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RESUMEN:

El sindrome metabdlico (SM) es una condicién patoldgica de incidencia creciente en
la poblacién, que comprende diversos componentes como: obesidad, dislipidemia,
hipertensiéon arterial y resistencia a la insulina. Existe evidencia que apoya un rol
benéfico de los acidos grasos n-3 (AG n-3) del aceite de pescado en el control de
las patologias asociadas al metabolismo de lipidos y gllucidos presentes en el SM.
Los mecanismos moleculares involucrados en estos efectos no estan definidos; sin
embargo, se ha propuesto que los AG n-3 activarian al receptor de proliferadores
peroxisomales alfa (PPARq) a través de lo cual ejercerian su efecto hipolipemiante y
antidiabetogénico. Estudios in vitro sugieren que los productos derivados del
metabolismo de los AG n-3 por las monooxigenasas de citocromo P450 de la
subfamilia 4a (Cyp4a) podrian actuar como activadores enddgenos de PPARa. De
esta manera, la inactivacién genética de dicha enzima deberia disminuir los efectos
benéficos de los AG n-3. Para probar esta hipotesis, ratones “wild type” (WT) vy
“knock out” de Cyp4ald4 (Cyp4ald4KO) fueron sometidos a dieta rica en grasas
saturadas (60% de las calorias provenientes de la grasa) con el objetivo de inducir
en ellos SM. En los animales con SM se evalud la capacidad del aceite de pescado
para mejorar las alteraciones producidas por la dieta rica en grasas saturadas en el
metabolismo de lipidos y de glucidos. La intervencion dietaria se realizé bajo dos
condiciones de dietas alta en grasa: 66% y 46% de las Kilocalorias (Kcal) de grasa.
De nuestros resultados concluimos que la Cyp4al4 podria participar en el rol
benéfico del aceite de pescado en el control del metabolismo hepatico de
triglicéridos y colesterol, en condiciones de dieta alta en grasa (66% grasa).

ABSTRACT

Metabolic Syndrome (MS) is a pathological condition with growing incidence in the
population that includes obesity, dyslipidemia, hypertension and insulin resistance.
There is evidence supporting a beneficial role of n-3 fatty acids (n-3 FA) from fish
oil in the control of lipid and carbohydrate alterations associated to MS. The
molecular mechanisms involved in those effects are not well defined, however, it
has been suggested that n-3 FA exert their lipid-lowering and antidiabetogenic
effect through activation of peroxisome proliferator receptor alpha (PPARa). In vitro
studies suggest that n-3 FA can be metabolized by cytochrome P450
monooxygenases of the subfamily 4a (CYP4a) to form endogenous activators of
PPARa. Given this, genetic inactivation of this enzyme should reduce the beneficial
effects of n-3 FA.

To test this hypothesis, we treated wild type (WT) and Cyp4al4 knockout mice
(Cyp4a14K0O) with a diet rich in saturated fats (60% calories from fat) in order to
induce the metabolic syndrome. After that, we evaluated the ability of fish oil to
improve the changes produced in the metabolism of lipids and carbohydrates.
Dietary intervention was done under two conditions of high-fat diet (66% and 46%
Kilocalories (Kcal) from fat). From our results we conclude that Cyp4al4d
monooxigenase could participate in the benefic rol of fish oil in the control of
hepatic metabolism of triglycerides and cholesterol in conditions of high-fat diet
(66% fat).

Abreviaturas utilizadas:

AA, acido araquidodnico; ABC, area bajo la curva; AC, aceite de coco; AG n-3,
acidos grasos omega 3; AM, aceite de maiz; AP,aceite de pescado; Cyp4al14KO,
knock out de Cyp4al4; CYP450, citocromo P450; DAG, dieta alta en grasa; DBG,
dieta baja en grasa; DHA, acido docosahexaenoico; DM-2, diabetes mellitus 2;
EPA, acido eicosapentaenoico; Kcal, kilocalorias; KO, knock out; PPARa, receptor
de proliferadores peroxisomales alfa; SM, sindrome metabdlico; TG, triglicéridos;
TTG, test de tolerancia a la glucosa; WT, wild type; % grasa, % de las calorias
provenientes de la grasa.



INTRODUCCION.

El sindrome metabdlico (SM) es una condiciéon patoldgica de incidencia
creciente en los paises industrializados, debido al rapido crecimiento econémico vy al
consecuente aumento de la obesidad. En el afio 2003, afectdé al 44% de la
poblacién mayor de 50 afios en EEUU [1]. Chile no constituye una excepcion, donde
la prevalencia estimada el afio 2003 fue de 37% de los chilenos sobre 45 afios y
48% sobre los 65 afios [2]. EI SM incluye diferentes componentes: obesidad
abdominal, hipertension arterial, hipertrigliceridemia, disminucién del colesterol
HDL y resistencia a la insulina. Su mayor importancia radica en su asociacion con el
desarrollo de enfermedad cardiovascular y Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2)[3]. La
etiologia del SM es multifactorial, con influencia tanto de factores genéticos como
ambientales, por lo que en humanos constituye un modelo complejo de estudio,
cuyas causas exactas estan lejos aln de ser comprendidas completamente [4].

Dentro de los factores ambientales que influyen en el SM, la dieta es un
factor fundamental. Tanto el exceso de grasas saturadas como de carbohidratos
refinados en la dieta juegan un rol en aumentar la glicemia, los acidos grasos libres
e insulina plasmatica. El abuso de estos dos componentes dietarios contribuye a
generar obesidad e insulino-resistencia y en un namero significativo de individuos
al desarrollo de esteatosis hepatica [5].

Basado en esto, varios de los componentes del sindrome metabdlico son
susceptibles de ser modificados con intervenciones nutricionales, como por ejemplo
la disminucion de la ingesta de grasas saturadas y el aumento del consumo de
acidos grasos (AG) poliinsaturados n-3, especialmente los presentes en el aceite de
pescado, como acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA). El
consumo de AG n-3 puede mejorar la accion de la insulina en los tejidos,
revirtiendo los efectos adversos del exceso de grasas saturadas y azlcar. En
pacientes con intolerancia a la glucosa o DM-2, la suplementacion con AG n-3
mejoraria la sensibilidad a insulina [6]. El consumo de aceite de pescado mejora
también el perfil lipidico y reduce la inflamacidn, la esteatosis y el dafo hepatico en
personas con esteatohepatitis no alcohdlica [5]. De esta forma, el reemplazo de
grasas saturadas por AG n-3 podria ser una intervencion dietaria Util, tanto para la
prevencidon como para el tratamiento de las alteraciones metabdlicas asociadas al
SM.

Con el objetivo de una mayor comprension de la patogénesis del SM en
humanos y de los efectos benéficos de los acidos grasos n-3 del pescado, el empleo
de modelos murinos ha sido de mucha utilidad. El uso de dietas hipercaldricas ricas

en grasas saturadas y/o carbohidratos han permitido reproducir diversos aspectos



del SM en roedores tales como obesidad, dislipidemia y resistencia a insulina; sin
embargo, la fuente de grasa determina efectos distintos en los diversos parametros
metabdlicos [7, 8].

Dietas ricas en AG n-3 son capaces de mejorar la resistencia a insulina
asociada a obesidad tanto en roedores como en humanos [9]. En dichos modelos
de obesidad inducida, se ha observado que los n-3 aumentan la sensibilidad a
insulina a través de la reducciéon de la inflamacion del tejido adiposo [10], aumento
de adipoquinas anti-hiperglicémicas y disminucion de adipoquinas pro-
hiperglicémicas [11-14]. Los AG n-3 también tienen efecto en reducir los niveles de
triglicéridos (TG) plasmaticos [15] y hepaticos en humanos y roedores [16-19]. Se
ha observado que el consumo de AG n-3 mejora el perfil de lipoproteinas a través
de la disminucion de las LDL pequenas y densas altamente aterogénicas [20] y
aumento del metabolismo de lipoproteinas ricas en TG [21]. Lo anteriormente
expuesto hace que los AG n-3, presentes en el aceite de pescado, estén siendo
considerados como herramientas Utiles en el tratamiento de patologias como
dislipidemia, resistencia a la insulina y esteatohepatitis no alcohdlica y su ingesta
periddica haya sido incorporada en las recomendaciones de la FAO-OMS [22].

También, en modelos murinos el consumo de dieta alta en grasas saturadas
induce varios aspectos del sindrome metabdlico. En roedores, la dieta rica en
grasas aumenta los niveles de TG plasmaticos y hepaticos al mes de tratamiento;
sin embargo, se ha visto que al adicionar aceite de pescado a una dieta rica en
grasa se previene, en forma significativa, este aumento de TG tanto en plasma
como en higado [23]. También en roedores, la dieta rica en grasas produce
obesidad e intolerancia a la glucosa al cabo de dos meses de tratamiento [24]. Las
alteraciones del metabolismo de la glucosa son también prevenidas al suplementar
la dieta alta en grasas con aceite de pescado [25].

Los mecanismos moleculares mediante los cuales los AG n-3 del pescado
ejercen sus efectos benéficos en el SM no estan claros. Se ha propuesto que ellos
modulan la expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos mediante
la activacion de factores de transcripcion, tales como los PPARs (Peroxisome
Proliferator Activated Receptors) [26], que modulan la expresién de genes
involucrados en el metabolismo de AG y TG en diversos tejidos [27-29]. Se ha
propuesto que los efectos hipolipemiantes y antidiabéticos de los n-3 se deben
principalmente a la activacion de PPARa [18, 25, 30-32], la isoforma mas
abundante en el higado y que estimula el catabolismo hepatico de lipidos,
induciendo genes involucrados en la captacién de AG, B-oxidacion y sintesis de
cuerpos cetonicos [28, 33, 34]. Este receptor es esencial para la adaptacion a

condiciones de estrés metabdlico, tales como ayuno cronico y dieta rica en grasas,



en las que se incrementa la beta-oxidacion de acidos grasos [35]. De acuerdo con
ello, diversos ligandos sintéticos de PPARo, de la familia de los fibratos, son
utilizados en clinica para el tratamiento de dislipidemias [36].

Si bien la identidad de los activadores enddgenos de PPARa no se conoce,
recientemente se ha demostrado in vitro que un grupo de compuestos derivados de
acido araquidonico (AA), producidos por las enzimas denominadas monooxigenasas
de citocromo P450 (CYP450), podrian actuar como ligandos de alta afinidad de
PPARo [37].

Las monooxigenasas de AA pertenecen a la superfamilia de genes de
Citocromo P450 y participan en el metabolismo in vivo de AA a epoxiacidos (EETSs)
y w-hidroxi acidos (20-HETES) [38], los cuales han sido implicados en el control de
la presion arterial sistémica [39]. La subfamilia 4a de Citocromo P450 (Cyp4a)
corresponde a un grupo de enzimas que w-hidroxilan el carbono terminal de los
acidos grasos. Si bien ellas metabolizan AA, en general utilizan con alta eficiencia
AG de cadena mediana, especificamente acido laurico [40]. Asi, los sustratos
fisioldgicos para estas enzimas no estan totalmente definidos y parecen ser tejido
especificos. Se ha propuesto que en el higado y en otros tejidos con alta tasa
metabdlica, las isoformas Cyp4a participan de esta conversion de acidos grasos a
acidos dicarboxilicos, para ser posteriormente metabolizados, mediante
B-oxidacion, en el peroxisoma y la mitocondria. Interesantemente, en el higado de
roedores, varios miembros de la subfamilia Cyp4a son transcripcionalmente
inducidos por ligandos sintéticos de PPARa, como los fibratos, por el ayuno
prolongado, por dieta rica en grasa, etanol y diabetes en roedores [41-46], lo que
sugiere que la induccion de estas enzimas podria estar relacionada con la actividad
transcripcional de PPARa y la produccion de ligandos enddgenos del receptor,
derivados de acidos grasos. También se ha propuesto que la induccion de estos
genes por dieta rica en grasa podria contribuir a la metabolizacidn de acidos grasos
a acidos dicarboxilicos para prevenir la lipotoxicidad hepatica y el desarrollo de
esteatosis hepatica. De la misma manera, en periodos de ayuno prolongado, estas
enzimas ayudarian en la generacién de energia a partir de los acidos grasos
provenientes del tejido adiposo [40].

Se ha observado, in vitro, que las isoformas Cyp4a son capaces de
metabolizar DHA y EPA para formar w-hidroxi derivados con capacidad de activar a
PPARa [47, 48]. Asi, es posible que parte de los efectos benéficos de los AG n-3 del
aceite de pescado sobre el metabolismo de lipidos y glucosa, en condiciones de
obesidad inducida por dieta rica en grasas, dependan de las isoformas Cyp4a vy la
formacion de w-hidroxi derivados con capacidad para activar a PPARa. Este

planteamiento debe ser evaluado in vivo para establecer inequivocamente la



participacion de estas enzimas en los efectos benéficos de los n-3 AG sobre el
metabolismo de lipidos y de carbohidratos.

Para estudios in vivo, el modelo murino es ampliamente utilizado debido a la
posibilidad de abatir especificamente ciertos genes y evaluar los efectos fisioldgicos
y/o fisiopatoldgicos de ello. En ratones existen 3 isoformas de la familia Cyp4a:
Cyp4al0, Cyp4al2 y Cyp4al4d, de las cuales las isoformas 4al0 y 4al4 son
inducidas en respuesta a ligandos sintéticos de PPARa en ayuno cronico, diabetes y
obesidad. [49]. Los ratones “knock out” (KO) para las isoformas Cyp4al0 y
Cyp4al4 han sido desarrollados en el laboratorio del Dr. Jorge Capdevila y estudios
realizados en ellos han demostrado la importancia de estas enzimas en el control de
la presion arterial sistémica. De acuerdo con ello, ambos ratones KO presentan
hipertensidn arterial espontanea o inducida por sal [39, 50-52].

Si bien los antecedentes descritos previamente sugieren que las isoformas
Cyp4a podrian participar en el control de la presién arterial en roedores, la
participacion de estas enzimas en la homeostasis de lipidos sistémica no se ha
estudiado, ni tampoco su papel como generadores de lipidos bioactivos derivados
de acidos grasos n-3.

El laboratorio del Dr. Arnaldo Gatica cuenta con una colonia de ratones KO
de la isoforma Cyp4al4, los cuales constituyen un excelente modelo para evaluar si
Cyp4al4 es necesaria para los efectos benéficos del aceite de pescado sobre el
metabolismo lipidico y glucidico, en condiciones de estrés metabdlico, tales como
el tratamiento con dieta rica en grasas.

En este contexto, la hipotesis de esta Tesis es que la inactivacién genética
de Cyp4al4d reduce los efectos benéficos del aceite de pescado en ratones
sometidos a dieta obesogénica, rica en grasas saturadas.

