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RESUMEN. Existe consenso cientifico acerca de la
necesidad de cambiar habitos de alimentacion y aumentar
la actividad fisica como estrategias para prevenir y paliar
la epidemia de sobrepeso y obesidad. En este estudio se
evaluaron los efectos de dietas isocaldricas e isolipidicas,
condiferente calidad de lipidos, sobre algunos indicadores
de sindrome metabdlico en ratas de la linea IIMb/Beta de
70 dias de edad. Este modelo murino manifiesta obesidad
acompanada de hipertriacilglicerolemia y resistencia
insulinica desde la pubertad y desarrolla diabetes tipo
2 en la adultez. Se suministraron durante 90 dias tres
dietas formuladas segun AIN-93 (American Institute
of Nutrition-93) ad libitum: Dieta AIN con aceite de
girasol como fuente de lipidos; Dieta JB con grasa
bovina (remplazando al aceite de girasol) y Dieta JBn-
3 con grasa bovina mas acidos grasos poliinsaturados
n-3 provenientes de aceite de pescado. Los animales que
consumieron la dieta JBn-3 manifestaron disminucion
(p<0,05) en algunos indicadores de sindrome metabolico
como la hiperinsulinemia, la hipertriacilglicerolemia y el
depdsito de lipidos totales, colesterol y triacilgliceroles
hepaticos. Si bien se requieren mas estudios, se confirma
la validez de las intervenciones dietarias para el abordaje
de la obesidad y sus comorbilidades recomendadas por
los organismos internacionales.

Palabras clave: AGPI n-3, sindrome metabdlico, ratas
obesas.

SUMMARY: Effects of fish oil consumption
on metabolic syndrome parameters in obese
IIMb / Beta rats. There is scientific consensus
about the importance of changing dietary habits and
increasing physical activity for the prevention and
treatment of obesity and its co-morbidities. The effects
of isocaloric and isolipidic diets with different type of
fat on symptoms of the metabolic syndrome in 70 days
old IIMb/Beta rats were evaluated. This murine model
develops obesity, hypetryacilglycerolemia and insulin
resistance since puberty, progressing to type 2 diabetes
in adulthood. Three diets formulated according to AIN-
93 (American Institute of Nutrition-93) were offered
ad libitum during 90 days: Diet AIN with sunflower
oil; Diet JB with bovine fat (replacing sunflower oil)
and Diet JBn-3 with bovine fat and PUFAn-3 from
fish oil. The group fed JBn-3 diet showed diminution
(p<0,05) on several of the clinical manifestations of
the metabolic syndrome, such as: hyperinsulinemia,
hypertriacylglycerolemia and hepatic total lipids,
cholesterol and triacylglycerols. Although more
research is required, the study supports the beneficial
effects of dietary approaches on obesity and its co-
morbidities.

Key words: PUFA n-3, metabolic syndrome, obese
rats.

INTRODUCCION

Actualmente el sobrepeso y la obesidad se
encuentran entre los principales factores de riesgo
de enfermedad y muerte a nivel mundial; cada afio
fallecen alrededor de 3,4 millones de personas

adultas por esta causa. Ademas, gran parte de
las enfermedades crdénicas no transmisibles
(ECNT), tanto en paises de altos como en los de
medianos y bajos ingresos, se asocian al exceso
de peso, como el caso de la diabetes (44%)), las
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cardiopatias isquémicas (23%) y ciertos tipos de
canceres (entre el 7% y el 41%) (1). En Argentina
los resultados de la 3ra Encuesta Nacional de
Factores de Riesgo (ENFR) del afio 2013 son
contundentes: se detectd una prevalencia de
sobrepeso de 37,1%, valor que se mantuvo
constante con respecto a la 2da ENFR, de 2009,
pero mayor que en la Ira ENFR de 2005 (34,4%).
Con respecto a la obesidad: 20,8% en 2013,
siendo este valor 15,6% mayor que el registrado
en 2009 (2).

