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1. Resumen

La obesidad es una enfermedad multifactorial que esta incrementandose en el
mundo. Se asocia al desarrollo de enfermedades metabdlicas en adultos y
pacientes pediatricos. La utilizacién de acidos grasos omega 3 es una alternativa
para manejar las alteraciones metabdlicas secundarias a la obesidad y modular
algunas rutas enzimaticas lipogénicas, como las de desaturacion y elongacion.
Enzimas como SCD1y Elovl6 han sido implicadas en el desarrollo de la obesidad,
mientras que Elovl5 y SCD5 se han relacionado con el metabolismo de lipidos
alterado en obesidad. El objetivo del estudio fue correlacionar la diferencia de la
expresion geénica con las variables bioquimicas y antropométricas en una
poblacion de individuos obesos de 10 a 16 afos tras la suplementacion con
3000mg de &cidos grasos omega 3 durante 12 semanas. Se estudiaron 18
pacientes a los cuales previo consentimiento informado, se tomo biopsia de tejido
adiposo subcutaneo y sangre periférica para la determinacion de la expresion
génica, glucosa en sangre y perfil de lipidos; se midieron las variables
antropomeétricas peso, talla, IMC, circunferencia de cintura y cadera y porcentajes
de masa magra y grasa. Se midio la expresién génica tras la extraccion de RNA,
retroconversion a cDNA y la amplificacion con PCR-RT con sondas vy
oligonucleotidos especificos. Se encontré una diferencia significativa en la
expresion de Elovl5 en tejido adiposo (p=0.009) y de SCD1 en células sanguineas
mononucleares (p=0.004). Los triglicéridos disminuyeron (p=0.002) sin cambio
asociado en la expresion génica. La expresion de Elovl5 en tejido adiposo se
asocio a la concentracion de colesterol HDL (r=0.802, p=0.017), el cambio de
colesterol total (r=0.786, p=0.021), y la expresion de Elovl5 en células
mononucleares se asocid a la circunferencia de cintura (r=-0.699, p=0.024) y
circunferencia de cadera (r=-0.685, p=0.029). Encontramos una regulacion
coordinada de SCD1 y SCD5 en células mononucleares. Hubo una tendencia al
incremento del colesterol LDL (p>0.05) tal como lo reportado por otros
Gunnarsdottir y colaboradores en 2004; es necesario evaluar cuidadosamente las
concentraciones de LDL en pacientes que se sometan a suplementaciéon con
acidos grasos omega 3. Finalmente encontramos que los acidos grasos omega 3
disminuyen los triglicéridos en pacientes obesos de 10 a 16 afos y que la
regulacion de Elovl5 en tejido adiposo se relaciona con el colesterol total y el
colesterol HDL, lo cual coloca a la Elovl5 como un posible blanco terapéutico en el
tratamiento de desdérdenes lipidos:

Palabras clave: obesidad, acidos grasos poliinsaturados omega 3, expresion
génica, SCD1, SCD5, Elovl5, Elovl6.
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2. Abstract

Obesity is a multifactorial disease with a rising incidence all over the world. It is
associated with the development of metabolic diseases in adults and pediatric
patients. The use of omega-3 fatty acids is an alternative for managing the
metabolic alterations secondary to obesity and to modulate some lipogenic
enzymatic pathways, such as desaturation and elongation. Enzymes as SCD1y
Elovl6 have been implicated in the development of obesity, while SCD5 and ElovI5
have been associated with altered lipid metabolism in obesity. The aim of this
study was to correlate the difference in gene expression with biochemical and
anthropometric variables in a population of teenage (10 to 16 yrs. old) obese
individuals after supplementation with 3000mg of omega 3 fatty acids for 12
weeks. We studied 18 patients with informed consent. A biopsy of subcutaneous
adipose tissue was taken. We also obtained peripheral blood to determine gene
expression, blood glucose and lipid profile. Additional data
collected: Anthropometric variables (weight, height, BMI, waist circumference
andhip percentages of lean and fat mass). Gene expression was determined after
extractionof RNA, cDNA retroconversion and PCR-RT amplification and specific
primers and fluorescent probes. There was a significant difference in the
expression of Elovl5 in adipose tissue (p = 0.009) and SCD1 in blood mononuclear
cells (p = 0.004).Triglycerides decreased (p = 0.002) with no associated change in
gene expression.ElovlS expression in adipose tissue was associated with HDL
cholesterol (r = 0.802, p = 0.017), total cholesterol change (r = 0.786, p = 0.021),
and ElovI5 expression in mononuclear cells was associated to waist circumference
(r =- 0.699, p = 0.024) and hip circumference (r =-0.685, p = 0.029). We found a
coordinated regulation of SCD1 and SCD5 in mononuclear cells. There was a
trend toward increased LDL cholesterol (p> 0.05). As reported by other
Gunnarsdottir et al in 2004, it is necessary to carefully assess the levels of LDL in
patients undergoing supplementation with omega-3 fatty acids. Finally we found
that omega-3 fatty acids reduce triglycerides in teenage obese patients and Elovl5
regulation in adipose tissue is related to total cholesterol and HDL cholesterol,
which puts the Elovl5 as a potential therapeutic target in the treatment of lipid
disorders.