Para evaluar esta hipotesis, ratones WT y Cyp4a14KO fueron tratados por 2
meses con dieta rica en grasa, de manera de desarrollar en ellos obesidad vy
resistencia a la insulina. Posteriormente, fueron tratados por 1 mes con dietas ricas
en grasa, suplementadas con aceite de pescado. Al final del tratamiento se evalud,
para ambos genotipos, el efecto benéfico de la suplementacién sobre diversos
parametros metabolicos relacionados con del metabolismo de lipidos y de la
glucosa. Como controles, se utilizé dietas ricas en grasa suplementadas con aceite
de coco hidrogenado (enriquecido en acidos grasos saturados de cadena mediana y
corta) y aceite de maiz (enriquecido en acidos grasos n-6 mono y poliinsaturados).
La intervencion con aceites se realizd bajo dos condiciones experimentales, con
dietas que contenian un 66% y un 46% de las calorias provenientes de la grasa

(66% grasa y 46% grasa) incluida la suplementacion con aceite y cuya composicion



se describe en la seccion métodos y se detalla en la tabla I anexada al final del

documento.

HIPOTESIS:

La inactivacion genética de Cyp4al4 reduce los efectos benéficos del aceite

de pescado en ratones sometidos a dieta obesogénica, rica en grasas saturadas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la suplementacion con aceite de pescado sobre el
metabolismo de lipidos y de carbohidratos en ratones obesos silvestres y “knock
out” para el gen de Cyp4al4d (Cyp4al4KO).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar parametros morfométricos en los ratones WT y Cyp4al4KO,
bajo condiciones de dieta rica en grasas (dieta obesogénica) vy
posteriormente suplementadas con aceite de coco hidrogenado, aceite

maiz o de pescado.

2.- Evaluar los parametros bioquimicos asociados con el metabolismo de
lipidos en plasma e higado en ratones WT y Cyp4a14KO, bajo condiciones
de dieta obesogénica y posteriormente suplementadas con aceite de coco

hidrogenado, aceite de maiz o de pescado.

3.- Evaluar los parametros bioquimicos asociados con el metabolismo de
la glucosa en los ratones WT y Cyp4al14KO, bajo condiciones de dieta rica
en grasas saturadas y posteriormente suplementadas con aceite de coco

hidrogenado, aceite de maiz o de pescado.



METODOS:

I. ANIMALES, DIETAS Y DISENO DEL ESTUDIO.

Se realizaron 4 experimentos independientes entre ellos, con un minimo de
4 animales por tratamiento, lo que resultd en un total de 178 ratones intervenidos.

Ratones machos WT o KO para la isoforma de Citocromo P450 Cyp4al4
(Cyp4a14K0), previamente genotipificados, ambos de “background” genético
129SVj fueron mantenidos en ciclos de luz -oscuridad de 12h, con acceso libre a
comida y agua. Los ratones fueron alimentados con dieta baja en grasas saturadas
(4,39 % del peso y 10% de las calorias) desde el destete (a los 21 dias) hasta la
edad de 2 meses. Posteriormente se mantuvieron en dieta rica en grasas
saturadas, (35g % del peso y 60% de las calorias) durante 70 dias; periodo
suficiente para producir obesidad, intolerancia a la glucosa y dislipidemia en los
ratones [23]. Cada grupo de animales obesos (WT y KO) se dividié en 3 subgrupos,
a los que se les alimentd por 40 dias mas con una dieta rica en grasas
suplementada con aceite de coco, de maiz o de pescado en una proporcién de 10%
p/p. Durante el periodo de suplementacién con aceites se utilizd dos tipos de dieta
rica en grasas: en la primera condicion experimental (66% grasa) se utilizé la
misma dieta rica en grasas saturadas usada durante el periodo de induccion de
obesidad, que luego de la suplementacién con aceites presentd un total de 66% de
grasa. En la segunda condicién experimental (46% grasa), se utilizé una mezcla de
dieta baja en grasas y dieta alta en grasas, que luego de la suplementacion,
presentd un 46% de grasa. Esta Ultima dieta presentd un aporte total de grasas
disminuido, pero compensado por un aumento del aporte de carbohidratos sin
modificar el aporte de proteinas. Una descripcion detallada de la composicion de las
dietas se presenta en la tabla I anexada al final del documento.

Segun un estudio realizado por Neschen, la suplementacidon de una dieta rica
en grasa (59% grasa) con un 8% p/p de aceite de pescado, por dos semanas, es
capaz de mejorar los parametros tanto del metabolismo de lipidos como de la
glucosa en ratones [17, 25]. Simoncikova y cols. obtuvieron también una notable
mejoria en la accion insulinica y en los lipidos tanto plasmaticos y hepaticos al
sustituir con un 10% p/p de aceite de pescado una dieta rica en grasa (70% grasa)
a ratas con SM por 21 dias [23]. De esta manera, estimamos que la
suplementacién con un 10% p/p de aceite de pescado por un mes, seria suficiente
para obtener mejoras en los parametros metabdlicos de los ratones obesos de

nuestros experimentos.



Los aceites utilizados como control fueron isocaléricos con el de pescado
pero con una composicion de acidos grasos diferente. Asi, el aceite de coco
hidrogenado aportd principalmente acidos grasos de cadena mediana y corta. El
segundo control, aceite de maiz, aportd principalmente acidos grasos mono y poli
insaturados n-6.

Se obtuvieron de esta manera 5 grupos de tratamiento. Los 3 grupos
suplementados con los distintos aceites variaron en el contenido de grasa total de
las dietas durante el periodo de intervencion con aceites entre las dos condiciones

experimentales utilizadas (66% y 46% grasa).

Grupo AC: Sometido durante 2 meses a dieta alta en grasa y luego 40 dias
suplementada con 10% aceite de coco.

Grupo AM: Sometido durante 2 meses a dieta alta en grasa y luego 40 dias
suplementada con 10% aceite de maiz.

Grupo AP: Sometido durante 2 meses a dieta alta en grasa y luego 40 dias
suplementada con 10% aceite de pescado.

Grupo DBG. Sometido durante todo el tratamiento a dieta baja en grasa (10%
grasa).

Grupo DAG: Sometido durante todo el tratamiento a dieta alta en grasa 60%
grasa).

Cada grupo de tratamiento tuvo su representacion tanto en WT como en KO (ver
esquema de tratamientos en Figura 1 anexada al final del documento).

Dado que el aceite de coco hidrogenado no contiene &cidos grasos
poliinsaturados, se espera que no afecte la sefializacidon via Cyp4al4. El aceite de
maiz, rico en n-6 constituye un control interesante ya que los AG n-6,
especificamente AA, son metabolizados por algunas isoformas de la familia Cyp4a,
pero especificamente Cyp4al4 no metaboliza AA significativamente in vitro [37], de
manera que los efectos de la suplementacion con este tipo de aceite tampoco
deberian verse alterados por la inactivacion genética de Cyp4al4. Segun lo descrito
en la Hipotesis, los efectos de la suplementacidon con aceite de pescado en cambio,
si debieran verse afectados por la inactivacion genética de Cyp4al4.

En este estudio se comparo la dieta suplementada con aceite de pescado con
las suplementadas con aceite de coco y de maiz. Los grupos DBG y DAG son
marcos de referencia para observar el efecto del tratamiento solo con dieta baja en
grasa o con dieta alta en grasa durante todo el periodo de suplementacion con
aceites.

Las dietas base tienen composicion conocida (open source diets) y son

fabricadas por la empresa Research Diet, USA: dieta alta en grasas producto

10



D12492 y dieta baja en grasas producto D12450B de Research Diets. Los aceites
utilizados son distribuidos por la empresa MP Biochemicals, USA y presentan una
composicion de acidos grasos certificada: aceite de pescado refinado (Menhaden),
catalogo MP 960120, aceite de coco hidrogenado catdlogo MP 901404 y aceite de
maiz catdlogo MP 901414. La composicion de las dietas y aceites esta disponible en

http://www.researchdiets.com y www.mpbio.com, respectivamente.

Las dietas se prepararon en un mezclador mecanico. Para los experimentos
con 66% grasa se agrego dieta alta en grasa y el aceite correspondiente en una
proporcion p/p de 9:1. Para los experimentos con 46% grasa se preparo una nueva
dieta alta en grasa, constituida por 60% de dieta baja en grasa mas 40% de la
dieta alta en grasa usada anteriormente. Esta nueva dieta se mezcld con el tipo de
aceite correspondiente en la misma proporciéon p/p que en el caso anterior (9:1).
Se prepard dieta en forma quincenal y éstas fueron almacenadas bajo nitrégeno en
bolsas selladas y guardadas a -20°C hasta su uso. Se agregd dieta nueva cada 7

dias a las respectivas jaulas de animales.

II. EVALUACION DE PARAMETROS MORFOMETRICOS.

II A. PESO DE ANIMALES, ORGANOS Y CONTROL DE INGESTA:

Control de ingesta alimenticia

Durante todo el periodo de tratamiento con dieta rica en grasa y durante la
intervencion con aceite se evalud el peso de los animales y la ingesta alimenticia en
forma semanal. Para ello se agregd la dieta previamente pesada a las jaulas de
animales al inicio de la semana, al cabo de la cual se pesé la dieta remanente en
cada jaula. Los resultados se expresaron como Kcal/dia promedio por ratén y como
gramos/dia promedio por ratén.

Se realizaron mediciones de la ingesta y del peso de los animales en forma
semanal durante las 15 semanas que durd el periodo de experimentacion, esto es

desde la edad de 2 meses hasta los 5-6 meses.

Parametros morfométricos
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Al final de cada experimento, los animales fueron puestos en ayuno por 6
horas, pesados vy sacrificados. Se recolecté plasma y tejidos (grasa epididimal e
higado), los cuales fueron pesados y posteriormente congelados en Nitrégeno

liquido.

II B. EVALUACION DE PARAMETROS METABOLICOS.

Para evaluar el efecto del tratamiento inicial con dieta rica en grasas en los
animales WT y KO se realizaron diversas determinaciones: a los 60 dias de
tratamiento de tomaron muestras de sangre mediante puncion del seno submaxilar.
Al plasma obtenido se le evalud los niveles de colesterol y triglicéridos segun se
describe mas adelante. A los 70 dias de tratamiento con dieta rica en grasas se
realizé un test de tolerancia a la glucosa (TTG) segun se describe mas adelante.

Luego del periodo de suplementacion con aceites, diez dias previos al fin del
tratamiento y sacrificio de los animales, éstos se sometieron a un nuevo TTG para

evaluar el efecto de la intervencién dietaria sobre la tolerancia a la glucosa.

Test de tolerancia a glucosa (TTG):

Los TTG se realizaron a través de la inyeccion intraperitoneal de glucosa en
una dosis de 1,5 mg/g peso. Se colectaron muestras de sangre a los 0, 15, 30, 60,
90 y 120 minutos. Los niveles de glucosa en sangre fueron evaluados mediante
glucdmetro comdn marca One Touch Ultra a través de una gota de sangre obtenida
desde la cola de los ratones. La aplicacion del TTG se realizé siempre 10 dias antes
de la obtencidn de las otras muestras, ya sea de plasma o tejidos, para eliminar las
eventuales influencias que pudiese tener la inyeccion de glucosa en parametros
metabodlicos que fueron medidos posteriormente. Los resultados se expresaron
como curvas de tolerancia a la glucosa y las areas bajo la curva (ABC) fueron

determinadas mediante el método de los trapecios.

Parametros metabdlicos en plasma:

Al final de los tratamientos con dietas suplementadas con aceites (grupos
AC-AM-AP) o no suplementadas (grupos DBG y DAG), luego de 6 horas de ayuno,
se midieron los niveles de glucosa plasmaticos, mediante el glucometro antes
sefnalado, a través de una gota de sangre obtenida desde la cola de los ratones.

Posterior al pesaje y a la toma de glicemia de cada ratén, los animales se
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sacrificaron de acuerdo con los protocolos sugeridos por el Comité de Bioética del
INTA. Luego del sacrificio se extrajo sangre a través de una puncién en la vena
cava y se recolectd la sangre en jeringas tratadas con EDTA para evitar la
coagulacion. Se obtuvieron los plasmas mediante centrifugacién a 800 x g por 8
min. Estos se congelaron bajo nitrégeno liquido y se guardaron en un “freezer” a -
80°C. para su utilizacion posterior.

Se determinaron los niveles plasmaticos de TG, colesterol total, acidos
grasos libres e insulina.

Los niveles de colesterol total y TG se determinaron para cada animal en
duplicado a través de los kits colorimétricos Colestat enzimatico AA liquida y TG
Color GPO/PAP AA liquida respectivamente (Wiener laboratorios S.A.I.C, Argentina).

Los niveles de acidos grasos libres se determinaron para cada animal, en
duplicado, mediante el kit colorimétrico NEFA-HR(2) (Wako Chemicals, USA, Inc).

Los niveles plasmaticos de insulina fueron evaluados, en duplicado, a partir
de “pools” de plasmas provenientes de 2 o 3 animales, utilizando un Kit de ELISA

para Insulina de rata y ratén marca Millipore, USA.

Parametros metabdlicos en tejidos:

Se determinaron los niveles hepaticos de TG y colesterol total. Los higados
congelados fueron pulverizados en frio mediante un mortero de acero.

Aproximadamente 200 mg de tejido en polvo fueron homogeneizados en
homogeneizador ultraturrax vy los lipidos totales extraidos mediante el método de
Folch [53]. Los lipidos totales fueron secados bajo corriente de nitrégeno,
resuspendidos en 1 ml. de cloroformo/metanol 2/1, sonicados en sonicador de bafio
por 30 segundos y divididos en alicuotas que contenian el volumen de esta dilucion
correspondiente a 50 mg. de tejido hepatico. Estas alicuotas fueron secadas bajo
corriente nitrégeno y luego resuspendidas en 500-750 ul de Tritdn x-100 al 0,05%
mediante sonicacidn exhaustiva con sonicador de vastago. Finalmente, alicuotas de
esta suspension se utilizaron para medir los niveles de colesterol total y TG

utilizando los kits descritos previamente.
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III. ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizaron 4 experimentos independientes, de al menos 4 animales por
cada tratamiento, con un total de 178 animales. Este nimero se determind en base
al tiempo, espacio y capacidad de manejo de los animales de nuestro laboratorio.

Se realizd una descripcion de las variables a medir en los distintos grupos de
dieta a través de medidas de resumen. Los datos obtenidos se analizaron mediante
test ANOVA para dos factores fijos, uno de los cuales fue el tipo de ratén (WT o
KO), siendo el otro factor el tipo de aceite suplementado: aceite de coco, aceite de
maiz y aceite de pescado. Esto, con el fin de observar los efectos del genotipo (tipo
de ratdn) y del grupo de dieta (aceite suplementado).

Para el analisis de muestras univariadas se utilizé el test de Kruskal-Wallis
para la comparacion entre los distintos grupos de dietas de un mismo genotipo y la
Prueba de Mann-Whitney para la comparacién de estos pares, y también para la
comparacién de pares entre genotipos (WT y KO) dentro de cada grupo de dieta.
Los analisis estadisticos se consideraron significativos con un p<0,05, excepto en la
comparacion entre los 3 distintos tipos de aceites, en que se realizd la correccion de
Bonferroni, considerandose significativo p<0,017.

