vs. 1:1 EPA/DHA. Se presentan los valores de las medias,
con errores estandar representados por barras verticales. * El valor de p fue
determinado por ANOVA. # el valor de p fue determinado con la Prueba Kruskal-
Wallis. El nivel de significancia se establecio en p <0,05.

5.2. Biomarcadores de estrés oxidativo
5.2.1. Capacidad antioxidante del plasma

La suplementacion con el aceite rico en DHA aumentoé considerablemente
el valor de la prueba ORAC respecto al aceite de soja y al aceite de coco (Figura
2). Ademas, el aceite de pescado con 1:1 EPA/DHA aumento el valor de ORAC

en relacion con el aceite de soja.
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Figura 2. Efectos de la suplementacion con aceite de pescado rico en DHA en
comparacion con un aceite de soja, un aceite de coco y un aceite de pescado
con 1:1 EPA/DHA sobre sobre ORAC en plasma. Abreviaciones: ORAC,
capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno. a vs. Soja, b vs. Coco. Se
presentan los valores de las medias, con errores estandar representados por
barras verticales. # El valor de p fue determinado con la Prueba Kruskal-Wallis.
El nivel de significancia se establecio en p <0,05.

17



5.2.2. Enzimas antioxidantes, glutation, XO y TBARS en higado

La suplementacion con el aceite rico en DHA disminuy¢ la cantidad de
GSSG en higado con respecto al aceite de coco (Figura 3.A). Con respecto a los
biomarcadores de produccion de ERO en el higado, la actividad de la XO mostré
una tendencia de disminucion en el grupo suplementado con aceite de pescado
rico en DHA en relacion con el aceite de soja, pero la diferencia no fue
significativa (p = 0,058) (Figura 3.B). No observamos diferencias significativas en
la SOD, la catalasa, la GPx, la GR, el GSH ni en los TBARS entre los grupos.

A) 20 *p=0,018 B) 180 *p=0,022
1,8 r 160
$16 | 5140 |
14 | b = h
° [ l -§-120 + p =0,058 vs. soja
°12 ¢ 2100 |
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Figura 3. Efectos de la suplementacion con aceite de pescado rico en DHA en
comparacion con un aceite de soja, un aceite de coco y un aceite de pescado
con 1:1 EPA/DHA sobre A) cantidad de GSSG en higado y B) actividad de la
XO. Abreviaciones: GSSG, glutation en forma oxidada; XO, xantina oxidada. b
vs. Coco. Se presenta los valores de las medias, con errores estandar
representados por barras verticales. * El valor de p fue determinado por ANOVA.
El nivel de significancia se establecio en p <0,05.

5.2.3. Enzimas antioxidantes, glutation y TBARS en musculo

La suplementacion con el aceite rico en DHA, el aceite de pescado con el
1:1 EPA/DHA y el aceite de soja disminuyeron la actividad de la catalasa
respecto al aceite de coco (Figura 4.A). Ademas, el grupo suplementado con
aceite de pescado con el 1:1 EPA/DHA mostré menor cantidad de GSSG (Figura
4.B) y menor ratio GSSG/GSH (Figura 4.C) en comparacion con el grupo de
aceite de soja. Las ratas suplementadas con el aceite de pescado rico en DHA'y
el aceite de pescado 1:1 EPA/DHA exhibieron cantidades mas bajas de TBARS
en musculo con respecto a las ratas suplementadas con aceite de soja (Figura
4.D). No observamos diferencias significativas en la SOD, la GPx, la GR ni en el

GSH entre los grupos.
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Figura 4. Efectos de la suplementacion con aceite de pescado rico en DHA en
comparacion con un aceite de soja, un aceite de coco y un aceite de pescado
con 1:1 EPA/DHA sobre A) actividad de la catalasa, B) cantidad de GSSG, C)
ratio GSSG/GSH, D) cantidad de TBARS en musculo de ratas. Abreviaciones:
GSSG, glutation en forma oxidada; TBARS, sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico. a vs. Soja, b vs. Coco. Se presenta los valores de las medias, con
errores estandar representados por barras verticales. * El valor de p fue
determinado por ANOVA. # El valor de p fue determinado con la Prueba Kruskal-
Wallis. El nivel de significancia se establecio en p <0,05.