Keywords: obesity, omega-3 polyunsaturated fatty acids, gene expression, SCD1,
SCDS5, Elovl5, Elovl6.
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3. Introduccion

La obesidad es una enfermedad multifactorial, caracterizada por el exceso de
grasa corporal, producto de un desequilibrio en el balance energético, sucede
cuando el consumo energético es mayor al gasto. La obesidad se asocia a un
estado inflamatorio de baja intensidad’, puede afectar a casi todos los érganos y
tejidos del cuerpo, causando una multitud de problemas clinicos?, ademas, la
obesidad incrementa el riesgo de padecer enfermedades cronico-degenerativas
como la diabetes tipo 2, las enfermedades cardiovasculares (ECV), las
dislipidemias, la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA), Ia

hipertension arterial (HTA) y diversos tipos de cancer.®

La prevalencia de obesidad y sus comorbilidades esta incrementandose en todo el
mundo®. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estimé que en el afio 2008,
cerca de 200 millones de hombres y 300 millones de mujeres tenian obesidad, lo
que representa el 10% de la poblacion mundial. Adicionalmente, se sabe que el
44% de los casos de diabetes, 23% de los eventos de las enfermedades
isquémicas del corazon y entre el 7 al 41% de los canceres son atribuibles al
sobrepeso y la obesidad. Actualmente las enfermedades relacionadas al
sobrepeso y obesidad constituyen la 5ta causa de muerte a nivel mundial® y la 2da

causa de muerte en paises desarrollados®.

La obesidad pediatrica se diagndstica habitualmente utilizando tablas percentilares
del indice de masa corporal IMC (relacion entre el peso y la talla al cuadrado)
ajustado para la edad. Se considera a un nifio obeso cuando se encuentra por

arriba del percentil 95 del valor de referencia para su sexo y edad®.
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En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2006) encontré
que uno de cada tres hombres o mujeres adolescentes tiene sobrepeso u
obesidad, esto representa alrededor de 5 757 400 adolescentes en el pais.” Esta
cifra es alarmante debido a que la obesidad pediatrica tiene graves consecuencias
para la salud de los nifios y adolescentes los cuales tienen efecto a corto y largo
plazo®. Por lo que, hoy en dia, los pediatras atienden enfermedades crénicas
asociadas a la obesidad anteriormente denominadas como enfermedades de la

vida adulta.®

Presentar obesidad en la nifez o adolescencia crea un panorama distinto a
desarrollar obesidad en la vida adulta. Los pacientes pediatricos obesos tienen
una mayor probabilidad de presentar alteraciones clinicas a edades tempranas
(baja autoestima, problemas de comportamiento, hipertension arterial,
dislipidemias, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, asma, apnea obstructiva
del suefo e inflamacién crénica), disminuyendo notablemente su calidad de vida.
Lamentablemente los nifios y adolescentes obesos tienen una alta probabilidad de
continuar siendo obesos en su vida adulta, y se encontré que tener obesidad a los
18 afios (desarrollada en la edad infantil) constituye un factor de riesgo

independiente de muerte prematura®.

Los nifios y adolescentes con obesidad presentan alteraciones en el metabolismo
de lipidos e hidratos de carbono, debido al exceso en la acumulacién de grasa
corporal. Es frecuente encontrar la presencia en nifios obesos de niveles altos de

colesterol y ftriglicéridos, lo que favorece el desarrollo de enfermedad
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aterosclerdtica, siendo asi las dislipidemias en la infancia uno de los principales

factores de riesgo cardiovascular'®.

Los nifios y adolescentes obesos, estan enfermos y deben ser tratados desde un
enfoque multidisciplinario, para mejorar su condicion de salud actual y evitar
complicaciones futuras. En la actualidad, las medidas mas socorridas para tratar
la obesidad se centran en la adopcion de un estilo de vida saludable, cambios en
los habitos de alimentacidn con mantenimiento a largo plazo''. La Asociacion
Americana de Dietistas sugiere 4 estrategias iniciales para tratar la obesidad en

los nifios'?:

a) Reducir la ingesta de energia mientras se mantiene una 6ptima ingesta de
nutrientes, esto para proteger el crecimiento y desarrollo.

b) Incrementar el gasto de energia, a través de la realizacion de actividad
fisica y desalentar las conductas sedentarias.

c) Participar a los padres y personal de salud de primer contacto como
agentes de cambio.

d) Facilitar un ambiente familiar de apoyo

La utilizacion de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) omega 3 se ha sugerido
como una alternativa para el manejo de las alteraciones metabdlicas secundarias
a la obesidad. Diversos estudios en humanos adultos han encontrado que un alto
consumo de AGPI omega 3 se asocia a una menor incidencia de enfermedades

cardiovasculares, ademas provocan la disminucién de los triglicéridos séricos' .
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En modelos animales, los efectos del consumo de AGPI muestran un
comportamiento similar y fueron pioneros en dilucidar las vias metabdlicas
reguladas por los AGPl omega 3 y como estos mejoran el metabolismo lipidico. La
suplementacion con omega 3 en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas

evitd la resistencia a la insulina en el tejido muscular y hepatico.™

Hasta ahora, se sabe que los AGPI omega 3 ejercen su accién regulando la
expresion génica a través de la union a ciertos factores transcripcionales como los
receptores activados de peroxisomas (PPARSs), la proteina de unién a elementos
de respuesta a esteroles (SREBP). En el higado los AGPI y sus metabolitos
pueden actuar como moduladores de factores de transcripcidn como el receptor
hepatico X (LXRs) y las proteinas de unidon a esteroles (SREBPs) asi como de
otros factores de transcripcion, que regulan una amplia variedad de genes.'