Los grupos que siguieron durante todo el tratamiento, ya sea con dieta baja
en grasa (DBG), como alta en grasa (DAG), se utilizaron como marco de referencia
con respecto a las dietas suplementadas con los distintos tipos de aceites. A pesar
de no tratarse de grupos con dietas isocaldricas entre si, se realizd la comparacion
estadistica entre DBG y DAG con el objetivo de observar las diferencias entre
ambos tratamientos. Esto se realiz6 tanto en las mediciones tomadas a los 70 dias
de tratamiento (previo a la etapa de suplementacion con aceites), como a las
tomadas al final de los periodos de suplementacidon con aceites. Aunque se realizd
la comparacion entre los grupos DBG y DAG, no se realizd la comparacion entre
grupos de DBG y DAG con los grupos suplementados con aceites. Estos Ultimos se
compararon entre si (AC-AM-AP) dentro de cada genotipo.

Para los test de tolerancia a la glucosa y las curvas de peso se us6 el modelo
lineal general para medidas repetidas, por tratarse de varias mediciones en
distintos tiempos en un mismo animal o grupo de animales. En el caso del TTG se
realizd un test de ANOVA para medidas repetidas. Luego, utilizando las areas bajo
la curva (ABC) se realiz6 la comparacion entre grupos de dieta tratados con aceites
de un mismo genotipo con el test de Kruskal-Wallis y la comparacion de a pares
con la prueba de Mann-Whitney. Esta Ultima también se utilizd para la comparacion

entre genotipos (WT y KO) dentro de cada grupo de dieta. En las curvas de peso,
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también se realizaron test de ANOVA para medidas repetidas y luego se hicieron las

comparaciones multiples con el test post-hoc de Bonferroni.

Los datos obtenidos se analizaron con el programa SPSS 15.0 para Windows.
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RESULTADOS

1.-Efecto de la dieta alta en grasas (60% grasa, 20% carbohidratos, 20%

proteinas) sobre los ratones WT y 4a14KO.

Se determiné el efecto de la dieta alta en grasas (DAG) durante un periodo
de 70 dias para obtener animales obesos e intolerantes a la glucosa, se evaluaron
parametros morfométricos y metabdlicos para determinar si el tratamiento con
dieta alta en grasas produce efectos representativos de sindrome metabdlico en los

animales WT y Cyp4al14KO. Los resultados obtenidos son los siguientes:

1.1 Curva de peso durante los 70 dias de tratamiento con DAG

En la etapa previa a la intervencidn dietaria con aceites, el tipo de dieta tuvo
un efecto importante. Tanto los ratones WT como los KO de los grupos tratados
con DAG presentaron un incremento de su peso corporal sostenido a través del
tiempo, que fue mayor en comparacion a los grupos tratados con DBG. Sin
embargo, esta diferencia solo fue significativa en los KO (p<0,001), ya que como
puede observarse en la figura 3, los ratones KO tratados con DAG presentaron
curvas de peso con una razén de crecimiento mayor que la de los WT igualmente
tratados con DAG. Al inicio del tratamiento por 70 dias, el peso de todos los ratones
fue similar, sin observarse diferencias de peso significativas entre ninguno de los 4
grupos de ratones tratados.

Nota: los valores p mostrados en los resultados de las curvas de peso
corresponden a diferencias de las curvas en su conjunto. Ademas, se determiné si
existieron diferencias en el peso inicial de los ratones (primer punto de la curva de

peso).

16



40 -
38
36 -
34
32
—30
\_,28,
226
a 24 -
22 -

—a-WTDBG n=9
—8—WTDAG n=38
KO DBG n=17

KO DAG n=24 KO: Grupo DBG-DAG p<(
Grupo DAG: WT-KO p=(

18 -
16 -
14 T T T I I I I I I I 1

0 7 14 2 28 3H 42 49 5 63 70

Tiempo (dias)

Figura 3: Curva de peso durante los 70 d ias de tratamiento con DAG.

Peso de ratones WT y 4al14KO tratados con dieta baja en grasas (DBG, 10% grasa) o alta en grasas (DA
60% grasa) durante 70 dias. Los resultados se expresan como promedio +/- DS para un nimero de animal
gue se muestra en la leyenda del grafico. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuad
adjunto al gréfico.
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1.2 Peso a los 70 dias de tratamiento con DAG

A los 70 dias de tratamiento con dieta alta en grasas, la figura 4 muestra
que los grupos tratado con DBG presentaron un peso promedio menor que los
grupos tratados con DAG, siendo esto valido para ambos genotipos. El incremento
de peso de los ratones WT con DAG con respecto a la DBG fue de 2,4 g. en
promedio, lo que corresponde a un aumento de un 8,4% de su peso con respecto al
grupo tratado con DBG, (28,6g +/- 4,0g y 31,0g +/- 2,7g; DBG y DAG
respectivamente; p=0,006), y en los KO el incremento de peso fue 5,6 g, lo que
corresponde al 21% de su peso con respecto al grupo control DBG. (26,29 +/- 2,8¢g
y 31,89 +/- 2,7g; DBG y DAG respectivamente; p<0,001).

36 =

33

.WT
. KO

30

27

WT: Grupo DBG-DAG p=0,006

24
KO: Grupo DBG-DAG p< 0,001

21

18

Peso (9)

Figura 4: Peso corporal a los 70 d ias de
tratamiento con DAG.

Animales WT (barra azul) y 4al4KO (barra
roja) tratados con dieta baja en grasas (DBG,
10% grasa) o alta en grasas (DAG, 60% grasa)
durante 70 dias. Los resultados se expresan
como promedio +/- DS de un numero de
animales para cada grupo descrito al pie de
cada columna. Los valores de significancia
estadistica se muestran en el cuadro adjunto al
gréfico.
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1.3 Ingesta alimenticia diaria promedio a los 70 dias de tratamiento con
DAG

Cantidad: Gramos/dia (g/dia)

El efecto del tipo de dieta fue significativo en la ingesta alimenticia medida
en g/dia promedio por raté n durante la etapa previa a la intervencién con aceites.
La figura 5A muestra que los dos grupos tratados con DBG presentaron una ingesta
un 31% mayor que los grupos tratados con DAG, siendo esta diferencia significativa
tanto para ratones WT (2,49 +/- 0,49 y 1,99 +/- 0,1g; DBG y DAG
respectivamente; p<0,001) como para ratones KO (2,49 +/- 0,2g y 1,8g +/- 0,2g;
DBG y DAG respectivamente; p<0,001). En el grupo con DAG los ratones WT
presentaron una ingesta un 3,6% mayor que los KO. (1,99 +/- 0,1g y 1,89 +/-
0,2g; WT Y KO respectivamente; p=0,005).

Calorias: Kcal/dia

La ingesta caldrica promedio expresada en Kcal/dia promedio por ratén
durante la etapa previa a la intervencion con aceites, se muestra en la figura 5B, en
la cual se observa que la ingesta caldrica fue similar entre los dos grupos de dietas
(DBG y DAG). En el grupo con DBG no se encontraron diferencias significativas
entre WT y KO. En el grupo con DAG los ratones KO presentaron una ingesta un
4,1% menor que los WT. (9,7Kcal +/- 1,0Kcal y 9,3Kcal +/- 1,1Kcal; WT y KO

respectivamente; p=0,009).
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Figura 5: Ingesta alimenticia y cal 6rica diaria promedio durante los 70 d  ias de tratamiento con DAG.

Ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) tratados con dieta baja en grasas (DBG, 10% grasa) o alta en
grasas (DAG, 60% grasa) durante 70 dias. 5A: Ingesta alimenticia expresada en g/dia promedio +/- DS. 5B:
Ingesta cal6rica expresada en Kcal/dia promedio +/- DS. El nimero de animales para cada grupo se muestra al

pie de cada columna y los valores de significancia estadistica se muestran en los cuadros adjuntos a los
graficos.
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1.4 Triglicéridos plasmaticos a los 70 dias de tratamiento con DAG

En la medicion de los TG plasmaticos a los 70 dias de tratamiento con dieta
rica en grasas, previo a la intervencién con aceites, observamos, tal como se
muestra en la figura 6A, que al comparar la DBG con la DAG, tanto los ratones WT
como los KO presentaron una tendencia a disminuir sus niveles de TG plasmaticos
al ser suplementados con DAG. Los primeros disminuyeron sus niveles en un 15,6%
y los segundos en un 12,4%; sin embargo, este cambio no fue significativo para
ninguno de los genotipos WT o KO. Al comparar los ratones WT con los KO dentro
de cada grupo de dieta, observamos que tanto en dieta DBG como en DAG los
ratones KO presentaron niveles de TG plasmaticos mayores que los ratones WT.
(0,5 +/-0,06 y 0,7 +/- 0,1ug/ul; DBG, WT y KO respectivamente; p=0,008 y (0,5
+/- 0,06g; 0,6 +/- 0,1ug/ul; DAG, WT y KO respectivamente; p=0,006).

1.5 Colesterol plasmatico a los 70 dias de tratamiento con DAG

Como lo muestra la figura 6B, el tratamiento con DAG por 70 dias aumentd
los niveles de colesterol plasmaticos en forma significativa con respecto a los
animales tratados con DBG para ambos genotipos. En los animales WT el
incremento fue de un 44% (1,0 +/- 0,1 y 1,4 +/- 0,lug/ul; DBG y DAG
respectivamente; p=0,008) mientras que en los KO fue de un 96% (0,9 +/- 0,08 y
1,9 +/- 0,1ug/ul; DBG y DAG respectivamente; (p<0,001). Ademas, en el grupo
tratado con DAG, los ratones KO presentaron niveles de colesterol un 24,7% mas
alto que los WT (1,4 +/- 0,1 y 1,9 +/- 0,1ug/ul; WT y KO respectivamente;
p=0,002).
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Figura 6: L ipidos plasm aticos a los 70 d ias de tratamiento con DAG.
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Animales WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) tratados con dieta baja en grasas (DBG, 10% grasa)
o alta en grasas (DAG, 60% grasa) durante 70 dias. 6A: Triglicéridos plasméticos y 6B: Colesterol
plasmatico. Los resultados se expresan como promedio +/- DS para un nimero de animales descrito
al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en los cuadros adjuntos

a los graficos.
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1.6 Glucosa plasmatica a los 70 dias de tratamiento con DAG

Luego de 70 dias de tratamiento con DAG, observamos, como muestra la
figura 7, que ambos genotipos aumentaron en forma significativa sus niveles de
glucosa en plasma con respecto a los grupos tratados con DBG (111 +/- 16 y 130
+/- 16mg/dL; WT; DBG y DAG respectivamente; p=0,012) y (120 +/-11y 148 +/-
15mg/dL; KO; DBG y DAG respectivamente; p<0,001). En el grupo de ratones
tratados con DAG, se observd que los KO presentaron niveles de glucosa plasmatica

mas elevados que los WT (130 +/- 16 y 148 +/- 15mg/dL; WT y KO
respectivamente; p=0,001).

1507
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100~ WT: Grupo DBG-DAG p=0,012

KO: Grupo DBG-DAG p<0,001
Grupo DAG: WT-KO p=0,001

757

Glicemia (mg/dL)

50~

25-

DBG DAG

Grupo

Figura 7: Glucosa plasm atica a los 70 d ias de tratamiento con DAG.
Animales WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) tratados con dieta baja en grasas (DBG, 10% grasa) o
alta en grasas (DAG, 60% grasa) durante 70 dias. Los resultados se expresan como promedio +/ - DS

para un nimero de animales descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica
se muestran en el cuadro adjunto al gréfico.
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1.7 Test de tolerancia a la glucosa a los 70 dias de tratamiento con DAG

Al realizarse el TTG al final del periodo en que se sometié a los animales a una dieta
rica en grasa, previo a la suplementaciéon con aceites, se observdé un efecto
significativo de la DAG en la tolerancia a la glucosa en comparacion con los grupos
tratados con DBG. Como muestra la figura 8, los ratones WT y los KO del grupo
tratado con DAG presentaron curvas de glicemia mayores y por lo tanto ABC
mayores que sus respectivos controles tratados con DBG. (21413 +/- 286 y 31026
+/-5464; WT; DBG y DAG respectivamente; p<0,001) y (19757 +/- 2503 y 34812
+/- 4622; KO; DBG y DAG respectivamente; p<0,001). Dentro del grupo tratado
con DAG, los ratones KO presentaron un area bajo la curva un 11% mayor que los
WT (31026 +/- 5464 y 34812 +/- 4622; WT y KO respectivamente; p= 0,01).
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Figura 8: TTG alos 70 d ias de tratamiento con DAG. rupe P
8A: Curvas de tolerancia a la glucosa de los animales WT y 4al14KO KO Grupo DBG-DAG p<0,001
tratados con dieta baja en grasas (DBG, 10% grasa) o alta en grasas Grupo DAG: WT-KO p=0,01

(DAG, 60% grasa) durante 70 dias. 8B: Area bajo la curva (ABC) de los
animales WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) tratados con DBG o
DAG. Los resultados se expresan como promedio +/- DS para un
namero de animales descrito al pie de cada columna. Los valores de
significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al gréfico.
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2.0 Suplementacion con aceites de distinta composicion de acidos grasos,
bajo condiciones de dieta muy alta en grasa (66% grasa, 17%
carbohidratos, 17% proteinas)

En los animales ya tratados con dieta alta en grasas durante 70 dias y que
presentaban un grado importante de: obesidad, intolerancia a la glucosa y
dislipidemia (descrito en la seccién 1 de los resultados) se evalud el efecto de la
suplementacion de la dieta muy alta en grasas (60% grasa) con un 10% p/p de
tres tipos de aceites con distinta composicion de acidos grasos. Se evaluaron
diversos parametros morfométricos y metabdlicos al final del periodo de
intervencion de un mes. Ademas, se muestran los resultados de 2 grupos control
no intervenidos, los grupos que continuaron con dieta alta en grasas (DAG, 60%
grasa) o baja en grasas (DBG, 10% grasa) durante el mes de intervencion con

aceites. Los resultados obtenidos son los siguientes:

2.1 Curva de peso durante el periodo de suplementaciéon con aceites bajo
condiciones de 66% grasa

Tal como muestra la figura 9A, el peso inicial de todos los ratones WT fue
similar entre todos los grupos, sin observarse una diferencia en la curva de peso de
ratones tratados con DBG con respecto a los tratados con DAG ni al inicio ni a lo
largo del seguimiento durante esta etapa. En los ratones KO, tal como lo muestra la
figura 9B, el grupo tratado con DBG inicié esta etapa con un peso por debajo de
todos los demas grupos que habian sido previamente tratados con DAG (p<0,001),
y se mantuvo con una curva de peso por debajo del grupo tratado con DAG a lo
largo de todo el seguimiento (p<0,001). Solo en los ratones WT hubo diferencias
significativas entre los grupos tratados con aceites. El grupo tratado con AP, se
presentd con una curva de peso por sobre los otros grupos tratados con aceites a lo
largo del seguimiento durante esta etapa (p=0,012 con AC y p< 0,001 con AM).
Entre el AC y el AM también hubo diferencias significativas en los WT, con menor
crecimiento en este Ultimo grupo (p=0,005). En los KO no se observaron
diferencias significativas en el crecimiento de los ratones tratados con los distintos
tipos de aceites. Diferencias entre genotipos se observaron en el grupo tratado con
AM, en que los KO mantuvieron una curva de peso por sobre los WT (p=0,01), y en
los grupos con AP, DBG y DAG, en que los KO mantuvieron una curva de peso por
debajo de los WT (p=0,005, p=0,002 y p=0,047 respectivamente).