6. Discusion

En este estudio evaluamos los efectos de la suplementacién con un aceite
de pescado rico en DHA sobre el perfil lipidico plasmatico, la capacidad
antioxidante del plasma y los biomarcadores de estrés oxidativo en higado y
musculo de ratas sanas en comparacion con la suplementacion con un aceite de
soja, un aceite de coco y un aceite de pescado con 1:1 EPA/DHA. El aceite de
pescado rico en DHA disminuy®é significativamente la concentracion de colesterol
total en plasma y el estrés oxidativo.

El aceite de pescado rico en DHA disminuy6 el colesterol total en plasma
comparado con el aceite de soja y el aceite de coco, principalmente por la

reduccion en C-HDL. Nishimoto, et al. también reportaron que la alimentacién
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con aceite de pescado a ratas disminuy® los niveles de C-HDL plasmatico, redujo
la esterificacion hepatica del C-HDL e incrementd su excrecion fecal en
comparacion con un aceite de soja y un aceite de coco (45). El DHA se ha
asociado a la mejora de los factores de riesgo asociados a las ECV al modular
el metabolismo lipidico y la expresiéon de genes. Un mecanismo protector del
DHA contra la aterosclerosis es el transporte reverso de colesterol (TRC). El
aceite de pescado afecta el TRC al promover el transporte del colesterol en C-
HDL al higado para su posterior excrecion en la bilis (46). Por otro lado, estudios
han observado que el DHA inhibe el SREBP-2 acompaiado con la reduccion del
colesterol total (47). EI SREBP-2 es un factor de transcripcion que estimula la
transcripcion de genes relacionados con la biosintesis del colesterol (48).
Ademas, la suplementacion con aceite de pescado reduce la esterificacion de C-
HDL al disminuir la expresion de ARNm de la estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD-
1) en el higado. La SCD-1 es la enzima clave en la biosintesis de acidos grasos
y ratones deficientes en SCD-1 han mostrado que esta enzima tiene un papel
importante en los mecanismos de homeostasis de colesterol (49). En este
sentido, la reduccién en el colesterol podria explicar, también, la reduccion en
los niveles de C-HDL en el grupo suplementado con un aceite rico en DHA. En
nuestro estudio, la suplementacion de ratas con aceites de diferente composicidn
no afectd las concentraciones de TG en plasma. Aunque, la suplementacion con
AGPl ®-3 disminuyen los niveles de lipidos plasmaticos, los efectos

hipotriglicerolémicos de los AGPI -3 no siempre se reportan en animales (50).

Referente a la capacidad antioxidante del plasma, el aceite de pescado
rico en DHA aumenté los valores de ORAC comparado con el aceite de soja y el
aceite de coco. La suplementacion con AGPI »-3 ejerce efectos antioxidantes
reduce eventos cardiovasculares y retarda la progresion de ateroesclerosis.
Estudios en humanos han identificado que la capacidad antioxidante de la dieta
esta asociados a menor riesgo de insuficiencia cardiaca. Referente a esto, se ha
encontrado una correlacion positiva entre la capacidad antioxidante total del
plasma y la proporcion de AGPI »-3 (51). La propiedad antioxidante de los AGPI
-3 se relaciona con sus efectos sobre la disfuncion endotelial. Especificamente,

el DHA estimula la actividad del éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) a través
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de la activacion de la via PKB/AKt (52). La eNOS produce 6xido nitrico, molécula
importante para la vasodilatacion con accion anti-aterosclerotica (53).