Ademas de intervenir en el estrés oxidativo y en la resistencia a la insulina.™

Ademas de los factores transcripcionales, los AGPI controlan y regulan la
expresion de diversas enzimas estrechamente relacionadas con la biosintesis de
lipidos. Las enzimas de elongacion (ELOVL) y de desaturacién (SCD, Ax)
participan en la biosintesis de AGPlI omega 3, son reguladas directa e
indirectamente por ellos, ademas ciertas enzimas de estas vias (esteroil CoA
desaturasa 1, elongasa 5, elongasa 6) se han relacionado con la obesidad y

alteraciones metabdlicas del metabolismo de lipidos y carbohidratos.

Existe evidencia de su la regulacion de SCD1 por medio de AGPI omega 3. En un

estudio Velliquete y cols encontraron que en humanos que los acidos grasos

17



poliinsaturados alfa-linolénico (LNA), linoleico (LA) y eicosapentanoico (EPA)
disminuyen el mRNA de SCD, y esta intervencion nutricional puede ser util en el
manejo de niveles incrementados de ftriglicéridos en estados de riesgo

cardiometabdlico.'®

Por lo anterior, parece que la disminucion de la expresion de SCD1 por medio de
diversas estrategias puede ser una alternativa de tratamiento en la obesidad, sin
embargo debe tenerse cuidado ya que los medicamentos desarrollados para
inhibir su expresién provocaron en los modelos expuestos resequedad ocular y
pérdida de la barrera grasa de la piel. Otro inconveniente de la inhibicién de SDC1
es que no se sabe si también podria afectarse la expresién de su isoforma SCD5 y

si esto traeria consecuencias al organismo.

SCD5 es una variante de SCD1 analoga a SCD2 en ratén, tiene como funcion
bioldgica introducir una doble enlace en la posicidon delta 9 en el acido palmitico y
estearico (misma funcién que SCD1). Fue descubierta en 1995 como una enzima
que se encuentra principalmente en tejidos fetales y cerebrales, colocandola como
una enzima propia del desarrollo. Sin embargo su expresion persiste en tejidos
adultos sobretodo en cerebro y pancreas y se ha asociado a la maduracion de

preadipocitos a adipocitos en un modelo in vitro.

Por analogia con SCD1 y su accion en los cultivos de preadipocitos, SCD5
constituye un foco de interés en la investigacion de moléculas que puedan ser
reguladas por AGPI para el tratamiento de complicaciones asociadas a la

obesidad.
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Como se observo en los parrafos anteriores los AGPI son agentes terapéuticos
utiles en el tratamiento de la obesidad y la regulacion a través de ellos de las
enzimas SCD1, SCDS5, Elovl5 y Elovlé puede dilucidar los mecanismos de estas
sobre las alteraciones del metabolismo de lipidos. Es importante considerar que
los estudios realizados son en su mayoria en modelos animales y adultos, asi que
la modulacién de estas enzimas en nifios y adolescentes obesos no ha sido

suficientemente estudiada.

Por lo anterior se propone evaluar los efectos de la suplementacion dietética de
AGPl omega 3 en poblacién pediatrica obesa, midiendo los cambios en la

expresion génica de las enzimas SCD1, SCD5, Elovl5 y Elovl6.

4. Marco Tebrico
4.1. Obesidad Pediatrica

Diagnéstico

Debido a que el indice de Masa Corporal (IMC) cambia durante la nifiez y
adolescencia, los puntos de corte del IMC usados para definir el sobrepeso y la
obesidad en nifios y adultos no pueden ser aplicados directamente a la poblacién
pediatrica. Mediciones suplementarias de la adiposidad en los nifos y
adolescentes como pliegues cutaneos, porcentaje de peso ideal para la edad y
desviacion estandar del IMC especifico para la poblacion deben ser consideradas.
Aunque estas mediciones reflejan levemente distintos aspectos de la composicién

corporal o el tamafo corporal, se correlacionan moderadamente con la grasa
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corporal, incluso en nifos en crecimiento. En paises que cuentan con tablas
especificas de IMC para género y edad, la obesidad se diagndstica generalmente
como un percentil mayor o igual a 95 de IMC para la edad, y el sobrepeso como

un IMC entre 85 y 95 del mismo indicador.®
Clasificacion de la obesidad

Aunque el exceso de grasa corporal suele llevar a las mismas alteraciones
metabdlicas en los mismos, no todos los nifios obesos tienen una causa en comun
ni deben ser tratados de la misma manera. La obesidad se clasifica de acuerdo a
su origen en enddégena (producto de alteraciones endocrinas y genéticas) y

exdgena (derivada de factores medioambientales)'’.

La obesidad enddégena se presenta en etapas tempranas de la vida, ocurre
frecuentemente en asociacion con otros trastornos endocrinos y genéticos, los
signos y sintomas de éstos incluyen hipogonadismo, talla baja, trastornos
dismorficos y retardo mental. El retraso en el crecimiento caracteriza a la obesidad
endogena secundaria a desordenes endocrinos como el hipotiroidismo e
hipercortisolismo. Los nifios con obesidad secundaria a sindromes genéticos
tipicamente tienen caracteristicas fisicas encontradas tras la exploracion clinica.
Estas caracteristicas incluyen una talla menor a la esperada para su edad y una

edad 6sea normal o retrasada®’.

Debe realizarse una cuidadosa historia clinica y examen fisico para descartar o

sospechar una causa endégena o de obesidad en la mayoria de los nifios"’
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En la tabla 2 se enlistan las causas mas comunes de obesidad
secundaria(producto de algun sindrome genético, mutacién, medicamento o

condicion no intrinseca), se identifican también las causas de obesidad enddgena.

Tabla 1. Causas comunes de obesidad secundaria.