Nota: los valores p mostrados en los resultados de las curvas de peso
corresponden a diferencias de las curvas en su conjunto. Ademas, se determind si
existieron diferencias en el peso inicial de los ratones (primer punto de la curva de

peso).
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Figura 9: Curvas de peso durante
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bajo condiciones de 66% grasa
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2.2 Peso promedio al final del periodo de suplementacion con aceites bajo
condiciones de 66% grasa

La figura 10 muestra que al comparar la DBG con la DAG, no se observaron
diferencias de peso al final del tratamiento, entre los ratones tratados con DBG y
los tratados con DAG, en WT ni en KO. Entre los grupos suplementados con
distintos aceites (AC-AM-AP) no se observaron diferencias en el peso en ninguno de
los dos genotipos. Tampoco hubo diferencias significativas entre genotipos WT y

KO dentro de algun grupo de dieta.
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Figura 10: Peso al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo condiciones de
66% grasa

Peso en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa de suplementacién
por un mes con aceites de distinta composicién de acidos grasos bajo condiciones de 66%
grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales descrito al
pie de cada columna. No hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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2.3 Ingesta alimenticia diaria promedio durante el periodo de

suplementacion con aceites bajo condiciones de 66% grasa

Cantidad: gramos/dia (g/dia)

La figura 11A muestra la ingesta alimenticia de los animales medida en g/dia
promedio por ratdn durante la etapa de la suplementacién con aceites. En ella se
observa que el grupo tratado con DBG presentd una ingesta mayor que el grupo
tratado con DAG, siendo esto valido tanto para ratones WT como para los KO. (WT:
2,7 +/-0,1gy 2,0 +/- 0,3g; DBG y DAG respectivamente; p<0,001) y (KO: 2,4
+/- 0,2gy 1,8 +/- 0,1g; DBG y DAG respectivamente; p=0,001). Entre los grupos
suplementados con distintos tipos de aceites (AC-AM-AP), no se observé diferencias
ni en ratones WT ni en KO. En el grupo tratado con DBG, la ingesta promedio en
g/dia en ratones KO fue menor que en ratones WT (2,7 +/- 0,1g y 2,4 +/-0,2g; WT
y KO respectivamente; p=0,001).

Calorias: Kcal/dia:

La figura 11B muestra que la ingesta caldérica de los animales medida en
Kcal/dia promedio por ratéon durante la etapa de la suplementacion con aceites, fue
similar en todos los grupos, ya sea entre los grupos tratado con DBG y DAG o entre
los grupos suplementados con distintos aceites. Al comparar los distintos genotipos
dentro de cada grupo de dieta, solo se observd una diferencia significativa en el
grupo tratado con DBG entre ratones WT y KO, siendo la ingesta en los KO menor
que en los WT. (10,4 +/- 0,7 y 9,3 +/- 0,8Kcal; WT y KO respectivamente;
p=0,001).
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Grupo DBG: WT-KO  p=0,001
Grupo DBG: WT-KO  p=0,001

WT: Grupo DBG-DAG p<0,001
KO: Grupo DBG-DAG p=0,001

Figura 11: Ingesta alimenticia y cal drica diaria promedio durante el per iodo de suplementaci 6n con aceites en condiciones
de 66% grasa. Ingesta diaria promedio en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) durante la etapa de suplementacion por
un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones de 66% grasa. 11A: ingesta alimenticia (g/dia) y 11B:
Ingesta caldrica (Kcal/dia). Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un nimero de animales descrito al pie de cada
columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en los cuadros adjuntos a los graficos.
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2.4 Tamaiio del higado al final del periodo de suplementacion con aceites
bajo condiciones de 66% grasa

En la Figura 12 se muestra el tamafio del higado expresado como porcentaje
del peso total al final del periodo de suplementacién con distintos tipos de aceites.
En ella se observa que el tratamiento con DAG no modificd el tamafio del higado
con respecto a la DBG en ratones WT ni en KO. Entre las dietas suplementadas con
aceites no hubo diferencias en ratones WT ni en los KO. Al comparar entre
genotipos dentro de cada grupo de dieta, en el grupo con DBG se observa que los
KO tienen un tamafio hepatico mayor siendo esta diferencia significativa con

respecto a los WT (2,9 +/- 0,2y 3,1 +/- 0,2; WT y KO respectivamente; p=0,012).

4,0

WT
35= .

B ko

Grupo DBG: WT-KO p=0,012

Tamafio Higado (% peso total)

n=5 n=10@n=10n=10n=19n=10@n=14 n=8

AC AM AP DBG DAG
Grupo

Figura 12: Tamafio del h igado al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo condiciones de 66%

grasa. Tamafio del higado en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacion por un mes con aceites de distinta composicién de acidos grasos bajo condiciones de 66%
grasa. Los resultados se expresan como porcentaje del peso total promedio +/- DS en un ndmero de animales

descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al
gréafico.
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2.5 Masa de la grasa epidimal al final del periodo de suplementacion con
aceites bajo condiciones de 66% grasa

En la figura 13 se muestra la masa de la grasa expresado como porcentaje
del peso total al final del periodo de intervencion dietaria con distintos aceites en
condiciones de dieta con un 66% de grasa. En ella se observa que el grupo tratado
con DAG aumentd su porcentaje de grasa total con respecto al grupo tratado con
DBG, siendo esto valido tanto para ratones WT como para los KO. (WT: 4,8 +/-
0,5% vy 6,2 +/- 0,9%; DBG y DAG respectivamente; p<0,001 y KO: 4,1 +/- 1% vy
54 +/- 0,6%; DBG y DAG respectivamente; p=0,001). Entre los grupos
suplementados con aceites no se observan diferencias significativas en ningun
genotipo. Al realizarse la comparacién entre ratones WT y KO dentro de cada
grupo de dieta, se observd en los grupos tratados con AM, con DBG y con DAG
mayor % de grasa en los ratones WT que en los KO. (AM: 6,8 +/- 0,6% y 5,9 +/-
0,3%; WT y KO respectivamente; p=0,014, DBG: 4,8 +/- 0,5% vy 4,1 +/- 1%; WT
y KO respectivamente; p=0,005 y DAG: 6,22 +/- 0,9% vy 5,4 +/- 0,6%; WT y KO
respectivamente; p=0,048).

WT
&= ]
[

Grupo AM: WT-KO p=0,014
Grupo DBG: WT-KO  p=0,005
Grupo DAG: WT-KO  p=0,048

WT: Grupo DBG-DAG p<0,001

KO: Grupo DBG-DAG p=0,001

Tamario Grasa( % peso total)

AC AM AP DBG DAG

Grupo

Figura 13: Masa de la grasa epididimal al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 66% de grasa. Masa de la grasa en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final
de la etapa de suplementacion por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo
condiciones de 66% grasa. Los resultados se expresan como porcentaje del peso total promedio +/- DS de
un numero de animales descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran

en el cuadro adjunto al gréfico.
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Parametros bioquimicos plasmaticos

2.6 Triglicéridos plasmaticos al final del periodo de suplementaciéon con
aceites bajo condiciones de 66% grasa

La figura 14 muestra los niveles de TG plasmaticos medidos al final del
periodo de intervencion dietaria con distintos tipos de aceites en condiciones de
dieta con un 66% de grasa. En ella se observa que al ser tratados con DAG, ambos
genotipos disminuyeron sus niveles de TG en plasma con respecto al grupo tratado
con DBG, siendo esto significativo solo para los ratones KO (1,0 +/- 0,3ug/ul y 0,4
+/- 0,1ug/ul; DBG y DAG respectivamente; p=0,007). En respuesta a la
suplementacion con aceites de distinta composiciéon de AG, no hubo diferencias
significativas en los niveles de TG en plasma entre los 3 grupos suplementados con

aceites ni en ratones WT ni en KO y tampoco diferencias entre genotipos dentro de
ningun grupo.

N
LN

Triglicéridos Plasma (ug/ul)

KO: Grupo DBG-DAG  p=0,007

Grupo

Figura 14: Triglic éridos plasm aticos al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 66% grasa. Triglicéridos plasmaticos en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al
final de la etapa de suplementacién por un mes con aceites de distinta composicién de acidos grasos bajo
condiciones de 66% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un nimero de animales

descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto
al grafico.

32



2.7 Colesterol plasmatico al final del periodo de suplementaciéon con
aceites bajo condiciones de 66% grasa

En la figura 15 se observan los niveles de colesterol plasmatico obtenidos al
final del tratamiento con suplementacion de distintos aceites en condiciones de
dieta muy rica en grasa. Se observa que ambos genotipos de ratones mostraron un
alza en un 22% en sus niveles de colesterol al ser tratados con DAG en
comparacion con DBG, siendo esta alza significativa para los ratones WT (1,5 +/-
0,4ug/ul y 1,8 +/- 0,1ug/ul; DBG y DAG respectivamente; p=0,002), mientras que
en los KO solo se observd una tendencia al alza, aunque no se alcanzo la
significancia estadistica (1,2 +/- 0,1ug/ul y 1,5 +/- 0,3ug/ul; DBG y DAG
respectivamente; p=0,062). Entre los grupos suplementados con aceites no se
observaron diferencias significativas para ningin genotipo. En las comparaciones
entre genotipos dentro de cada grupo de dieta si hubo diferencias entre WT y KO:
en los grupos tratados con AC y AM los ratones KO presentaron mayores niveles de
colesterol con respecto a sus correspondientes WT (AC: 1,4 +/- 0,3ug/ul y 1,8 +/-
0,3ug/ul; WT y KO respectivamente; p=0,014), (AM: 1,3 +/- 0,2y 1,6 +/-0,2; WT
y KO respectivamente; p=0,022), y en los grupos tratados con DBG y DAG en
cambio, los niveles de colesterol fueron menores en los ratones KO (DBG: 1,5 +/-
0,4ug/ul y 1,2 +/- 0,1ug/ul; p=0,015) y (DAG: 1,8 +/- 0,1ug/ul y 1,5 +/-
0,3ug/ul; WT y KO respectivamente; p=0,008).

Grupo AC: WT-KO p=0,014
Grupo AM: WT-KO p=0,022
Grupo DBG: WT-KO  p=0,015
Grupo DAG: WT-KO  p=0,008

WT: Grupo DBG-DAG p=0,002

Colesterol Plasmatico (ug/ul)

AC AM AP DBG DAG

Grupo

Figura 15: Colesterol plasm éatico al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo
condiciones de 66% grasa.

Colesterol plasmatico en ratones WT (barra azul) y 4al14KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composiciéon de acidos grasos bajo condiciones
de 66% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales

descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro
adjunto al grafico.
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2.8 Acidos grasos libres plasmaticos al final del periodo de suplementacién
con aceites bajo condiciones de 66% grasa

Tal como se muestra en la figura 16, los niveles de AGL plasmaticos
disminuyeron en respuesta a la DAG con respecto a la DBG en ambos genotipos,
32% en WT y 63% en KO (WT: 0,4 +/-0,1ug/ul y 0,2 +/- 0,06ug/ul; DBG y DAG
respectivamente; p=0,007 y KO: 0,9 +/- 0,3 y 0,3 +/- 0,1ug/ul; DBG y DAG
respectivamente; p=0,002). Los niveles de AGL fueron mas elevados en los ratones
KO que en los WT en todos los grupos, siendo esta diferencia significativa para los
grupos tratados con AM (0,4 +/- O,1ug/ul y 0,9 +/- 0,3ug/ul; WT y KO
respectivamente; p=0,005), AP (0,4 +/- 0,7ug/ul y 0,6 +/- 0,2ug/ul; WT y KO
respectivamente; p=0,027) y DBG (0,4 +/- 0,1 y 0,9 +/- 0,3ug/ul; WT y KO
respectivamente; p=0,003). Entre los grupos suplementados con aceites no se

observaron diferencias significativas en ratones WT ni en los KO.

Grupo AM: WT-KO p=0,005
Grupo AP: WT-KO p=0,027
Grupo DBG: WT-KO  p=0,003
WT: Grupo DBG-DAG p=0,007
KO: Grupo DBG-DAG p=0,002

Acidos Grasos Libres (ug/ul)

AC AM AP DBG DAG

Grupo

Figura 16: Acidos grasos libres plasm aticos al final del per fodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 66% g rasa.

Acidos grasos libres en plasma en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacion un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones de 66% grasa.
Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un ndmero de animales descrito al pie de cada

columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al grafico.



2.9 Glucosa plasmatica al final del periodo de suplementacion con aceites
bajo condiciones de 66% grasa

Al realizarse la medicion de glucosa plasmatica al final del periodo de
tratamiento con 66% de grasa, tal como se muestra en la figura 17, no se
observaron diferencias entre los niveles de glucosa del grupo sometido a DBG con
el grupo sometido a DAG. Entre los ratones suplementados con aceites, los WT del
grupo con AP presentaron niveles aparentemente mas elevados que los otros
grupos suplementados con AC y AM, siendo esta diferencia significativa solo con el
grupo de AM (120 +/- 9mg/dL y 109 +/- 9mg/dL; AP y AM respectivamente;
p=0,015). Al comparar las diferencias entre ratones WT y KO dentro de cada grupo
de dieta, observamos que en los grupos tratados con AC y AM la glucosa plasmatica
fue mas elevada en los ratones KO (AC: 112 +/- 9ug/uL y 128 +/- 18ug/uL; WT y
KO respectivamente; p=0,021) y (AM: 109 +/ 9ug/uL y 119 +/- 10Ug/uL; WT y
KO respectivamente; p=0,038).

1257

1007

WT: Grupo AM-AP  p=0,015
Grupo AC: WT-KO  p=0,021
Grupo AM: WT-KO  p=0,038

757

Glicemia (mg/dL)

507

257

Grupo

Figura 17: Glucosa plasm atica al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bao

condiciones de 66% g rasa.

Glucosa plasmatica en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacion por un mes con aceites de distinta composicién de acidos grasos bajo condiciones de
66% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un nimero de animales descrito al
pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al

gréfico.
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2.10 Insulina plasmatica al final del periodo de suplementacion con aceites
bajo condiciones de 66% grasa

La figura 18 muestra los niveles plasmaticos de insulina medidos al final del
periodo de suplementacion con aceites en condiciones de dieta muy alta en grasas.
Al comparar la DBG con la DAG, vemos que en los KO, disminuyd la insulina
plasmatica con la DAG (1,0 +/- 0,8ug/ml y 0,6 +/- 0,lug/ml; DBG y DAG
respectivamente; p=0,043). En los WT no hubo diferencias significativas entre
ambos grupos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos
suplementados con distintos aceites ni en ratones WT ni en KO. Al comparar ambos
genotipos dentro de cada grupo de dieta, se observd que en el grupo tratado con
AP la insulina plasmatica fue menor en los KO que en los WT (1,1 +/- 0,2ug/ml y
0,8 +/- 0,2ug/ml; WT y KO respectivamente; p=0,05), al igual que en el grupo
tratado con DAG (1,3 +/- 0,7ug/mly 0,6 +/- 0,1ug/ml; WT y KO respectivamente;
p=0,014).
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Figura 18: Insulina plasm atica al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 66% grasa.