Los organismos internacionales involucrados
en el estudio y la promocién de la salud han
coincidido en recomendar cambios en los
habitos alimentarios como paso fundamental
para prevenir y paliar esta pandemia (3). Las
propuestas incluyen: disminucion de la ingesta de
azucares, grasas saturadas y sal y aumento en el
consumo de frutas, vegetales y grasas insaturadas;
es destacable la recomendacion de incorporar a la
dieta alimentos naturales y productos alimenticios
con compuestos bioactivos, los asi llamados
“alimentos funcionales”.

Entre los compuestos con actividad bioldgica
cuyos efectos han demostrado ser beneficiosos
para la salud se cuentan los acidos grasos
poliinsaturados omega-3 (AGPI n-3) cuyas
formas mas representativas en los alimentos
son el eicosapentaenoico (20:5 n-3 o EPA), el
docosahexaenoico (22:6 n-3 o DHA) y el alfa
linolénico (18:3 n-3 o o-ALA). Los AGPI
n-3 EPA y DHA se encuentran en pescados y
algunos tipos de algas mientras que el a-ALA
proviene de fuentes vegetales (4,5). Las primeras
investigaciones acerca de la relacion entre
el consumo elevado de AGPI n-3 y la menor
incidencia de enfermedades cardiovasculares
(ECV) datan de los afios 70 y fueron llevados
a cabo en poblaciones esquimales del norte de
Groenlandia (6). Desde esos primeros hallazgos,
numerosos estudios han evaluado las respuestas
provocadas por la incorporacion a la dieta de AGPI
n-3 en diferentes lapsos y dosis, concluyendo en
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la mayoria de ellos, que los efectos diferian segiin
que los sindromes evaluados fueran de tipo agudo
o cronico (7).

Algunos trabajos refieren a la eventual accion
protectora de los AGPI n-3 frente a las agresiones
que suponen las recientes modificaciones en los
patrones alimentarios, tales como el consumo
excesivo de bebidas azucaradas y de alimentos
ultraprocesados.

La accion preventiva de los AGPI n-3 sobre
las ECV y otras enfermedades cronicas como
el sindrome metabolico (SM) y la diabetes
tipo2 (DMT?2) ha sido reportada en animales de
experimentacion en los que dichas alteraciones
metabolicas fueron inducidas.

Los AGPI n-6 y n-3 son relevantes para la
composicion y la fluidez de las membranas
de la célula y para una Optima funcién de
ésta. Ademas actlian como precursores de los
eicosanoides y docosanoides involucrados en la
regulacion de la inflamacion, la inmunidad y la
agregacion plaquetaria (8). Mientras la familia
n-6 promueve el aumento de productos pro
inflamatorios derivados del acido araquidonico,
los AGPI n-3 EPA y DHA -ya sea sintetizados de
modo enddgeno o provenientes de la dieta- dan
lugar a productos que ejercen efectos benéficos
en los ya mencionados procesos inmunoldgicos,
de agregacion plaquetaria e inflamatorios. Otras
acciones descriptas son las uniones de los AGPI
n-3 a diversos receptores nucleares (PPARs,
Factor nuclear hepatico, Receptores x del higado)
que regulan la expresion génica, mecanismo por
el cual ejercerian su efecto sobre, entre otros, el
metabolismo lipidico (9).