Genéticas™
Enfermedades monogénicas®
Mutacion del receptor 4 de melanocortina*
Deficiencia de leptina*
Deficiencia de proopiomelanocortina*
Sindromes*
Prader-Willi*
Barder-Bield*
Cohen*
Alstrom*
Fréhlich*
Neuroldgicas
Dafrio cerebral*
Tumor cerebral*
Consecuencias de irradiacion craneal*
Obesidad hipotalamica*®
Endécrinas
Hipotiroidismo*
Sindrome de Cushing*
Deficiencia de hormona del crecimiento®
Pseudohipoparatiroidismo*
Psicoldgicas
Depresién
Trastornos de alimentacion (trastorno por atracon,
comedores nocturnos)
Inducido por farmacos
Antidepresivos triciclicos
Anticonceptivos orales
Antipsicéticos
Anticonvulsivos (valproato de sodio, carbamazepina)
Sulfonilureas
Glucocorticoides
* Causa de obesidad endégena
Fuente: Singhal V, Schwenk F, Kumar S. Evaluation and
management of childhood and adolescent obesity. Mayo
Clin Proc. 2007;82(10):1258-1264

La obesidad exdgena, causada principalmente por factores medioambientales
inherentes al estilo de vida (dieta hiper-energética, sedentarismo, alto consumo de

grasas y azucares). Los nifios con obesidad exdgena son generalmente altos y
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suelen presentar una aceleraciéon del crecimiento a la par de un adelanto en su

edad ésea."’

Evaluacion clinica de nifios y adolescentes con obesidad

La evaluacién pediatrica inicia con una valoracién del nifio dentro de su contexto

familiar y escolar.

Los objetivos de la evaluacion son:

¢ Cuantificar el exceso de peso

e Calcular la tasa de incremento de peso y estatura (velocidad de
crecimiento).

¢ |dentificar otros factores de riesgo para la persistencia de la obesidad
(obesidad en los padres, condiciones de salud que limiten la
actividad fisica, inseguridad alimentaria, problemas mentales).

e Descartar causas de obesidad enddégena o secundaria.

¢ Identificar las comorbilidades existentes.

¢ |dentificar aspectos familiares o sociales que puedan intervenir con el
tratamiento.

Evaluaciéon de Laboratorio

Se evalua en el paciente el perfil de lipidos en ayuno (concentraciones de
lipoproteinas de baja densidad LDL, lipoproteinas de alta densidad HDL,
concentracion de triglicéridos y colesterol total). Este estudio se recomienda
principalmente en los nifios con exceso de peso y una familia con historia de

hiperlipidemia o enfermedad caridiovascular temprana, asi como diabetes tipo 2.
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Ha sido recomendado por la Asociacion Americana del Corazén que el nivel de
colesterol total en los nifios sea menor de 170 mg/dL (4.40 mmol/L) y el de LDL

menor de 110 mg/dL (2.84 mmol/L).

También debe evaluarse la concentracion de glucosa plasmatica en ayuno, ya que
esto es el test estandar para diagnosticar diabetes tipo 2 (los nifios obesos estan
en riesgo de desarrollarla). Una glucosa mayor de 126 mg/dL lleva al diagnéstico

de diabetes, entre 110 y 126 mg es un estado de prediabetes’®.
Tratamiento de la obesidad pediatrica (exdgena)

Las recomendaciones dietéticas hechas por la mayoria de los pediatras y otros
profesionales de la salud para el manejo de la obesidad infantil, es una moderada
restriccion de energia, utilizando las recomendaciones del Departamento de
Agricultura y la piramide de alimentos, ademas de las guias dietéticas de la
Asociacion Americana del Corazén para desarrollar un plan nutricional
balanceado, con porciones de tamafo controlado, apropiado para la edad. La
efectividad del plan es mejor si se acompafna de la reduccion en la ingesta de
alimentos ricos en grasa y azucares simples, ademas de los refrescos; y se da
énfasis al consumo de comidas bajos en calorias, alimentos altos en fibra como

frutas, vegetales y granos enteros'?.

Otra medida esencial en el tratamiento de la obesidad es el incremento del nivel
de actividad fisica para incrementar el gasto energético. Las guias mas recientes
recomiendan que en niflos y adolescentes se realicen de 30 a 60 minutos de

actividad fisica apropiada para la edad la mayoria de los dias de la semana'?.
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Comorbilidades en la obesidad pediatrica

Se ha reportado que la obesidad en nifos y adolescentes trae consigo
consecuencias en la salud a corto, mediano y largo plazo; ademas tiene un efecto
en la morbilidad y mortalidad en la edad adulta’. En la tabla 2 se enlistan algunas
de las enfermedades relacionadas y la etapa aproximada de presentacion en los

ninos obesos.

Presentacion/Sistema Condicién/Enfermedad

Consequencias inmediatas e intermedias

Cardiovasculares Hipertension, dislipidemia

Endocrinologicas Resistencia a la insulina/alteraciones en la tolerancia a

la glucosa, diabetes mellitus tipo 2, anormalidades
menstruales, sindrome de ovario poliquistico.