Insulina plasmética en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicién de acidos grasos bajo condiciones
de 66% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales
descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro

adjunto al gréfico.
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2.11 Test de tolerancia a la glucosa al final del periodo de suplementacion
con aceites bajo condiciones de 66% grasa

La figura 19 muestra el test de tolerancia a la glucosa realizado al final del
periodo de suplementacion con aceites, con un 66% de grasa. Se observa que en
ambos genotipos, el grupo tratado con DAG, es mas intolerantes a la glucosa que el
grupo tratado con DBG. (WT: 21398 +/- 2885 y 31125 +/- 6227; DBG y DAG
respectivamente; p<0,001 y KO: 21851 +/- 3532 y 28769 +/- 3481; DBG y DAG
respectivamente; p<0,001). Esto se observa tanto en los graficos de las curvas de
glucosa a distintos tiempos (Fig. 19A y 19B) como en el grafico que compara las
areas bajo la curva (ABC) de cada uno de los grupos (Fig.19C). Al comparar los
grupos suplementados con aceites de distinta composicion de AG, no hubo
diferencias entre ellos en ratones WT ni en KO en el ABC. Tampoco hubo diferencias

significativas al comparar ambos genotipos dentro de cada grupo de dieta.
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Figura 19: TTG al final del per iodo de suplementaci &én con aceites bajo condiciones de  66% grasa.
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oy

Curvas de tolerancia a la glucosa de los animales WT (19A) y 4al4KO (19B) al final del periodo de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicidén de acidos grasos bajo condiciones de 66%
grasa. 19C: Area bajo la curva (ABC) de los animales WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja). Los resultados
se expresan como promedio +/- DS para un nimero de animales descrito al pie de cada columna. Los

valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al gréafico.
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Parametros bioquimicos hepaticos:

2.12 Triglicéridos hepaticos al final del periodo de suplementacion con
aceites bajo condiciones de 66% grasa

Como se observa en la Figura 20, los TG hepaticos aumentaron en forma
considerable al someter a los ratones a dieta rica en grasa, en comparacion con la
DBG, en ambos genotipos. (WT: 42 +/- 19ug/mg y 169 +/- 44ug/mg; DBG y DAG
respectivamente; p<0,001) y (KO: 21 +/- 13,8ug/mg vy 128 +/- 51ug/mg; DBG y
DAG respectivamente; p=0,003). Entre ratones de un mismo genotipo tratados con
las dietas suplementadas con aceites, no se observaron diferencias significativas en
ningln genotipo. Al comparar ratones WT y KO dentro de cada grupo, se observd
que en el grupo tratado con AP los ratones WT presentaron un promedio de TG
menor que los KO, (86 +/- 16ug/mg y 141 +/- 33ug/mg; WT y KO
respectivamente; p=0,009). En el grupo tratado con DBG, los KO presentaron TG
en higado mas bajos. (42 +/- 19ug/mg y 21 +/- 13ug/mg; WT y KO
respectivamente; p=0,042).
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Figura 20: Triglic éridos hep aticos al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo
condiciones de 66% g rasa.

Ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa de suplementacion por un mes con
aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones de 66% grasa. Los resultados se
expresan como promedio +/- DS de un numero de animales descrito al pie de cada columna. Los
valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al grafico.
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2.13 Colesterol hepatico al final del periodo de suplementaciéon con aceites
bajo condiciones de 66% grasa

La figura 21 muestra que los niveles de colesterol hepatico aumentaron en el
grupo tratado con DAG con respecto a la DBG, siendo esto estadisticamente
significativo para los ratones WT (5,9 +/- 1,7ug/mg vy 12,2 +/- 5,7ug/mg; DBG y
DAG respectivamente; p<0,001) y mostrando una tendencia al aumento en los KO
(6,3 +/- 2,3ug/mg vy 8,8 +/- 2,5ug/mg; DBG y DAG respectivamente; p=0,057).
No se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados con aceites ni
en ratones WT ni en KO. En las comparaciones entre ambos genotipos dentro de
cada grupo de dieta, en el grupo tratado con AP los ratones KO presentaron niveles
de colesterol hepatico un 22% mas elevado que los WT, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (7,6 +/- 0,8ug/mg y 9,3 +/- 0,9ug/mg; WT y KO
respectivamente; p=0,028).
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Figura 21: Colesterol hep atico al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 66% g rasa.

Colesterol hepatico en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacion por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo
condiciones de 66% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un namero
de animales descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se

muestran en el cuadro adjunto al grafico.
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3.0 Suplementacion con aceites de distinta composicion de acidos grasos
bajo condiciones de dieta alta en grasas (46% grasa, 38% carbohidratos,
16% proteinas)

En los animales obesos e intolerantes a la glucosa descritos en la seccion 1
de los resultados se evalud el efecto de la suplementacion de una dieta alta en
grasas (34% grasa), con un 10% p/p de aceites de distinta composicién de acidos
grasos. Esto resulté en una dieta con un total de 46% de grasa. (A diferencia de los
resultados descritos en la seccidon 2, donde los experimentos con suplementacion
con aceites se realizaron bajo condiciones de 66% de grasa). Se evaluaron diversos
parametros morfométricos y metabdlicos al final del periodo de intervencion de un
mes, los resultados obtenidos son los siguientes:

Nota: recordar que los grupos tratados con DBG (10% grasa) y DAG (60% grasa)
corresponden a los mismos animales, por lo tanto los resultados son los mismos

mostrados en la seccidon anterior.

3.1 Curvas de peso durante el periodo de suplementacion con aceites bajo
condiciones de 46% grasa

Tal como muestra la figura 22A, el peso inicial de todos los ratones WT fue
similar entre todos los grupos. No se observd una diferencia en la curva de peso
entre ratones tratados con DBG y tratados con DAG a lo largo del seguimiento
durante esta etapa. En los ratones KO, tal como se comentd en la seccion 2.1, el
grupo tratado con DBG inici6 esta etapa con un peso por debajo de todos los demas
grupos que habian sido previamente tratados con DAG (p<0,001), y se mantuvo
con una curva de peso por debajo del grupo tratado con DAG a lo largo de todo el
seguimiento (p<0,001). No hubo diferencias en las curvas de peso de los grupos
tratados con aceites ni en ratones WT ni en KO. Diferencias entre genotipos se
observaron en el grupo tratado con AM, en que los KO mantuvieron una curva de
peso por sobre los WT (p=0,014) y en los grupos con DBG y DAG en que los KO
mantuvieron una curva de peso por debajo de los WT (p=0,002 y p=0,047
respectivamente).

Nota: los valores p mostrados en los resultados de las curvas de peso
corresponden a diferencias de las curvas en su conjunto. Ademas, se determiné si
existieron diferencias en el peso inicial de los ratones (primer punto de la curva de

peso).
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Figura 22: Curvas de peso durante e
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aceites bajo condiciones de 46Y
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Los valores de significancia estadist
se muestran en el cuadro adjunto a
graficos.
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3.2 Peso promedio al final del periodo de suplementacion con aceites bajo
condiciones de 46% grasa

La figura 23 muestra que entre el grupo tratado con DBG y el grupo tratado
con DAG, no hubo diferencias significativas al final del tratamiento para ninguno de
los genotipos. Tampoco hubo diferencias significativas de peso entre grupos
tratados con distintos tipos de aceites en ningun genotipo, ni entre genotipos
dentro de algin grupo de dieta.
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Figura 23: Peso promedio al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo condiciones
de 46% grasa.

Peso en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa de suplementacién por un
mes con aceites de distinta composicién de acidos grasos bajo condiciones de 46% grasa. Los
resultados se expresan como promedio +/- DS de un nimero de animales descrito al pie de cada
columna. No hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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3.3 Ingesta alimenticia diaria promedio durante el periodo de

suplementacion con aceites bajo condiciones de 46% grasa

Cantidad: gramos/dia (g/dia)

Los resultados expresados en la figura 24A muestran que el grupo tratado
con DBG presentd una ingesta mayor que los demas grupos, tanto en ratones WT
como en KO. (WT: 2,7 +/- 0,1g y 2,0 +/- 0,3g; DBG y DAG respectivamente;
p<0,001) y (KO: 2,4 +/- 0,2g vy 1,8 +/- 0,1g; DBG y DAG respectivamente;
p=0,001). Entre los grupos suplementados con distintos aceites no hubo diferencias
en la ingesta alimenticia expresada en gramos/dia promedio por animal. Al
comparar dentro de cada grupo de dieta ambos genotipos, solo en el grupo tratado
con DBG hubo diferencias significativas entre ratones WT y KO, siendo menor la
ingesta en los KO (2,6 +/- 0,1g y 2,3 +/- 0,1g; WT y KO respectivamente;
p=0,012).

Calorias: Kcal/dia:

En la figura 24B se observa que la ingesta caldrica fue similar entre los
grupos tratados con DBG y DAG para ambos genotipos. Entre los grupos
suplementados con aceites no hubo diferencias en la ingesta en Kcal/dia promedio
por raton para ningun genotipo. Al comparar ratones WT con KO dentro de cada
grupo de dieta, observamos que para los 3 grupos tratados con aceites, la ingesta
caldrica fue mayor en los ratones KO que en los WT. (AC: 10 +/- 1,3kcal y 12 +/-
0,5kcal; WT y KO respectivamente; p=0,001), (AM: 9,4 +/- 2,5kcal y 12,6 +/-
1,2kcal; WT y KO respectivamente; p=0,002) y (AP: 10 +/- 1,3kcal y 11,8 +/-
0,5kcal; WT y KO respectivamente; p=0,001). En los grupos tratados con DBG y
DAG la ingesta caldrica fue menor en los KO, siendo significativa la diferencia solo
en el grupo con DBG (10 +/- 0,7kcal y 9 +/- 0,7kcal; WT y KO respectivamente;
p=0,012).
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Figura 24: Ingesta alimenticia y cal 6rica diaria promedio durante el per
con aceites en condiciones de 46% grasa
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Grupo AC: WT-KO p=0,001
Grupo AM: WT-KO p=0,002
Grupo AP: WT-KO p=0,001

Grupo DBG: WT-KO p=0,012

fodo de suplementaci 6n
. Ingesta diaria promedio en ratones WT (barra azul) y

4a14KO (barra roja) durante la etapa de suplementacién por un mes con aceites de distinta composicion
de acidos grasos bajo condiciones de 46% grasa. 24A: ingesta alimenticia (g/dia) y 24B: Ingesta
calérica (Kcal/dia). Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un nimero de animales
descrito al pie de cada columna y los valores de significancia estadistica se muestran en los cuadros

adjuntos a los graficos.




3.4 Tamaio del higado al final del periodo de suplementacion con aceites
bajo condiciones de 46% grasa

En la figura 25 podemos observar que no hubo diferencias en el tamafio
hepatico entre la DBG y la DAG, para los animales WT ni KO. En los ratones KO el
tamafio del higado expresado como porcentaje del peso total de los animales fue
menor en el grupo tratado con AM que en el grupo tratado con AC (3,3 +/- 0,3% vy
2,8 +/- 0,1%; AC y AM respectivamente; p=0,009). En el grupo tratado con AP no
se observan diferencias ni con los otros grupos suplementados con aceites ni entre
WT y KO del mismo grupo. Solo en el grupo tratado con DBG hubo diferencias entre
WT y KO, siendo de mayor peso estos ultimos. (2,9 +/- 0,2y 3,1 +/- 0,2; WT y KO
respectivamente; p=0,004).

3,5

3 -

2,5

KO: Grupo AC-AM p=0,009

Grupo DBG: WT-KO p=0,004

Tamaifio Higado (% peso total)

0,5+

n=8 n=10 @n=19 n=10

AC AM AP DBG DAG
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Figura 25: Tamafio del h igado al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo condiciones de

46% grasa. Tamafo del higado en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones de 46%
grasa. Los resultados se expresan como porcentaje del peso total promedio +/- DS en un namero de

animales descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro
adjunto al gréfico.
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3.5 Masa de la grasa epidimal al final del periodo de suplementacion con
aceites bajo condiciones de 46% grasa

En la figura 26 se muestra que el grupo tratado con DBG tienen un
porcentaje menor de grasa corporal que los grupos tratados con dieta rica en grasa
control o suplementada con aceites, siendo esto valido para ambos genotipos. (WT:
4,8 +/- 0,5% y 6,2 +/- 0,9%; DBG y DAG respectivamente; p<0,001 y KO: 4,1
+/- 1% vy 5,4 +/- 0,6%; DBG y DAG respectivamente; p=0,001). Entre los grupos
suplementados con aceites no se observan diferencias significativas en ratones WT
ni en KO. En los grupos tratados con DBG y DAG, los ratones KO presentaron un
menor porcentaje de grasa corporal que los ratones WT (DBG: 4,8 +/- 0,5% vy 4
+/- 0,7%; WT y KO respectivamente; p=0,002 y DAG: 6,2 +/- 0,9% vy 5,4 +/-
0,6%; WT y KO respectivamente; p=0,048)

B wT

Grupo DBG: WT-KO p=0,005
Grupo DAG: WT-KO p=0,048
WT: Grupo DBG-DAG p<0,001
KO: Grupo DBG-DAG p=0,001

Tamarfio Grasa (% peso total)

n=8 n=10 @n=19n=10 @n=14 n=8

AC AM AP DBG DAG

Grupo

Figura 26: Masa de la grasa epididimal al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 46% grasa.