La linea de ratas IIMb/Beta desarrolla una
obesidad no hiperfagica, definida tanto por el
sobrepeso como por el volumen de los paniculos
adiposos, de grado moderado -30% de masa
grasa- si se compara con la de otras ratas como
las fa/fa en las que el porcentaje de grasa corporal
alcanza el 50% del peso total. La obesidad
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-que se manifiesta tanto cuando se alimenta a
los animales con la dieta formulada segin el
American Institute of Nutrition (AIN-93) como
cuando se les suministra el alimento balanceado
comercial para animales de experimentacion- es
de instalacion peripuberal, alrededor de los 50
dias de edad, y afecta a ambos sexos con mayor
notoriedad en los machos (10). La manifestacion
corporal de la obesidad se acompafia con
hipertriacilglicerolemia y resistencia insulinica
(RI) que progresa hacia la DMT2 en la adultez
(11). La colesterolemia total y sus fracciones se
mantienen dentro de los limites normales. Otro
indicador de SM que se presenta en esta linea de
ratas es el deposito excesivo de trialcilgliceroles
hepaticos o higado graso. Este modelo murino de
obesidady dislipidemia ha demostrado en diversos
trabajos experimentales marcada susceptibilidad
a los cambios en la composicion de la dieta,
respaldando plenamente las recomendaciones de
las organizaciones cientificas internacionales en
el sentido de intervenir en el ambiente nutricional
con el fin de atenuar la manifestacion de la
obesidad y sus comorbilidades (12-14).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar
los beneficios del consumo de aceite de pescado
sobre algunas manifestaciones de SM en ratas
obesas [IMb/Beta. Las variables evaluadas fueron
la biomasa, el deposito adiposo abdominal, la
glucemia, la insulinemia (e Indice HOMA-IR),
las transaminasas hepaticas y el perfil lipidico en
sangre e higado.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Ratas macho de la linea obesa [IMb/Beta de
70 dias de edad (criadas en la Catedra de Biologia
de la Escuela de Medicina de la Universidad
Nacional de Rosario) recibieron por un lapso de 90
dias, dietas isocaldricas e isolipidicas formuladas
con distinta calidad de lipidos, efectuandose los
ajustes necesarios para que el aporte del resto
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de los nutrientes fuera adecuado y semejante en
todos los casos, segun AIN-93.

Durante el experimento los animales fueron
alojados en jaulas individuales en condiciones
habituales de criadero: acceso ad libitum al agua
y a la comida, iluminacién con fotoperiodicidad
controlada (12hs), temperatura ambiental de
25° C £ 2° C (calefaccion y/o ventilacion) e
higiene diaria.

La cria y la manipulaciéon de las ratas se
llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo para
el cuidado y uso de animales de experimentacion
del Instituto Nacional de Salud (NIH) de los
Estados Unidos de Norteamérica y fue aprobado
por el Comité de Bioética y el de Bioseguridad de
la Universidad Nacional de Rosario.

Dietas

Las dietas experimentales se prepararon segin
AIN-93. Estas fueron isocaldricas e isolipidicas
difiriendo unicamente en su composicion lipidica.
(Tablas 1y 2)

Dieta AIN (control): AIN-93 M, con aceite de
girasol.

Dieta JB: AIN-93 M modificada reemplazando
el aceite de girasol por primer jugo bovino
(grasa bovina). Segin el Cddigo Alimentario
Argentino el primer jugo bovino se define como
el producto separado por fusion a temperatura no
mayor de 80°C de los tejidos y partes adiposas
limpias e inalteradas de animales bovinos (15). El
reemplazo del aceite vegetal (rico en dcidos grasos
insaturados) por el jugo bovino (rico en acidos
grasos saturados), tiene por objetivo maximizar
la expresion del sindrome caracteristico de esta
linea de ratas ya descripto en la introduccion.

Dieta JBn-3: Dieta JB + capsulas de aceite de
pescado (disponibles en el mercado para consu-
mo humano). El aceite de pescado se adiciono
a la dieta mezclado con la grasa bovina en una
proporcion de 25mg cada 100g de dieta. La con-
centracion de AGPI n-3 /100g de alimento fue de
8,55mg y la de AGPI n-6 de 45,08 mg. La rela-
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TABLA 1. Composicion de las dietas (g/100g) y valor caldrico

(kcal/100g) (kJ/100g)

AIN-93 JB JBn-3
Almidon 53,0 53,0 53,0
Proteina 17,0 17,0 17,0
Sacarosa 10,0 10,0 10,0
Aceite girasol 5,0 - -
ler jugo Bovino -—-- 5,0 4,975
Aceite de pescado 0,0 0,0 0,025
Mezcla mineral 3,5 3,5 3,5
Mezcla vitaminica 1,0 1,0 1,0
Celulosa 5,0 5,0 5,0
Bitartrato de colina 0,25 0,25 0,25
Cisteina 0,18 0,18 0,18
Valor Caloérico
kcal/100g (kJ/100g) 365 (1526) 365 (1526) 365 (1526)

AIN-93: dieta recomendada por el American Institute of Nutrition, 1993.
JB: dieta AIN-93 con grasa bovina en lugar de aceite de girasol.
JB n-3: dieta JB + aceite de pescado.