Gastrointestinales Colelitiasis, esteatosis hepatica, reflujo gastro-
esofagico

Neuroldgicas Hipertension intracraneal idiopatica

Ortopédicas Desplazamiento de las epifisis, enfermedad de Blount

(tibia vara), pie plano, esguinces del tobillo

Pulmonares Asma, desordenes del suefo, sindrome de
Pickwickian

Consecuencias a largo plazo

Persistencia de la enfermedad Los nifios obesos tienen la probabilidad de continuar
siendo obesos en la adultez

Morbilidad Enfermedad coronaria, diabetes, ateroesclerosis,
fractura de cadera, algunos tipos de cancer
Mortalidad Por todas las causas, enfermedad especifica

secundaria a enfermedad (ejemplo ECV)
Tabla 2. Consecuencias de salud de la obesidad de nifios y adolescentes. Fuente: Wang
Y. Child obesity and health. International Encyclopedia of Public Health, 2008: 590-604

La obesidad en nifios y adolescentes se ha asociado con graves comorbilidades
incluyendo diabetes mellitus tipo 2, hipertension y dislipidemias. Los triglicéridos
séricos se encuentran frecuentemente elevados en la obesidad y son

considerados un signo temprano de sindrome metabdlico.
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4.2.Tejido Adiposo
La mayor parte de la masa grasa del cuerpo suele acumularse en el tejido adiposo
y es por tanto, el principal tejido implicado en el desarrollo de la obesidad. El tejido
adiposo consiste en adipocitos embebidos en una matriz de tejido conectivo que

contiene fibroblastos, preadipocitos, macréfagos vy tejido vascular®.

El tejido adiposo es un 6rgano que forma parte del sistema enddcrino, esta
compuesto por tejido adiposo blanco (WAT) y tejido adiposo pardo (BAT). EIl WAT
sirve principalmente como depdsito de energia y triglicéridos, mientras que el BAT
almacena pequenas cantidades de grasa, las cuales se oxidan para producir calor

y regular la temperatura corporal?'.

El BAT genera calor a través de la accion desacoplante de la proteina UCP1, es
un tejido rico en mitocondrias con una elevada tasa metabdlica. Se sabe que todos
los neonatos nacen con cantidades considerables de BAT el cual puede persistir
en cantidades residuales en la edad adulta?’. En los adultos se encuentran

remanentes de BAT en el mediastino, espacio paravertebral y cuello®.

El principal rol del WAT el almacenamiento de triglicéridos durante el consumo de

energia y liberar los acidos grasos cuando el gasto de energia excede la ingesta.

El WAT se encuentra en el tejido subcutaneo, a nivel intra-abdominal, en el
epicardio, tejido extramiocelular, perivascular, linfoidal, retroorbital y facial.

También esta presente en la médula 6sea y las glandulas mamarias®.

En los humanos, la masa de tejido adiposo blanco cambia dramaticamente. De

hecho, ningun otro tejido puede variar en cantidad como lo hace el tejido adiposo,
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lo que determina la delicada regulacién del equilibrio entre el depdsito de grasa y
su utilizaciéon. Un crecimiento excesivo de la masa de tejido adiposo ocurre en la

obesidad®?.

Aunque el WAT ha sido considerado como metabdlicamente inactivo, hoy se sabe
que controla el metabolismo energético. Su regulacion se da a través de
mecanismos endocrinos, paracrinos y sefales autocrinas que permiten al
adipocito regular el metabolismo de otras células localizadas en el cerebro,

higado, musculo y pancreas.
Las funciones del WAT pueden clasificarse en tres rubros 2:

a) Metabolismo de lipidos
b) Catalisis de triglicéridos

c) Secretar adipocinas, citocinas y hormonas.

Las citocinas secretadas por el WAT en la obesidad pueden regular el gasto
energético, aunque la mayor parte promueven un proceso que resulta en una
inflamacion sistémica cronica. De acuerdo a su distribucién corporal, el WAT a
nivel abdominal (obesidad abdominal) medido por medio de la circunferencia de
cintura, es un factor de riesgo independiente para el desarrollo de resistencia a la
insulina y ECV. ElI WAT visceral (abdominal) secreta mas citocinas
proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) asi como reactantes de fase aguda (Proteina C

reactiva) que el WAT subcutaneo?.
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4.3. Acidos Grasos Poliinsaturados
Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son acidos grasos de 18 carbonos o
mas que contienen 2 o0 mas dobles enlaces en posicion cis interrumpidos por un
grupo metileno. 24 Los AGPI son componentes importantes de la dieta,
involucrados en un numero de diversos procesos fisiolégicos. Ademas de su rol
como componentes estructurales de los lipidos celulares, los AGPI también sirven
como sustratos para la sintesis de varios mediadores fisiolégicos como el acido
araquidonico y los eicosanoides (moléculas bioactivas mediadoras de la
inflamacion, la respuesta inmune y procesos del sistema nervioso central)®®. Los
AGPI claves en el metabolismo humano son el acido linoleico (LNA, 18:2 n-6) y el
acido linolénico (ALA, 18:3, n-3) los cuales no pueden ser sintetizados por las
células humanas debido a que los humanos carecen de la A12 y A15 desaturasas
necesarias para introducir un doble enlace en la posicion n-3 (omega 3) o n-6
(omega 6) en la cadena carbonada de un &cido graso®®. Estos AGPI necesitan ser

obtenidos de la dieta y se les ha denominado acidos grasos esenciales.

Existen dos formas principales de AGPI: la serie n-6 y n-3. La clasificacion se
refiere a la posicion del primer doble enlace respecto al carbono metilico.? (Figura
1). Los acidos grasos eicosapentanoico (EPA, C20:5), docosahexanoico (DHA,
C22:6) y araquidonico (AA, C20:4) son condicionalmente esenciales, ya que
pueden obtenerse por medio de un proceso de elongacion y desaturacion

endogena.
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Figura 1 Principales Acidos Grasos Poliinsaturados n-3 y n-6.
Fuente: Caballero R, Gémez R, Nufez L, Vaquero M, Tamargo J, Delp6n E. Farmacologia de los
acidos grasos omega-3. Rev Esp Cardiol. 2006:6(Suppl):3D-19D

La nomenclatura utilizada para designar a los AGPI en la presente revision (Figura
1) indica: numero de carbonos designada por la letra C, y el numero de dobles
enlaces indicado por los dos puntos (:), también se especifica la serie con la
indicacion n-3, n-6 u omega-3, omega-6. Existen diversas formas para designar

los nombres de los AGPI los cuales no se explicaran en este documento.