Tamafio de la grasa en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacion por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones de
46% grasa. Los resultados se expresan como porcentaje del peso total promedio +/- DS en un nimero
de animales descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el

cuadro adjunto al gréfico.
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Parametros Bioquimicos plasmaticos

3.6 Triglicéridos plasmaticos al final del periodo de suplementaciéon con
aceites bajo condiciones de 46% grasa

La figura 27 muestra los niveles de TG plasmaticos medidos al final del
periodo de intervencion dietaria con distintos tipos de aceites en condiciones de
dieta con un 46% de Kcal de grasa. En ella se observa que al ser tratados con DAG,
ambos genotipos disminuyeron sus niveles de TG en plasma con respecto al grupo
tratado con DBG, siendo esto significativo solo en los KO. (1,0 +/- 0,3ug/ul y 0,4
+/- 0,1ug/ul; DBG y DAG respectivamente; p=0,007). (Resultado descrito
previamente en la seccion 2.6). Al comparar los 3 grupos suplementados con
aceites, se observd que el grupo tratado con AP presentd niveles mas bajos que los
otros 2 grupos, siendo esta diferencia significativa con el grupo tratado con AC
tanto en ratones WT como en KO (WT: 0,8 +/- 0,19ug/ul y 0,47 +/- 0,19ug/ul; AC
y AP respectivamente; p=0,012 y KO: 0,75 +/- 0,14ug/ul y 0,45 +/- 0,1ug/ul; AC
y AP respectivamente; p=0,001), y con el grupo con AM solamente entre los
ratones KO (0,69 +/- 0,19ug/ul y 0,45 +/- 0,1ug/ul; AM y AP respectivamente;
p=0,009). Al comparar dentro de cada grupo de dieta entre genotipos WT y KO, no
se observaron diferencias significativas.
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Figura 27: Triglic éridos plasm éticos al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 46% g rasa

Triglicéridos plasméticos en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones de
46% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales descrito al pie
de cada columna y los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al gréafico.
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3.7 Colesterol plasmatico al final del periodo de suplementacién con

aceites bajo condiciones de 46% grasa

En la figura 28 se muestran los niveles de colesterol plasmatico obtenidos al
final del tratamiento con suplementacion de distintos aceites en condiciones de
dieta rica en grasa. Se observa que ambos genotipos de ratones mostraron un alza
en sus niveles de colesterol en un 22% al ser tratados con DAG en comparacion con
DBG. Tal como fue descrito en la seccion 2.7, esta alza solo fue significativa para
los ratones WT (1,5 +/- 0,4ug/ul y 1,8 +/- 0,1ug/ul; DBG y DAG respectivamente;
p=0,002), y en los KO solo mostré una tendencia al alza, aunque no se alcanzé la
significancia estadistica (1,2 +/- 0,1ug/ul y 1,5 +/- 0,3ug/ul; DBG y DAG
respectivamente; p=0,062). Entre los 3 grupos tratados con aceites no se
observaron diferencias significativas en los ratones WT. En los ratones KO, sin
embargo, el grupo tratado con AP presentd niveles de colesterol mas bajos en
comparacién con el grupo con AC (1,69 +/- 0,2ug/ul y 1,2 +/- 0,1ug/ul; AC y AP
respectivamente; p=0,001) y con el grupo con AM (1,63 +/- 0,2ug/ul y 1,24 +/-
0,1ug/ul; AM y AP respectivamente; p=0,004). Al comparar entre WT y KO dentro
de cada grupo de dieta, en los grupos suplementados con aceites no se observaron
diferencias entre ratones WT y KO; sin embargo, si se observaron diferencias
significativas entre WT y KO para los controles DBG y DAG, donde los ratones KO
presentaron niveles de colesterol plasmatico mas bajos que los WT. (DBG: 1,53 +/-
0,4ug/ul y 1,22 +/- 0,12ug/ul; WT y KO respectivamente; p=0,015 y DAG: 1,86
+/- 0,17ug/ul y 1,5 +/- 0,3ug/ul; WT y KO respectivamente; p=0,008).
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Figura 28: Colesterol plasm 4atico al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 46% g rasa. Colesterol plasmatico en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al
final de la etapa de suplementacién por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos
bajo condiciones de 46% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un nimero de
animales descrito al pie de cada columna y los valores de significancia estadistica se muestran en el

cuadro adjunto al gréfico.
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3.8 Acidos grasos libres plasmaticos al final del periodo de suplementacién
con aceites bajo condiciones de 46% grasa.

Tal como puede observarse en la figura 29, los niveles de AGL plasmaticos
disminuyeron en respuesta a la DAG con respecto a la DBG en ambos genotipos,
32% en WT y 63% en KO (WT: 0,4 +/-0,1ug/ul y 0,2 +/- 0,06ug/ul; DBG y DAG
respectivamente; p=0,007 y KO: 0,9 +/- 0,3 y 0,3 +/- 0,1ug/ul; DBG y DAG
respectivamente; p=0,002). No hubo diferencias entre los grupos suplementados
con aceites en ninguno de los genotipos. Al comparar ambos WT v/s KO dentro de
cada grupo de dieta, diferencias significativas solo se observaron en el grupo
tratado con DBG donde los KO presentaron niveles mas elevados de AGL (0,49 +/-
0,1ug/ul y 0,83 +/- 0,4ug/ul; DBG y DAG respectivamente; p=0,003).
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Figura 29 : Acidos grasos libres plasm aticos al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites
bajo condiciones de 46% g rasa.

Acidos grasos libres en plasma en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa
de suplementaciéon un mes con aceites de distinta composicién de acidos grasos bajo condiciones de
46% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales descrito al

pie de cada columna y los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al
gréfico.
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3.9 Glucosa plasmatica al final del periodo de suplementaciéon con aceites
bajo condiciones de 46% grasa

Al realizarse la medicion de glucosa plasmatica al final del periodo de
tratamiento con 46% de grasa, tal como se muestra en la figura 30, no se
observaron diferencias entre los niveles de glucosa del grupo sometido a DBG con
el grupo sometido a DAG (Resultado descrito en seccion 2.9). Los niveles de
glucosa plasmatica al final del tratamiento fueron similares en todos los grupos,
independientemente del tratamiento que siguieron.
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Figura 30: Glucosa plasm éatica al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo
condiciones de 46% g rasa.

Glucosa plasmatica en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicién de &acidos grasos bajo
condiciones de 46% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de

animales descrito al pie de cada columna. No hay diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos.
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3.10 Insulina plasmatica al final del periodo de suplementacion con aceites
bajo condiciones de 46% grasa

La figura 31 muestra los niveles de insulina plasmaticos medidos al final del
periodo de suplementacion dietaria con aceites en condiciones de dieta alta en
grasas. Al comparar la DBG con la DAG, vemos que en los vemos que en los KO,
disminuyd la insulina plasmatica con la DAG (1,0 +/- 0,8ug/ml y 0,6 +/- 0,1ug/ml;
DBG y DAG respectivamente; p=0,043). En los WT no hubo diferencias
significativas entre ambos grupos. (Resultado descrito en la secciéon 3.9). No se
observaron diferencias significativas entre los grupos suplementados con distintos
aceites ni en ratones WT ni en KO. Al comparar ambos genotipos dentro de cada
grupo de dieta, los niveles de insulina plasmatica fueron mas bajos en todos los
grupos de tratamiento en los ratones KO con respecto a los WT; sin embargo, esta
diferencia fue significativa solo en el grupo con DAG, como ya se mencion6 (1,3
+/- 0,7ug/mly 0,6 +/- 0,1ug/ml; WT y KO respectivamente; p= 0,014).
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Figura 31: Insulina plasm atica al final del per ifodo de suplementaci 6n con aceites bajo

condiciones de 46% g rasa.

Insulina plasmética en ratones WT (barra azul) y 4al4KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones de
46% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales descrito al
pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al

gréfico.
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3.11 Test de tolerancia a la glucosa al final del periodo de suplementacion
con aceites bajo condiciones de 46% grasa

La figura 32 muestra el test de tolerancia a la glucosa realizado al final del
periodo de suplementacion con aceites, con dieta alta en grasas (46% de grasa).
Se observa que en ambos genotipos, el grupo tratado con DAG es mas intolerante a
la glucosa que el grupo tratado con DBG. (WT: 21398 +/- 2885 y 31125 +/- 6227;
DBG y DAG respectivamente; p<0,001 y KO: 21851 +/- 3532 y 28769 +/- 3481;
DBG y DAG respectivamente; p<0,001). Esto se observa tanto en los graficos de
las curvas de glucosa a distintos tiempos (Fig. 32A y 32B) como en el grafico que
compara las areas bajo la curva (ABC) de cada uno de los grupos (Fig. 32C). Al
comparar los grupos suplementados con aceites de distinta composicion de AG, no
hubo diferencias entre ellos ni en ratones WT ni en KO en el ABC. Al comparar
ambos genotipos dentro de cada grupo de dieta, tanto en los grupos tratados con
AC como con AM los ratones KO presentaron ABC significativamente mayores que
los WT (AC: 24360 +/- 4872 y 33354 +/- 5200; WT y KO respectivamente;
p=0,006 y AM: 25395 +/- 4171 y 32923 +/- 6746; WT y KO respectivamente;

p=0,021).
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Figura 32: TTG al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo condiciones de  46% grasa.

Curvas de tolerancia a la glucosa de los animales WT (32A) y 4al4KO (32B) al final del periodo de
suplementacion por un mes con aceites de distinta composicion de &cidos grasos bajo condiciones de 46%
grasa. 32C: Area bajo la curva (ABC) de los animales WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja). Los resultados se
expresan como promedio +/- DS para un nimero de animales descrito al pie de cada columna. Los valores de

significancia estadistica se muestran en el cuadro adjunto al gréfico.
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Parametros bioquimicos hepaticos

3.12 Triglicéridos hepaticos al final del periodo de suplementacion con
aceites bajo condiciones de 46% grasa

Tal como se dijo en la seccidon 2.12 y también se observa en la Figura 33, los
TG hepaticos aumentaron en forma considerable en los dos genotipos en
comparacion con la DBG al someter a los ratones a una dieta alta en grasa. (WT:
42 +/- 19ug/mg y 169 +/- 44ug/mg; DBG y DAG respectivamente; p<0,001) y
(KO: 21 +/- 13,8ug/mg y 128 +/- 51ug/mg; DBG y DAG respectivamente;
p=0,003). Los ratones tratados con AM o AP presentaron menor cantidad de TG
hepaticos que los tratados con AC; sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas en ningln genotipo. Dentro de cada grupo de dieta,
al comparar ratones WT con KO solo en el grupo con DBG se observaron diferencias
entre genotipos, siendo menores los TG en los KO (42 +/- 19ug/mg y 21 +/-
13ug/mg; WT y KO respectivamente; p=0,042).

225

200

175

150

125,

100,

75 Grupo DBG: WT-KO p=0,042

WT: Grupo DBG-DAG  p<0,001
50

TG Hepaticos (ug/mg higado)

KO: Grupo DBG-DAG p=0,003

25

n=8n=10 n=8 n=9l n=8n=108n=14 n=5 @En=13 n=8

AC AM AP DBG DAG
Grupo

Figura 33: Triglic éridos hep aticos al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo
condiciones de 46% grasa.

Triglicéridos hepéticos en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicidn de acidos grasos bajo condiciones
de 46% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales

descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro
adjunto al gréfico.



3.13 Colesterol hepatico al final del periodo de suplementacion con aceites
bajo condiciones de 46% grasa

Tal como se observa en la figura 34, los niveles de colesterol hepatico
aumentaron en comparacion con el grupo tratado con DBG, en el grupo tratado
con DAG con respecto a la DBG, siendo esto estadisticamente significativo para los
ratones WT (5,9 +/- 1,7ug/mg vy 12,2 +/- 5,7ug/mg; DBG y DAG respectivamente;
p<0,001) y mostrando una tendencia al aumento en los KO (6,3 +/- 2,3ug/mg y
8,8 +/- 2,5ug/mg; DBG y DAG respectivamente; p=0,057). No se observaron
diferencias entre los 3 grupos tratados con aceites en ningln genotipo y tampoco
hubo diferencias entre WT y KO dentro de ningln grupo de dieta.
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Figura 34: Colesterol hep atico al final del per iodo de suplementaci 6n con aceites bajo
condiciones de 46% g rasa.

Colesterol hepatico en ratones WT (barra azul) y 4a14KO (barra roja) al final de la etapa de
suplementacién por un mes con aceites de distinta composicion de acidos grasos bajo condiciones
de 46% grasa. Los resultados se expresan como promedio +/- DS de un numero de animales

descrito al pie de cada columna. Los valores de significancia estadistica se muestran en el cuadro
adjunto al gréfico.
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DISCUSION:

Se ha atribuido a los acidos grasos n-3 presentes en el aceite de pescado un
rol en la prevenciéon de eventos cardiovasculares y en el manejo del SM, debido
especialmente a sus propiedades hipolipemiantes y antidiabetogénicas. Sin
embargo, los mecanismos de los efectos benéficos de los AG n-3 estan lejos aun de
ser conocidos a cabalidad [14, 21, 54, 55].

Estudios in vitro han demostrado que las isoformas homdlogas humanas de
las Cyp4a metabolizan AG n-3 para formar compuestos con capacidad para activar
al receptor nuclear PPARa [47], lo que sugiere que las isoformas Cyp4a podrian
participar en los efectos benéficos del aceite de pescado sobre el metabolismo de
lipidos y de la glucosa que han sido descritos y que dependen de PPARa [19, 25].

Sin embargo, el papel de las isoformas Cyp4a en el metabolismo de lipidos
no ha sido aun estudiado in vivo y tampoco se conoce su rol como eventuales
generadores de lipidos bioactivos derivados de los AG n-3. Debido a esto surgio la
idea de evaluar este planteamiento in vivo, por lo que se disefid este estudio para
evaluar el efecto del aceite de pescado en un modelo animal con ablacion genética
de una de las isoformas en cuestion, la Cyp4ai4.

Debido a que los efectos benéficos de los AG n-3 son especialmente
relevantes para el control del sindrome metabdlico, se decidié realizar este estudio
en animales tratados con dietas hipercaldricas ricas en grasas, como modelo de SM
inducido por la dieta [8]. Por ello la primera parte del estudio corresponde a la
caracterizacion de la respuesta de los animales WT y Cyp4al4 al tratamiento por 70
dias con dieta alta en grasas (DAG; 60% grasas, 20% proteina, 20%
carbohidratos), con el objetivo de desarrollar en ellos algunos componentes del
sindrome metabdlico, como obesidad y resistencia a la insulina.

Durante esta etapa, se observd que los ratones WT y KO sometidos a una
DAG aumentaron de peso en forma constante (figura 3), alcanzando un peso mayor
respecto a los respectivos controles tratados con DBG (figura 4). Esto concuerda
con nuestro objetivo de inducir obesidad mediante DAG. El aumento de peso fue
mayor en ratones KO que en WT al final del tratamiento; considerando que ambos
genotipos inician el tratamiento con un peso similar, aparentemente ellos fueron
mas sensibles al tratamiento con DAG por 70 dias (figuras 3 y 4); sin embargo, no
es posible determinar las razones de este hallazgo a la luz de los resultados
observados.

Con respecto a la ingesta alimenticia, entre los grupos con DBG y DAG, la

ingesta alimenticia (gramos/dia) fue mayor en los ratones tratados con DBG,
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(figura 5A), mientras que la ingesta calorica (Kcal/dia) fue similar entre los grupos
tratados con DBG y DAG (figura 5B). Estos resultados coinciden con lo observado

generalmente en la literatura [56].

Parece interesante destacar que aunque la ingesta caldrica fue similar vy
partieron de un peso similar también, en esta primera etapa, hubo una diferencia
significativa entre el peso final a 70 dias para los grupos tratados con DBG y DAG
en ambos genotipos, lo que permite suponer que el exceso de peso de los ratones
sometidos a DAG, en comparacion con los sometidos a DBG, podria explicarse por
la diferencia en el porcentaje de grasa en la dieta mas que por la cantidad de
calorias ingeridas en la dieta.

En cuanto a la medicion de lipidos plasmaticos, se observé a los 70 dias una
tendencia (no significativa) de los ratones a disminuir sus niveles de TG plasmaticos
al ser sometidos a DAG y un aumento significativo en los niveles de colesterol
plasmatico en ambos genotipos. En la literatura, esta descrito que una dieta rica en
grasas saturadas (como la utilizada en el grupo con DAG) puede aumentar los TG y
colesterol plasmaticos en forma importante en algunos modelos murinos [56,7]. Sin
embargo, al realizar una revision mas exhaustiva del tema, se observa que
muchas cepas de ratones, entre ellas la utilizada en este estudio (129Sv]), bajan
en forma significativa los niveles de TG plasmaticos en respuesta a una dieta rica

en grasas. (http://phenome.jax.org/db/gp?rtn=views/measplot&brieflook=830).

Esto parece ser el resultado de un aumento del depédsito de TG en el higado mas
gue de un aumento del metabolismo sistémico de TG.

En el colesterol plasmatico, en cambio, una dieta rica en grasas saturadas
tiene un efecto mas parejo entre distintas cepas,

(http://phenome.jax.org/db/gp?rtn=views/measplot&brieflook=808) que tiende

hacia el alza, lo que coincide con nuestros hallazgos.