TABLA 2. Perfil de 4cidos grasos (g/100g) de lipidos empleados en
la preparacion las diferentes dietas.

Acidos Aceite de Primer Capsulas
Grasos Girasol Jugo Bovino Aceite de Pescado
C 14:0 0,2 3,2 13

C 14:1 0 0,6 0,3
C16:0 12,4 27 27
c16:1 n-9 0 2 14
C18:0 3 26 1,8
C18:1 n-9 25 40 9
C18:2 n-6 59 0,9 1,2
C18:3 n3 0 0 0,2
C20:5 n3 0 0 27
C22:6 n-3 0 0 7

cion AGPI n-6/AGPIn-3 fue 5,3:1. Disefio experimental

Los animales (n: 21) de peso promedio 207,4g &+ 15,5 g (media +
desviacion estandar) se dividieron de forma aleatoria en tres grupos
de siete ratas cada uno. Dia por medio se les midio el peso corporal
y con igual frecuencia se evalu6 la ingesta de alimento. Con estos
datos se calcul6 la eficiencia de conversion del alimento segun la

siguiente ecuacion:

Eficiencia de conversion
de alimento = Aumento de
peso corporal (g)/alimento
consumido (g).

Al final del experimento
se recolectaron muestras
de sangre post ayuno vy
tras sacrificar los animales

se extrajeron los higados
y los paniculos adiposos
retroperitoneales y

epididimales que se lavaron
con buffer PBS, se secaron
con papel de filtro y se
pesaron.

Se calcularon los pesos
relativos de higados 'y
paniculos con la siguiente
ecuacion:

Peso relativo de érgano= peso
absoluto de organo (g)/ peso
corporal total (g) x 100.

El método de eutanasia fue
por sobredosis de pentobarbi-
tal sodico inyectado por via
intraperitoneal (American Ve-
terinary Medical Association.
Guidelines on Eutanasia. For-
merly Report of the AVMA
Panel on Eutanasia, 2007).

Procedimientos analiticos

Se determind el perfil de
acidos grasos de los lipidos
empleados en la formulacion
de cada dieta mediante
cromatografia gas/liquido
con un equipo Shimadzu
GCMS — QP modelo 2010,
Japon (cromatografo gaseoso
acoplado a espectrometro de
masa).
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Se determinaron en plasma: glucosa,
triacilgliceroles,  colesterol  total, alanino
amino transferasa (ALAT) y aspartato amino
transferasa (ASAT) con técnicas enzimaticas
espectrofotométricas empleando equipos de
diagnostico Wiener (Wiener Laboratorios SAIC;
Rosario, Argentina).

Se cuantifico la insulina utilizando un kit de
radioinmunoensayo especifico para insulina de
rata (Rat insulin Millipore, USA) y un contador
de centelleo solido Alfanuclear modelo Cmos.

El indice HOMA-IR se calculdé segun la
siguiente ecuacion: Insulinemia en ayunas (mU/1)
x Glucemia (mg/dl) /405 (16).

Las muestras de higado se trataron en un
homogeneizador Potter-Elvejahn, se extrajeron
los lipidos con cloroformo/metanol y se
cuantificaron gravimétricamente después de la
evaporacion de la mezcla de solventes (17).

Los triacilgliceroles y el colesterol hepaticos
se determinaron con los mismos procedimientos
analiticos empleados para los lipidos plasmaticos.

Analisis estadistico

Los resultados, que se informan como media
+ desviacion estandar, se analizaron con el test de
ANOVA. Se utiliz6 el paquete estadistico Prism
3.0y se consideraron diferencias estadisticamente
significativas a un nivel de p<0,05.
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RESULTADOS

Biomasa, paniculos adiposos, consumo de
alimento y eficiencia.(Tabla 3)

La evoluciéon del peso corporal de los
animales fue semejante en los tres grupos. La
diferente calidad de la grasa dietaria no afecto6
la ganancia de peso y al final del experimento la
biomasa no difirié significativamente. Tampoco
difirié el depodsito de grasa abdominal: el peso
de los paniculos adiposos perigonadales y
retroperitoneales no mostr6 diferencias (p>0,05).