El principal acido graso n-6 proveniente de la dieta es el LNA el cual se encuentra
en altas concentraciones en granos, semillas y carnes, asi como en los aceites
vegetales de maiz, girasol, cartamo, canola y soya. El principal acido graso n-3
derivado de la dieta es el ALA el cual se encuentra en semillas de lino, vegetales
de hoja verde, chia y nueces. El acido LNA sirve como un sustrato importante en
la sintesis de otros AGPIs n-3 como el acido eicosapentanoico (EPA, 20:5 n-3) y el
acido docosahexanoico (DHA, 22:6 n-3)%. EI EPA es un importante componente

de los lipidos celulares de las células nerviosas y es un precursor de la sintesis de
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la serie PG3 de prostaglandinas.?® Por su parte, el DHA juega un papel importante

en el desarrollo cerebral fetal, el desarrollo 6ptimo de las habilidades motoras y la

agudeza visual en nifos, el metabolismo de lipidos en nifios y adultos asi como el

apoyo cognitivo en los ancianos.?’

Tras ser consumidos o sintetizados de novo, los AGPI de las series omega 6

(LNA, AA) y omega 3 (ALA, EPA, DHA) dan origen a diversas moléculas

biofuncionales. (figura 2). En los humanos, la conversion de ALA a EPA sucede

lentamente, aproximadamente el 5% es convertido a EPA y de este porcentaje, del

2-5% des convertido en DHA?. Posteriormente son incorporados en triglicéridos,

fosfolipidos y estéres de colesterol.®

Acidos Grasos n-6
(182 n-A)

18:3 n-6

W elongasa =

20:3 n-6

A6 desaturasa |

A5 desaturasa

Acidos Grasos n-3 (18:3

18:4 n-3

——

20:4 n-6
COX 5-LOX
¥ Y
PGE2 LTB
TXA2
PGI2

Proinfiamatorios
Agregantes
plaquetarios

Menos
inflamacion
Inhibidores

Planiiestarine

COX= ciclooxigenasa , LOX= lipooxigenasa , PGE= Prostaglandinas,

TXA=Tromboxano PGI2. LTB=Leucotrienos

Figura 2 Metabolismo de los AGPI n-3 y sintesis de eicosanoides

Fuente: odificado de: Allayee H, Roth N, Hadis HN. Polyunsaturated fatty acids and
cardiovascular disease. Implications for nutrigenetics. J Nutrigenet Nutrigenomics.

2009;2:140-148
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Los acidos grasos poliinsaturados representan el componente fundamental de los
fosfolipidos de la membrana celular. Los AGPI se localizan usualmente en la
posicion 2, mientras que los acidos grasos saturados o monoinsaturados son

usualmente encontrados en la posicién 1 o 3 de las moléculas de fosfolipidos.?®

La biosintesis endogena de EPA y DHA a partir del 4cido linolénico no es la unica
fuente de estos para el organismo; los acidos grasos EPA y DHA pueden
obtenerse directamente de la dieta de fuentes tales como: pescado azul (tunidos,
salmonidos) *° y aceite de pescado. Las especies mas ricas en AGPI n-3
(EPA/DHA) por cada 100 gramos de pescado crudo son: sardina 3.3 gr, macarela

2.5 gr, arenque 1.7 gr, anchoas 1.4 gr, salmén 1.4 gry sable 1.4 gr.%'

Como se reviso anteriormente, la sintesis de los acidos grasos AA, EPA y DHA
comparte enzimas comunes de la ruta de elongacién y desaturacion de acidos
grasos. Es importante saber qué so6lo un pequefio porcentaje del LA y ALA son
convertidos a sus acidos grasos de cadena muy larga (AA, EPA, DHA), ya que
una gran parte es directamente llevado utilizado en la via de la B-oxidacion. En
promedio del 60-85% de ALA y del 50% del LA son utilizados casi de inmediato.
El destino de estos acidos grasos es en su mayoria la produccion de energia en
tejidos como el corazén y el musculo, o de lo contrario, se recicla su cadena
carbonada para ser usada en la produccion de otros acidos grasos, aminoacidos

y esteroles en el cerebro y el higado.*

En los tejidos lipogénicos, ALA es convertido a EPA y DHA a través de una

cadena de pasos de elongacion y desaturacion. Primero el ALA es desaturado a
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18:4n-3 por laA6 desaturasa, posteriormente es elongado a 20:4n-3, y después es
convertido a EPA por la A5 desaturasa, el EPA puede ser elongado por la
elongasa 2 para formar 22:5n-3 y después a24:5n-3 seguido de una A6
desaturacion para formar 24:6n-3. Todas estas reacciones ocurren en el reticulo
endoplasmico (RE). Sin embargo para la biosintesis de DHA es necesaria la
participacidon de los peroxisomas, donde a través de una B-oxidacion el AG 24:6n-
3 y asi formar 22:6n-3.% La sintesis de los AGPl n-3 y n-6 se desglosa

graficamente en la figura 2.