En cuanto a los parametros bioquimicos asociados al metabolismo de la
glucosa, observamos que a los 70 dias de tratamiento, en los dos genotipos se
indujo intolerancia a la glucosa con la DAG, esto manifestado en las curvas del TTG
realizado al final del tratamiento (figura 8) y por los valores de glicemia en ayuno
(figura 7), que también fueron mas elevadas en el grupo tratado con DAG. Este
resultado era esperable seguin lo planteado por nosotros y lo descrito en la
literatura con respecto al efecto de la DAG en el deterioro del metabolismo de la
glucosa [56, 58].

Resumiendo entonces, tal como esperabamos, la intervencién con DAG por
70 dias fue efectiva en provocar en nuestros modelos animales obesidad,

intolerancia a la glucosa e hipercolesterolemia. Los ratones Cyp4al4KO en
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comparacion con los WT, presentaron una mayor alza de peso, mayores niveles de
triglicéridos y colesterol plasmaticos, mayores niveles de glicemia en ayuno y de
intolerancia a la glucosa al ser sometidos a una DAG. De estos resultados podemos
deducir que existe una respuesta diferencial a la dieta rica en grasa segun el
genotipo de los ratones, presentando los ratones KO un mayor deterioro metabdlico
que los WT al ser sometidos a dieta rica en grasas saturadas. De esta forma,
podriamos suponer que la isoforma Cyp4al4 podria tener un rol en el metabolismo
de lipidos y glucidos ante condiciones de estrés metabodlico como es una dieta rica
en grasas.

Luego de esta primera etapa en que se obtuvieron ratones con varios
componentes del sindrome metabdlico, la segunda etapa de intervencion busco
evaluar el efecto del aceite de pescado sobre diversos pardmetros metabdlicos
relacionados con el metabolismo de lipidos y de la glucosa. Para esto, se
suplementé la dieta alta en grasa con aceites con distinta composicion de acidos
grasos por un mes, realizandose esto bajo dos condiciones de dietas con distinta
cantidad de grasa total en los grupos suplementados con aceites: la primera con
66% de grasa, 17% proteina, 17% carbohidratos y la segunda con 46% de grasa,
16% de proteina y 38% carbohidratos.

Las mediciones de parametros morfométricos realizadas al final de los
experimentos, no mostraron una diferencia significativa de peso entre los ratones
sometidos a DAG con respecto a los sometidos a DBG en ninguno de los dos
genotipos (figuras 10). Ademas, el peso fue similar para todos los tipos de aceites
en las dos condiciones experimentales. Esto nos hace pensar que pasado el periodo
inicial de aumento de peso, existe una autorregulaciéon en el metabolismo de los
ratones que impide una ganancia de peso progresiva en el tiempo al ser sometidos
a una dieta rica en grasa y a suplementacion con aceites. De esta manera, la
isoforma Cyp4al4 perderia durante este periodo la importancia que tuvo en la
etapa inicial de aumento de peso. Es importante destacar que la ingesta alimenticia
en respuesta a la suplementacion con aceites no fue distinta entre los WT y
4a14KO0, lo que sugiere que la isoforma Cyp4al4 no juega un rol en la regulacion
de la ingesta alimenticia en condiciones de dieta rica en grasas suplementada con
distintos aceites.

En lo que respecta al tamafio de los 6rganos al final de las intervenciones
dietarias con y sin aceites, el tamano del higado no presenté cambios importantes
entre DAG y DBG y no se observaron diferencias del grupo tratado con AP
comparado con los demas grupos tratados con aceites en ninguna de las dos
condiciones de experimentacién (figuras 12 y 25). El porcentaje de grasa corporal

fue menor en los animales tratados con DBG, como era de esperar (figura 13). En
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los animales tratados con aceites, la mayoria de los grupos experimentales no
variaron significativamente su adiposidad entre ellos para las dos condiciones
evaluadas (46% grasa y 66% grasa) ni entre genotipos. Solo se observd que en el
grupo de 66% grasa suplementado con aceite de maiz los animales WT presentaron
un porcentaje de adiposidad mayor que los Cyp4al4KO (figura 13). Sin embargo,
las diferencias finales observadas deben ser examinadas en un mayor numero de
animales y con tratamientos mas prolongados con AM para establecer si son
realmente importantes. Estos resultados sugieren que la suplementacién por un
mes con distintos aceites no tiene un efecto significativo sobre la adiposidad
acumulada durante los dos meses previos de tratamiento con DAG.

En los experimentos de ingesta alimenticia se observé que bajo condiciones
de 66% grasa, la ingesta caldrica promedio fue muy parecida en todos los grupos
experimentales (figura 11B), mientras que la ingesta medida en gramos por dia,
fue mayor en el grupo sometido a DBG que en los otros grupos (figura 11A), por lo
gue las diferencias en el contenido caldrico de las dietas fueron totalmente
compensadas por los ratones modificando su ingesta alimenticia (gramos de
alimento consumidos). No hubo diferencias por el efecto del tipo de aceite
suplementado sobre los niveles de ingesta, ni tampoco efecto del genotipo. Es
interesante considerar que si bien las dietas DBG, DAG y las con aceites no son
isocaldricas entre si, la capacidad de los ratones para controlar su ingesta
alimenticia hacen que los tratamientos si sean isocalodricos, ya que la cantidad de
calorias que los animales consumen se mantiene constante.

En los experimentos con 46% de grasa, en cambio, en los 3 grupos
suplementados con aceites, los ratones KO presentaron una ingesta calérica mayor
que sus respectivos WT (figura 24B); sin embargo, esto no se reflejé en un mayor
peso en ellos al final del tratamiento (figura 23), ni en un aumento en la adiposidad
(figura 26) por lo que podria pensarse que estos ratones KO presentaron un mayor
gasto metabdlico que los WT.

En cuanto a los parametros bioquimicos asociados al metabolismo de
lipidos, al final del tratamiento, las mediciones de TG en la suplementacién con
aceites bajo condiciones de 46% grasa (figura 27) mostraron una diferencia en el
grupo tratado con AP. Este grupo, presentd niveles de TG mas bajos que los grupos
tratados con AM y AC, lo cual coincide con datos de la literatura que sugieren que el
AP presenta efectos hipolipidemiantes. Sin embargo, no se observaron efectos del
genotipo en ninguna de las dos condiciones de experimentacion (66% grasa o 46%
grasa, figuras 14 y 27 respectivamente).

Con respecto al colesterol plasmatico, los ratones mostraron un alza en sus

niveles de colesterol al ser tratados con DAG en comparacién con una DBG (figura
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15 y figura 28). Ambos genotipos mostraron incremento de los niveles de colesterol
en respuesta a DAG, si bien solo se alcanzo la significancia estadistica en los WT
mientras que en los KO solo se observo una tendencia. En ambos tipos de dieta, los
KO presentaron niveles de colesterol menores que los WT. Este hallazgo se
contrapone con otros resultados de este trabajo, donde los KO presentan un mayor
deterioro metabdlico que los WT al ser sometidos DAG.

Bajo condiciones de 66% grasa, la suplementacion con aceites generd
diferencias significativas entre genotipos para los tratamientos con AM y AC, donde
los niveles de colesterol plasmaticos en los KO fueron mas elevados que en lo WT.
Sin embargo, no se observaron diferencias entre los dos genotipos en el grupo
tratado con AP (figura 15).

Bajo condiciones de 46% grasa, no se observaron diferencias entre
genotipos en los grupos suplementados con aceites; sin embargo, los Cyp4al14KO
tratados con AP mostraron menores niveles de colesterol plasmaticos que los
grupos suplementados con AM y AC (figura 28).

Podriamos concluir entonces que bajo condiciones de 66% grasa, el genotipo
influencia los niveles de colesterol plasmatico y bajo condiciones de 46% grasa el
tipo de aceite lo influencia. Sin embargo, a la luz de estos hallazgos, no resulta
posible atribuir un rol a la isoforma Cyp4al4 en los efectos del aceite de pescado
sobre el colesterol plasmatico.

En los acidos grasos libres no se observaron diferencias dadas por el tipo de
aceite suplementado, en ninguna de las dos condiciones de experimentacion (66%
y 46% grasa, figuras 16 y 29 respectivamente). En general en ambas condiciones
los niveles de AGL fueron mas elevados en los ratones KO que en los WT. Sin
embargo, en los experimentos con 46% grasa no se alcanzé la significancia
estadistica en esta diferencia y la tendencia mencionada no se dio en el grupo
suplementado con AC. Los mayores cambios se observaron entre los grupos con
DBG y DAG, con menores niveles de AGL en ambos genotipos al ser sometidos a
DAG con respecto a DBG, sobre todo en los KO. Sin embargo, dada la alta
dispersion de los datos, se necesita un n mayor para poder obtener conclusiones al
respecto.

En cuanto a los lipidos hepaticos, se observd, un alza importante en los TG
hepaticos en ratones WT y KO al someter a los ratones a la DAG en comparacion
con la DBG, lo que esta de acuerdo con datos de la literatura [19, 59, 60]. En los
experimentos con 66% grasa el grupo tratado con AP presentd una diferencia
importante entre los niveles de TG hepaticos de los ratones KO con los WT, siendo
en los WT significativamente menores que en los KO (figura 20). Este resultado es

interesante porque sugiere que en los ratones Cyp4a14KO los efectos benéficos del
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AP sobre el higado graso no se observan [19, 60]. En las condiciones de los
experimentos con 46% grasa no se logrd reproducir esta diferencia del efecto del
aceite de pescado segln el genotipo. Se sugieren diferencias dadas por el tipo de
aceite, donde en ambos genotipos, la suplementacion con AM y AP, disminuyeron
los TG hepaticos en comparacion con el AC; sin embargo, esto no fue
estadisticamente significativo (figura 33).

Los niveles de colesterol hepatico aumentaron en el grupo con DAG en
comparacion con el grupo tratado con DBG; sin embargo, esto no alcanzd la
significancia estadistica en los ratones KO. En las condiciones con 66% grasa los
ratones WT tratados con AP presentaron niveles de colesterol hepatico menores que
los Cyp4ald KO (figura 21), lo que sugiere que en los Cyp4al4KO los efectos
benéficos del AP sobre los niveles de colesterol hepatico no se detectaron. En las
condiciones de los experimentos con 46% Kcal grasa, no se logré reproducir este
efecto diferencial del AP seguln el genotipo (figura 34).

En conclusion, en los lipidos hepaticos las distintas condiciones de
experimentaciéon mostraron resultados disimiles en cuanto al efecto del aceite de
pescado en el genotipo. En las condiciones utilizadas para los experimentos con
66% grasa se observaron resultados interesantes en cuanto al efecto diferencial del
AP segun el genotipo, tanto en los niveles de TG como de colesterol hepatico. Sin
embargo, dada la gran variabilidad de los datos y a que el n es pequefio, seria
conveniente aumentar el n en estudios posteriores, con las mismas condiciones de
experimentacion.

En los parametros asociados al metabolismo de glucosa, los niveles de
glucosa plasmatica medidos al final del tratamiento no variaron entre los grupos
sometidos a DBG y los sometidos a DAG. Bajo condiciones de 66% grasa (figura
17), se observaron diferencias significativas entre genotipos solo para los
tratamientos con AC y AM en que los animales Cyp4al4 KO mostraron mayores
niveles de glucosa en ayuno. Bajo condiciones de 46% grasa (figura 30), no se
observaron diferencias significativas en los genotipos o del efecto del aceite de
pescado entre los distintos genotipos, a pesar de que en estas condiciones se
incrementod el porcentaje de carbohidratos en la dieta en los grupos tratados con
aceites (38% de carbohidratos para la dieta 46% grasa versus 17% de
carbohidratos para la dieta 66% grasa).

En los niveles de insulina plasmaticos, bajo ninguna de las dos condiciones
de intervencion dietaria se observaron diferencias dadas por el tipo de aceite
(figuras 18 y 31). Diferencias dadas por el genotipo se observaron en el grupo
tratado con AP para la condicién de 66% grasa, en que los ratones KO tuvieron

niveles mas bajos de insulina que los WT (figura 18). Sin embargo, la gran
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dispersion de los datos observada en las determinaciones hard necesaria la
confirmacion de los resultados en nuevos experimentos.

Con respecto a la tolerancia a la glucosa, TTG realizados al final del
tratamiento corroboraron que el grupo tratado con DBG es mas tolerante a la
glucosa que los grupos tratados con DAG, lo que estd de acuerdo con la literatura
[56, 58]. No se observd en ninguna de las dos condiciones de experimentacién un
efecto benéfico significativo del AP con respecto a los otros dos tipos de aceites,
resultados discrepantes con lo observado en la literatura [25] . Tampoco se observd
un efecto distinto del AP segun el genotipo de raton.

En resumen, los experimentos relacionados con el control de los niveles de
glucosa plasmatica dan resultados variables, que no permiten establecer un rol
putativo para Cyp4al4 en dicho aspecto del metabolismo. Experimentos de desafio
con dietas ricas en carbohidratos podrian aclarar si efectivamente existe alguna

funcion de Cyp4al4 en el control del metabolismo de la glucosa.
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CONCLUSIONES

Este estudio, al menos de nuestro conocimiento, es el primer estudio que
busca encontrar in vivo un papel para la isoforma Cyp4al4 en el efecto benéfico del
aceite de pescado. Tomando en consideracion los resultados obtenidos podemos

concluir que:

-En respuesta a una dieta rica en grasa:

Ambos genotipos responden de la misma manera, subiendo de peso,
haciéndose intolerantes a la glucosa y subiendo sus niveles de colesterol
plasmatico. Sin embargo, los ratones KO suben mas de peso y presentan mayores
niveles de colesterol y triglicéridos plasmaticos. Ademads, presentan mayores

niveles de glicemia en ayunas y de intolerancia a la glucosa.

-En respuesta a la suplementacion con aceites:

-Se observaron diferencias en la respuesta metabdlica de los ratones a las
dos condiciones de experimentacion (66% y 46% grasa) en cuanto a los lipidos
plasmaticos.

-En las condiciones de 66% grasa, se observd una diferencia entre genotipos
en la respuesta a la suplementacion con aceite de pescado en la acumulacién de TG
y colesterol hepaticos, siendo ésta mayor en los ratones KO.

-En ninguna de las dos condiciones se observaron diferencias en la

tolerancia a la glucosa entre ambos genotipos.

-Ninguna de las dos condiciones de experimentacion empleadas en este estudio

mostroé resultados contundentes para avalar nuestra hipotesis.

-En ambas condiciones existe gran dispersion de los datos en general, lo que nos

hace pensar que el comportamiento de los ratones es muy variable.