Parametros plasmaticos (Tabla 4)

Los valores de glucosa basal en sangre fueron
igualmente altos en los tres grupos, no asi la
insulina circulante. Tal como se ve reflejado en
el indice HOMA-IR, la dieta JB provoc6 una
RI significativamente mayor que la dieta AIN
(p<0,05). Con la dieta JBn-3 se manifesto
una disminucion de la RI que no logrd ser
significativa ya que los animales de este grupo
no alcanzaron los valores de HOMA-IR del
grupo control.

Las concentraciones de colesterol plasmatico
no difirieron entre los grupos, pero si lo hicieron
los valores de triacilglicerolemia que fueron
significativamente mayores para el grupo JB. Los
animales con la dieta JBn-3, a diferencia del resto
mostraron una concentracion de triacilgliceroles

TABLA 3. Biomasa final, paniculos adiposos, consumo acumulado de alimento y
eficiencia de los animales segtin la dieta recibida.*

AIN JB JBn-3
Biomasa final (g) 425,0+39,4a 418,0+24,5a 412,5+232a
Peso relativo paniculos 6,82+ 1,37b 7,25+0,55b 7,18+ 0,62 b
Consumo alimento (g) 2081 +£132 ¢ 2162+ 101 ¢ 2251+75¢
Eficiencia 104+0,8d 9,7+0,9d 92+1,6d

AIN: dieta recomendada por el American Institute of Nutrition, 1993. JB: dieta AIN con
grasa bovina en lugar de aceite de girasol. JB n-3: dieta JB + aceite de pescado.
*Media + desviacion estandar; n=7; letras diferentes en la misma fila indican diferencias

significativas (p<0,05)



287 POSADAS et al.
TABLA 4. Parametros plasmaticos de los animales segun la dieta recibida.*
AIN JB JBn-3
Glicemia (mg/dL) 249,8 £40,9 a 245,1 £232a 264,4+433a
Insulinemia (pmol/L) 390,5+173,2b 695,2+211,5¢ 532,0+133,0c¢
HOMA-IR 42,1 £10,8d 68,6+ 182¢ 56,5+ 8,9 de
Colesterolemia (mg/dL) 184,7+249f 1474 +£17,7f 143,1 £10,7 f
Triacilglicerolemia (mg/dL) 190,2+955¢g 238,7+78.8 g 1264 +£41,0h
GOT - ASAT (UI/L) 84.5+ 142 i 86,0+ 16,7 101,7 28,9
GPT - ALAT (UI/L) 33,5+4,8] 33,3+£7,7] 31,9+7.9]
AIN: dieta recomendada por el American Institute of Nutrition, 1993. JB: dieta AIN con
grasa bovina en lugar de aceite de girasol. JB n-3: dieta JB + aceite de pescado.
*Media + desviacion estandar; n=7; letras diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas (p<0,05)
en sangre significativamente inferior a las de los Grasa total, colesterol y triacilgliceroles
otros dos grupos (p<0,05). hepéticos (Tabla 5)
Las concentraciones plasmaticas de las Los lipidos hepaticos analizados fueron

aminotransferasas ASAT y ALAT no difirieron
estadisticamente entre los grupos.

TABLA 5. Grasa total, colesterol y triacilgliceroles hepaticos de los animales
segun la dieta recibida.*

AIN JB JBn-3
Grasa total (g/100g) 2,52+0,44 a 3,59+0,62b 1,45 +0,32 ab
Colesterol (mg/100g) 118,1 £28,7 ¢ 206,8 £47,3d 97,2+ 18,4 cd

Triacilgliceroles (mg/100g) 605,8+ 1133 ¢ 1171,0 £239,2 f 490,1 £ 180,4 eg

AIN: dieta recomendada por el American Institute of Nutrition, 1993. JB: dieta AIN con
grasa bovina en lugar de aceite de girasol. JB n-3: dieta JB + aceite de pescado.