4.3.1. Acidos Grasos Poliinsaturados Omega 3.

Reservorios corporales de AGPI n-3

Al igual que otros AGPI, los omega 3 se almacenan en el tejido adiposo blanco
WAT, El tejido adiposo contiene pequenas cantidades de AGPI n-3; el principal de
ellos es el ALA que se encuentra en cantidades del 1% y el DHA y EPA se
encuentran aun en cantidades menores, lo que sugiere una limitada capacidad de
almacenaje de estos acidos por lo cual deben ser aportados paulatinamente por la

dieta.®

Existen sitos especificos de depdsito de los AGPI n-3, un ejemplo es el DHA que
constituye casi el 17% del total de los &cidos grasos en el cerebro. ?° Otros tejidos
tienen un menor porcentaje de AGPI n-3, se ha descrito en poblaciéon norteamericana
sana que el DHA constituye aproximadamente el 4% del total de los lipidos en los

glébulos rojos y de 2.5 a 3.4% del contenido de los fosfolipidos séricos.*
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Se ha reportado que ell consumo de AGPI omega 3 incrementa los niveles de
estos acidos grasos en los tejidos corporales. Los estudios Anderson, Harris y
Breslow (revisados por Arterburn en 2006) en humanos mostraron que, la
suplementacién con DHA durante 3 a 6 meses, provoco el incremento de los

niveles de DHA y EPA en el miocardio, musculo esquelético, tejido adiposo y

epitelio rectal.®

Efectos metabolicos de los AGPI n-3
Es bien sabido que los AGPI n-3 confieren beneficios a la salud cardiovascular
principalmente por el enriquecimiento de los fosfolipidos de membrana con EPA y
DHA, a través de este mecanismo, reducen la presion arterial, mejoran la funcion
arterial y endotelial, reducen la agregacion plaquetaria y afectan favorablemente el

tono autonémico (tabla 3).%°

Tabla 3. Mecanismos potenciales por los que
los omega-3 disminuyen el riesgo de
enfermedad cardiovascular®

Reduce la susceptibilidad de arritmia ventricular
Antitrombogénicos
Hipotrigliceridemiante (en ayuno y posprandial)
Retarda el crecimiento de la placa de ateroma
Reduce la expresion de moléculas de
adhesion
Reduce el factor derivado de plaquetas
Antiinflamatorios
Promueven la relajacion mediada por éxido
nitrico endotelial
Leve efecto hipotensor
Fuente: Kris-Etherton PM, Harris WS, Appel LJ.
Fish consumption, fish oil, omega-3 fatty acids,
and cardiovascular disease. Circulation.
2002;106:2747-2757
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Hipertrigliceridemia
La hipertrigliceridemia es una condicion clinica caracterizada por la elevacion de
los triglicéridos séricos por encima del punto de corte de la normalidad (150 mg/dL
en adultos, 100 mg/dL en nifios pequefos), es una condicion asintomatica que se
presenta muchas veces asociada a obesidad y es un factor de riesgo para

presentar enfermedades cardiovasculares.

Tanto el EPA como el DHA son potentes agentes que disminuyen los triglicéridos
séricos.® Su efecto ha sido bien establecido en humanos. En 1997, Harris*
reportd que una dosis de 4 gramos por dia en promedio de AGPI n-3 provenientes
de aceite de pescado, disminuy6 la concentracion de triglicéridos entre 25 a 30%
acompafnado con un incremento de LDL de 5 a 10% y un incremento del colesterol

HDL de 1 a 3%.%

El mecanismo de la baja de triglicéridos, consiste en la disminucion de la

produccién de VLDL por higado, esto se da por los siguientes mecanismos:

a. La limitacién de la disponibilidad de los acidos grasos libres liberados de
las reservas adiposas

b. La supresion de los genes lipogénicos y la induccion de genes envueltos en
la oxidacidén de acidos grasos. En respuesta a la inhibicion de 1y PPARy y
SREBP1

c. La produccion neta de la apolipoproteina B (Apo B, constituyente de las
VLDL) esta reducida

d. Incremento de lipoprotein lipasa (LPL) en tejidos extrahepaticos.*’
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Inflamacion
La inflamacion es un fendmeno que ocurre en una gran variedad de patologias,
entre ellas cabe resaltar las enfermedades cardiovasculares y la obesidad, en la
cual el fenomeno no esta mediado por la agresion de un agente patdgeno, sino
mas bien por componentes propios de la dieta y del metabolismo del cuerpo que

inician una respuesta inmune de baja intensidad.

La inflamacién de la pared vascular es un factor clave en el proceso dinamico de
la aterosclerosis. Los AGPI n-3 poseen la habilidad de responder a la inflamacion
en la aterogenesis a través de mecanismos directos e indirectos. De forma directa
disminuyen la inflamacion debido a su rapido efecto sobre la regulacion de los
factores de transcripcion y de forma indireca regulando la produccion de
eicosanoides de la serie 3 y 5, asi como los mediadores lipidico anti-inflamatorios

y la supresion de reactantes de fase aguda.®®

Regulacién de la expresién génica
Los AGPI n-3 son reguladores importantes de muchos genes criticos para el
control de la homeostasis lipidica. Se ha reportado que los AGPI son ligandos de
los PPARs con lo cual se inducen respuestas fisiolégicas como la (B-oxidacion y
adipogenesis. También los AGPI inhiben la conversion de SREBP a su forma
activa, asi ejercen una accion potencial sobre la transcripcion de una variedad de

genes involucrados en la sintesis de colesterol, triglicéridos y acidos grasos.®
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La accidon de los AGPI no es solamente sobre los genes del metabolismo de
lipidos. La modulacion de NF-kB es un denominador comun en los efectos anti-

inflamatorios y anti-aterogénicos de los AGPI n-3.%

Adipogénesis regulada por AGPI
La masa de tejido adiposo puede incrementarse por hipertrofia o por hiperplasia
(adipogénesis) de las células grasas. El consumo de AGPI promueve la
disminucion de la hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos, ademas disminuye la
inflamacién existente en la obesidad a través de la inmunomodulacién de los
macrofagos y una menor secrecidn de citosinas proinflamatorias; todo ello
disminuye la resistencia a la insulina periférica, con lo que se evita el desarrollo de

comorbilidades asociadas a la obesidad (figura 5)*°
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Figura 3. Rol central del WAT en el desarrollo de resistencia a la insulina sistémica y
efectos protectores de una dieta suplementada con AGPI n-3.