-Considerando que este es un estudio piloto, realizado para determinar las
condiciones en que Cyp4al4 pudiera tener una funcion relevante en el metabolismo
de lipidos y carbohidratos, podemos concluir que Cyp4al4 podria participar en el
control del metabolismo hepatico de TG y colesterol en condiciones de dieta alta en
grasas. Sin embargo, experimentos posteriores son necesarios para confirmar esta

apreciacion.
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Animales tratados con dieta rica en grasas saturadas (grupos AC, AM, AP)

Destate Inicie tto. Inicic tte dieta 75 Sacrificio
Acthidedes L dieta rica en rica en grasas saturadas Recoleccion tejidos
dieta baja en grasas grasas saturadas suplementada con aceies plasma
Diss da tratamisnto 0 &0 120 130 160 170
Medicion
TGyCol. 116 {grupo AC)

Dieta rica en gasas saturadas
+ 10 % aceite de coco hidrogenado

{grupo AM)
Dieta rica en grasas saturadas
Tiempo + 10 % aceite de maiz

{Grupo AP)
Dieta rica en grasas saturadas
+ 10 % aceite de pescado

\\.._ L

Animales tratados con dieta baja en grasas (grupo DBG) y alta en grasas (grupo DAG)

. Inicio tto. 5 Sacrificio
Destete Inicio to.
Actividadas dieta baja en grasas dieta rica en grasas Recoleccidn tejidos ¥y
{grupos DBG ¥ DAG) saturadas (grupo DAG) plasma
Ddss de tratamisnto 0 &0 120 130 160 17D
Medicion 176
Tiempo TG y Col.

Fig. 1: Resumen de Tratamientos.
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ANEXO 1.
Tabla I: Resumen Composicion de Dietas

Tabla IA. Experimentos 66% Kcal Grasa

Dieta % Grasa | Proteina | CHO I%‘;i:' Ratio |g. grasa/100g
aceite | Kcal% | Kcal% | Kcal%o n-6/n-3 dieta
100gr
Obesogenica 60 20 20 524 a1 35
Obesogenica + | 4000 | g6 17 17 558 9-1 415
aceite de coco
Obesogenica + | 1000 | g6 17 17 558 | 201 415
aceite de maiz
Obesogénica+ | 1000 | 44 17 17 558 2-1 415
aceite de pescado
Dicta Baja en 10 20 70 385 | 71 43
grasa
Tabla IB. Experimentos 46% Kcal Grasa
Diet % Grasa | Proteina | CHO l%ci:' Ratio |g. grasa/l100g
teta aceite | Kcal% | Kcal% | Kcal% oY ln6m3| dieta
100gr
Obesogénica 60 20 20 524 91 35
Obesogénica + | 160, [ 46 16 38 561 9-1 316
aceite de coco
Obesogénica | 40, [ 45 16 38 561 20-1 316
aceite de maiz
Obesogenica * | 1600 [ 46 16 38 561 2:1 316
aceite de pescado
Dieta Baja en grasa 10 20 70 385 7:1 43
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idroxilasas wiw1
soforma Cypdaild

e W-hidroxi EPAY —— PPARa <
w-hidroxi DHA

EPAY DHA

i ‘I‘B—nxidaciﬁn peroxisomal v
mitocondrial

f Metabolismo de TG v
lipoproteinas
Produccion de cuerpos
cetdnicos

l' Lipogénesis

f Liberacién de acidos
grasos en la grasa

Fig. 2. Modelo Hipotético de la funcion de Cyp4al4
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ANEXO:
TABLAS ANOVA
Nota:

TIPO: Genétipo: WT o KO
GRUPO: grupo de dieta: AC-AM-AP

En amarillo se destacan las comparaciones estadisticamente significativas

(p<0,05)

Curva de Peso durante 70 dias con DAG

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo 1l gl cuadratica F Significacion
Interseccion 515592,31 1 515592,31 14178,13 <0,001
GRUPO 919,97 1 919,97 25,30 <0,001
TIPO 73,41 1 73,41 2,02 0,16
GRUPO * TIPO 385,65 1 385,65 10,60 <0,001
Error 3054,69 84 36,37
Peso a los 70 dias de Tratamiento

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV gl cuadratica F Significacion
Interseccion 118944,85 1 118944,85 13787,53 <0,001
TIPO 21,08 1 21,08 2,44 0,12
GRUPO 545,74 1 545,74 63,26 <0,001
TIPO * GRUPO 85,86 1 85,86 9,95 <0,001
Error 1492,47 173 8,63
Ingesta Alimenticia Kcal/dia Primera Etapa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadrética Significacion
Interseccion 12175,53 1 12175,53 6944 .84 <0,001
TIPO 0,56 1 0,56 0,32 0,57
GRUPO 2,16 1 2,16 1,23 0,27
TIPO * GRUPO 9,38 1 9,38 5,35 0,02
Error 359,40 205 1,75

71



Ingesta Alimenticia g/dia Primera Etapa

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadrética F Significacion
Interseccion 644,88 1 644,88 10321,54 <0,001
TIPO 0,02 1 0,02 0,31 0,58
GRUPO 10,98 1 10,98 175,75 <0,001
TIPO * GRUPO 0,06 1 0,06 1,00 0,32
Error 12,75 204 0,06
Triglicéridos Plasmaticos a los 70 dias
Suma de
cuadrados tipo Media
Fuente \% Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 10,86 1 10,86 1197,33 <0,001
GRUPO 0,06 1 0,06 6,53 0,02
TIPO 0,26 1 0,26 28,60 <0,001
GRUPO * TIPO 0,00 1 0,00 0,01 0,94
Error 0,24 26 0,01
Colesterol Plasmatico a los 70 dias
Suma de
cuadrados tipo Media
Fuente \% Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 46,37 1 46,37 2447,19 <0,001
GRUPO 3,08 1 3,08 162,76 <0,001
TIPO 0,33 1 0,33 17,61 <0,001
GRUPO * TIPO 0,40 1 0,40 21,06 <0,001
Error 0,49 26 0,02
Glucosa Plasmatica a los 70 dias
Suma de
cuadrados tipo Media
Fuente \% Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 1047969,08 1 1047969,10 4547,70 <0,001
TIPO 431,99 1 2934,73 12,74 <0,001
GRUPO 2934,73 1 8739,74 37,93 <0,001
TIPO * GRUPO 309,99 1 309,99 1,35 0,25
Error 16864,73 72 156,15
TTG alos 70 dias
Suma de
cuadrados tipo Media
Fuente \% Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 17187665,61 1 17187665,61 284251 <0,001
TIPO 6687,49 1 6687,49 1,11 0,30
GRUPO 721160,53 1 721160,53 119,27 <0,001
TIPO * GRUPO 28615,73 1 28615,73 4,73 0,03
Error 435359,28 72 6046,66
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Curva de Peso Exp. 66% Grasa

Suma de
cuadrados tipo Media

Fuente Il Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 274992,85 1 274992,85 15542,78 <0,001
TIPO 0,00 1 0,00 0,00 1,00
GRUPO 292,71 2 146,35 8,27 <0,001
TIPO * GRUPO 371,20 2 185,60 10,49 <0,001
Error 619,24 35 17,69
Peso Promedio al Final del Tratamiento Exp. 66% Gra sa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 67967,84 1 67967,84 4056,83 <0,001
TIPO 13,89 1 13,89 0,83 0,37
GRUPO 20,50 2 10,25 0,61 0,55
TIPO * GRUPO 37,68 2 18,84 1,12 0,33
Error 837,70 50 16,75
Ingesta Alimenticia Kcal/dia Exp. 66% Grasa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 6738,40 1 6738,40 7482,88 <0,001
TIPO 0,08 1 0,08 0,09 0,77
GRUPO 1,82 2 0,91 1,01 0,37
TIPO * GRUPO 2,67 2 1,34 1,48 0,24
Error 48,63 54 0,90
Ingesta Alimenticia g/dia Exp. 66% Grasa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 213,35 1 213,35 7482,88 <0,001
GRUPO 0,06 2 0,03 1,01 0,37
TIPO 0,00 1 0,00 0,09 0,77
GRUPO * TIPO 0,08 2 0,04 1,48 0,24
Error 1,54 54 0,03
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Tamafo del Higado Exp. 66% Grasa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 493,65 1 493,65 2959,57 <0,001
TIPO 0,45 1 0,45 2,68 0,11
GRUPO 0,21 2 0,11 0,64 0,53
TIPO * GRUPO 0,14 2 0,07 0,42 0,66
Error 8,34 50 0,17
Tamafio de la Grasa Exp. 66% Grasa

Suma de

cuadrados Media

Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 1863,69 1 1863,69 1620,97 0,00
TIPO 0,35 1 0,35 0,31 0,58
GRUPO 5,78 2 2,89 2,51 0,09
TIPO * GRUPO 4,55 2 2,27 1,98 0,15
Error 57,49 50 1,15
Triglicéridos Plasmaticos al final del Tratamiento Exp. 66% Grasa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 13,19 1 13,19 501,04 <0,001
TIPO 0,04 1 0,04 1,70 0,20
GRUPO 0,02 2 0,01 0,46 0,63
TIPO * GRUPO 0,13 2 0,07 2,51 0,09
Error 1,42 54 0,03
Colesterol Plasmatico al final del Tratamiento Exp. 66% Grasa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 154,26 1 154,26 1651,90 <0,001
TIPO 0,76 1 0,76 8,12 0,001
GRUPO 0,31 2 0,16 1,68 0,20
TIPO * GRUPO 0,40 2 0,20 2,15 0,13
Error 5,04 54 0,09
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Acidos Grasos Libres Plasmaticos Exp. 66% Grasa

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 21,14 1 21,14 311,00 <0,001
TIPO 1,70 1 1,70 24,97 <0,001
GRUPO 0,23 2 0,12 1,71 0,19
TIPO * GRUPO 0,10 2 0,05 0,73 0,49
Error 2,99 44 0,07
Glucosa Plasmatica Exp. 66% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadrética F Significacion
Interseccion 841357,86 1 841357,86 6373,31 <0,001
TIPO 841,57 1 841,57 6,37 0,01
GRUPO 378,54 2 189,27 1,43 0,25
TIPO * GRUPO 1033,14 2 516,57 3,91 0,03
Error 7260,70 55 132,01
Insulina Plasmatica Exp. 66% Grasa
Suma de Media
Fuente cuadrados Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 20,89 1 20,89 200,79 <0,001
TIPO 0,00 1 0,00 0,00 0,99
GRUPO 0,07 2 0,03 0,34 0,72
TIPO * GRUPO 0,54 2 0,27 2,59 0,11
Error 1,35 13 0,10
TTG al final del Tratamiento Exp. 66% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo Il Gl cuadrética F Significacion
Interseccion 18604369,40 1 18604369,40 4157,98 <0,001
TIPO 1969,52 1 1969,52 0,44 0,51
GRUPO 297,87 2 148,94 0,03 0,97
TIPO * GRUPO 5855,19 2 2927,59 0,65 0,52
Error 250564,93 56 447437
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Triglicéridos Hepaticos Exp. 66% Grasa

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 455146,02 1 455146,02 407,50 <0,001
TIPO 7531,84 1 7531,84 6,74 0,02
GRUPO 945,01 2 472,51 0,42 0,66
TIPO * GRUPO 4192,78 2 2096,39 1,88 0,17
Error 27923,19 25 1116,93
Colesterol Hepatico Exp. 66% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 1967,22 1 1967,22 1024,77 <0,001
TIPO 0,04 1 0,04 0,02 0,88
GRUPO 6,95 2 3,47 1,81 0,18
TIPO * GRUPO 30,59 2 15,29 7,97 <0,001
Error 47,99 25 1,92
Curva de Peso Exp. 46% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo Il Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 221213,07 1 221213,07 14534,09 <0,001
TIPO 140,52 1 140,52 9,23 <0,001
GRUPO 27,76 2 13,88 0,91 0,41
TIPO * GRUPO 57,53 2 28,76 1,89 0,16
Error 715,35 47 15,22
Peso Promedio al final del Tratamiento Exp. 46% Gra sa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 58175,36 1 58175,36 4013,24 <0,001
TIPO 17,41 1 17,41 1,20 0,28
GRUPO 8,03 2 4,01 0,28 0,76
TIPO * GRUPO 13,08 2 6,54 0,45 0,64
Error 652,31 45 14,50
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Ingesta Alimenticia Kcal/dia Exp. 46% Grasa

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 6917,91 1 6917,91 3185,94 <0,001
TIPO 74,64 1 74,64 34,37 <0,001
GRUPO 0,18 2 0,09 0,04 0,96
TIPO * GRUPO 5,40 2 2,70 1,24 0,30
Error 110,74 51 2,17
Ingesta Alimenticia g/dia Exp. 46% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 250,80 1 250,80 2842,81 <0,001
TIPO 0,25 1 0,25 2,84 0,10
GRUPO 0,01 2 0,00 0,04 0,96
TIPO * GRUPO 0,20 2 0,10 1,12 0,33
Error 4,50 51 0,09
Tamafo del Higado Exp. 46% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 465,88 1 465,88 3932,09 <0,001
TIPO 0,27 1 0,27 2,26 0,14
GRUPO 1,83 2 0,92 7,72 <0,001
TIPO * GRUPO 0,08 2 0,04 0,33 0,72
Error 5,33 45 0,12
Tamafio de la Grasa Exp. 46% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 1505,24 1 1505,24 1466,72 <0,001
TIPO 0,02 1 0,02 0,02 0,90
GRUPO 2,32 2 1,16 1,13 0,33
TIPO * GRUPO 4,14 2 2,07 2,02 0,14
Error 46,18 45 1,03
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Triglicéridos Plasmaticos al final del Tratamiento

Exp. 46% Grasa

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 21,57 1 21,57 656,46 <0,001
TIPO 0,01 1 0,01 0,30 0,59
GRUPO 0,97 2 0,49 14,78 <0,001
TIPO * GRUPO 0,02 2 0,01 0,29 0,75
Error 1,51 46 0,03
Colesterol Plasmatico al final del Tratamiento Exp. 46% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 123,66 1 123,66 2076,08 <0,001
TIPO 0,02 1 0,02 0,40 0,53
GRUPO 0,73 2 0,37 6,13 <0,001
TIPO * GRUPO 0,32 2 0,16 2,67 0,08
Error 2,74 46 0,06
Acidos Grasos Libres Plasmaticos Exp. 46% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 6,23 1 6,23 197,49 <0,001
GRUPO 0,00 2 0,00 0,01 0,99
TIPO 0,00 1 0,00 0,13 0,72
GRUPO * TIPO 0,15 2 0,08 2,45 0,10
Error 1,48 47 0,03
Glucosa Plasmatica Exp. 46% Grasa
Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 722310,61 1 722310,61 1747,97 <0,001
TIPO 16,04 1 16,04 0,04 0,84
GRUPO 1476,00 2 738,00 1,79 0,18
TIPO * GRUPO 163,55 2 81,77 0,20 0,82
Error 19008,51 46 413,23




Insulina Plasmética Exp. 46% Grasa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo IV Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 24,47 1 24,47 20,47 <0,001
TIPO 3,08 1 3,08 2,58 0,13
GRUPO 3,69 2 1,84 1,54 0,24
TIPO * GRUPO 1,43 2 0,72 0,60 0,56
Error 21,51 18 1,20
TTG al final del Tratamiento Exp. 46% Grasa

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo Il Gl cuadratica F Significacion
Interseccion 15402459,18 1 15402459,18 1805,65 <0,001
GRUPO 23579,10 2 11789,55 1,38 0,26
TIPO 154158,94 1 154158,94 18,07 <0,001
GRUPO * TIPO 42090,06 2 21045,03 2,47 0,10
Error 392385,94 46 8530,13

79