*Media + desviacion estandar; n=7; letras diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas (p<0,05).

todos mas altos en el grupo JB, difiriendo
estadisticamente de los del grupo JBn-3 (p<0,05).
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DISCUSION

La interacciéon compleja entre los factores
genéticos y los ambientales como condicionante
de patologias tales como la obesidad y sus
comorbilidades, se vio una vez mas reflejada en
este trabajo: en las ratas de la linea IIMb/Beta,
el desorden metabdlico, puesto de manifiesto ain
con el alimento AIN, se expreso en diferente
grado dependiendo de la composicion de la dieta.

En discordancia con Priego et al (18), quienes
proponen un sobreconsumo provocado por los
acidos grasos saturados de la dieta -atribuido
a la inhibicion que éstos producirian sobre los
receptores largos de leptina a nivel hipotalamico-
el consumo de alimento fue semejante en los tres
grupos. El aumento de la biomasa fue igual en
los tres grupos; por ello el célculo de la eficiencia
de conversion del alimento fue similar en todos
los animales y evidencié igual palatabilidad y
capacidad de saciacion de las dietas.

Existe consenso en que la diferente sensibilidad
de los tejidos a la accion de la insulina se vincula
con la composicion lipidica de la membrana de
sus células, por lo que una baja concentracion de
AGPI n-3 de cadena larga en las mismas podria
ser responsable de la sensibilidad disminuida (19).
En concordancia con esto, la dieta rica en acidos
grasos saturados provoco -tal como lo revelan
los valores de HOMA-IR- un aumento de la RI
propia de la linea asi como de la hiperinsulinemia
compensadora (20). Este efecto, generado por
el reemplazo de los lipidos de la Dieta AIN por
acidos grasos saturados (Dieta JB), fue atenuado
cuando se incorporaron los AGPI n-3 (Dieta JBn-
3).

Diversos autores han reportado que Ila
incorporacion de AGPI n-3 a la dieta logra
reducir el nivel de triacilgliceroles plasmaticos,
probablemente por incremento de la beta-
oxidacion y disminucidon consecuente de la
lipogénesis de novo (21-23). Coincidiendo
con los estudios tanto sobre animales de
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experimentacion como en humanos, en nuestra
investigacion el agregado de AGPIn-3 disminuyo
la triacilglicerolemia -aun la potenciada por el
agregado de acidos grasos saturados- llevandola
a un nivel normal e incluso inferior al alcanzado
por el grupo alimentado con la Dieta AIN.

El desarrollo de esteatosis se considera el
factor predisponente mas reproducible para
la enfermedad grasa no alcoholica del higado
(EHGNA) y el de primera aparicion. Este
signo, ya incluido en la definicion del SM esta
estrechamente relacionado con la obesidad y la
RI (24,25). Su manifestacion en la linea de ratas
Beta fue atenuada por la adicion de los AGPI
n-3 de aceite de pescado a la dieta que incluso
ejercieron una accion preventiva al provocar un
deposito de lipidos hepaticos menor que la dieta
control.

La promocion del empleo de los AGPI n-3 en
el tratamiento de la EHGNA tanto en animales
de experimentacion como en humanos no solo se
ha fundamentado en la disminucion del deposito
hepatico de grasa sino también en la atenuacion
de marcadores enzimaticos (26). En este
experimento, sin embargo, no se encontraron
alteraciones en los niveles de ASAT ni de ALAT
indicando que no alcanz¢ a alterarse la funcién
hepética en ninguno de los grupos.

CONCLUSIONES

La incorporacion de AGPI n-3 de aceite de
pescado a la dieta demostro efectos beneficiosos
sobre algunas de las manifestaciones del
sindrome metabdlico, siendo particularmente
destacable la accion sobre la esteatosis hepatica,
con posible prevenciéon de su avance hacia
estadios de mayor gravedad.

La respuesta de este modelo murino de
obesidad y diabetes espontaneas respalda las
recomendaciones internacionales acerca de la
importancia de las intervenciones dietarias como
estrategia para la prevencion de la obesidad
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y la terapéutica de enfermedades crdénicas no
transmisibles de alta prevalencia en la actualidad.
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