De la misma forma, la suplementacion con el aceite de pescado rico en
DHA disminuyo la cantidad de GSSG en higado en comparacion con el aceite
de coco, junto a una tendencia a disminuir la actividad de la XO en comparacién
con el aceite de soja. En musculo, la suplementacion con el aceite de pescado
rico en DHA disminuy® la actividad de la catalasa en comparacion con el aceite
de coco. Arumina, et al. reportaron que el aceite de coco aumenta los niveles de
catalasa e indican que este efecto antioxidante se puede deber a sus
compuestos fitoquimicos (54). Por su lado, la suplementacion con aceite de
pescado 1:1 EPA/DHA exhibi6é una disminucion en las cantidades de GSSG, una
menor ratio GSSG/GSH. El tratamiento con AGPI »-3 tiene efectos beneficiosos
sobre las ECV al disminuir los mediadores pro-inflamatorios y aumentar las
enzimas antioxidantes. Los AGPIl ®-3 mejoran la capacidad antioxidante al
provocar una regulacion positiva de la expresion y la actividad de la enzima
antioxidante mitocondrial tiorredoxina reductasa-2 (TrxR) (55). La inhibicion de
la TrxR disminuye la eliminacion de H202 por parte de las mitocondrias, lo que
potencia el estrés oxidativo (56). Ademas, el DHA regula funciones y biogénesis
mitocondrial a través de una mayor replicacion y transcripcion del mtDNA (57),
induce la expresidn de enzimas antioxidantes, reduce la cantidad de ERO y
disminuye el dafo oxidativo de lipidos de la membrana celular al modular la
expresion de la GPx (58). EI EPA y el DHA atenuan el dafo oxidativo al ADN en
células endoteliales vasculares mediante la regulacion positiva de la respuesta
antioxidante mediada por el factor de transcripcidon NRF2 (59). El NRF2 modula
el estrés oxidativo al controlar la expresidon de genes relacionados con la
respuesta antioxidante (60). Ademas, Li, et al. mostraron que el aceite de
pescado reduce los niveles de estrés oxidativo y aumenta las actividades
antioxidantes en el higado de ratas (61).

Los AGPI estan sujetos a la peroxidacion lipidica, proceso en el cual las
ERO atacan los lipidos que contienen dobles enlaces. Se observé que el aceite
de pescado rico en DHA y 1:1 EPA/DHA llevaron a una disminucion de niveles
de TBARS comparado con el aceite de soja, aunque los efectos de este ultimo
sobre los TBARS no es claro dado que presentan mucha dispersién de datos. El
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aceite de soja es fuente de AL que es precursor del acido araquidonico. El acido
araquiddnico se ha relacionado con un mayor dafio oxidativo a lipidos al ser
sustrato de enzimas que generan eicosanoides proinflamatorios (62). En cuanto
a la suplementacion con EPA o DHA, se ha reportado que mejoran el estado
antioxidante y la resistencia a la peroxidacion de lipidos en ratas (63). Uno de los
mecanismos de accion es la capacidad del DHA de modular el estrés oxidativo
al ser precursor de resolvinas, protectinas y maresinas de la serie D, mediadores
protectores que evitan una respuesta inflamatoria excesiva (64). Por otro lado,
una menor actividad de XO en el grupo suplementado con un aceite de pescado
rico en DHA indicaria menor produccion de ERO. Las ERO se han asociado a
las ECV ya que promueven la formacion de placa aterosclerética (65). Ademas,
las ROS provocan arritmias al tener efectos negativos en el manejo del calcio
miocardico e indicen la sefalizacion hipertréfica llevando a insuficiencia cardiaca
(66). Concretamente, se ha propuesto que la XO puede contribuir a la

fisiopatologia del aumento en la presion arterial a través de ERO (67).
7. Conclusién

Nuestros resultados sugieren que la suplementacion con aceite de
pescado rico en DHA aporta beneficios sobre el perfil lipidico en plasma, la
capacidad antioxidante del plasma y los biomarcadores de estrés oxidativo,
fundamentalmente sobre el sistema del glutation, en higado y musculo.
Concretamente, los AGPI -3 procedentes del aceite de pescado, especialmente
el DHA, mejora el perfil lipidico al disminuir los niveles de colesterol total y
aumentar la capacidad antioxidante en plasma con respecto a los acidos grasos
saturados y a los AGPI -6 aceite de soja y el aceite de coco. Adicionalmente,
disminuye la concentracion de GSSG y tuvo menor peroxidacion lipidica en
comparacion con el AGPI o-6. De la misma manera, la suplementacion con
aceite de pescado 1:1 EPA/DHA exhibié una disminucion en las cantidades de
GSSG, una menor ratio GSSG/GSH. Estos resultados apoyan el uso de aceite
de pescado rico en DHA como agente terapéutico contra las ECV. Es necesario
realizar estudios que permitan dilucidar los mecanismos moleculares que

asocien el consumo de DHA y sus efectos beneficiosos sobre las ECV.
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