Fuente: Flachs P, Rossmeisi M, Bryhn M, Kopecky J. Cellular and molecular effects of n-e
polyunsaturated fatty acids on adipose tissue biology and metabolism. Clinical Science.
2009;116:1-16

Farmacocinéticay Farmacodinamia

Por via oral, los AGPI n-3 se absorben en el duodeno, y su biodisponibilidad varia
dependiendo de la formulacién y de los cocientes omega-6/omega-3. Tras su

absorcion, los AGPI n-3 pueden:

a) Ser transportados al higado, donde se formaran parte estructural de
diferentes tipos de lipoproteinas que posteriormente son incorporadas al
tejido adiposo.

b) Acumularse en los fosfolipidos de la membrana celular para actuar como
precursores para diversos eicosanoides.

c) Oxidarse para la produccion de energia utilizada por la célula.*’

Los principales efectos secundarios son de orden gastrointestinal (nauseas,

)40

dispepsia, molestias abdominales, gastritis y diarrea y ocurren habitualmente

en dosis altas (>4g/dia).
Biodisponibilidad

La biodisponibilidad de los AGPI omega-3 depende de su forma estructural en los
lipidos de la dieta (triglicéridos, esteres etilicos o fosfolipidos). Cuando los AGPI
son consumidos en forma de triglicéridos se absorben eficientemente en el

intestino (>95% de absorcion). Los esteres etilicos pueden ser una forma eficiente
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de administracion, y los fosfolipidos parecen incrementar los niveles de AGPI

omega 3 directamente en el cerebro.?
Dosis recomendada

La presentacion farmacéutica de acidos grasos omega 3 (esteres etilicos) debe
consumirse siempre bajo prescripcion médica y esta recomendada para adultos
con enfermedad cardiovascular preexistente o hipertrigliceridemia (triglicéridos
>200mg/dL), la dosis es de 3 a 4 gramos por dia; con esto los triglicéridos
disminuyen entre 30 a 50% y hasta 45% si el paciente presenta niveles de

triglicéridos muy altos (>500 mg/dL).*'

Las recomendaciones existentes sobre el consumo de AGPI omega-3 en forma
de triglicéridos y fosfolipidos, tanto en suplementos alimenticios, aceite de
pescado, aceites vegetales (canola, linaza, lino; ricos en ALA) o alimentos ricos en

omega 3, se mencionan a continuacion.

La recomendacion de la Asociacion Norteamericana del Corazon (AHA) para EPA
y DHA es de 1 gramo por dia para pacientes con enfermedad coronaria
establecida y de 2 a 4 gramos pacientes con hipertrigliceridemia ** Las
recomendaciones de la Academia Nacional de Ciencias establecen que el
consumo de acidos grasos omega 3 (ALA) para nifios sanos de 4 a 18 afios debe
oscilar entre el 0.6 al 1.2% del valor calérico total (1.0 a 1.2 gramos por dia).** La
recomendacion para poblacion pediatrica con obesidad y un riesgo moderado de
enfermedades cardiovasculares debe ser cuidadosamente realizada, ya que

varias especies marinas fuente de omega 3 contienen altos niveles de
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metilmercurio y otros contaminantes ambientales, de modo que el principal
objetivo en la poblacion pediatrica es prevenir la ingesta de dichos contaminantes
sobre el alto consumo de DHA y EPA*.

No se cuenta con estudios clinicos en nifios con hipertrigliceridemia para
establecer una dosis de AGPI. Un consumo inferior a 4 gramos por dia es seguro

y permite observar cambios metabdlicos en poblaciones similares.

Enzimas selectas participantes en el metabolismo de lipidos en la
obesidad que pueden ser blancos de los AGPl omega 3

Esteroil CoA Desaturasa 1 (SCD1)

La esteroil CoA desaturasa es una enzima del RE que cataliza la biosintesis de
acidos grasos monoinsaturados a partir de acidos grasos saturados, los cuales
son previamente sintetizados de novo o derivados de la dieta. Introduce un doble
enlace en la posicion 9 a partir del carbono carboxilico. SCD1 en uniéon con NADH,
la flavoproteina citocromo 5 reductasa y el citocromo aceptor de electrones b5 en
presencia de oxigeno molecular introducen una senal de doble enlace en el
espectro de los sustratos acidos grasos-metil-interrumpidos (Figura 4). Sus
sustratos predilectos son palmitoil y esteroil-coA los cuales son convertidos a
acido graso palmitoleico y estearico respectivamente. Esos productos son los
acidos grasos mas abundantes en varias clases de lipidos como son: fosfolipidos,
triglicéridos, colesterol, esteres, ceras y diacilgliceroles. Ademas de los
componentes de los lipidos los acidos grasos monoinsaturados sirven como

mediadores de la transduccién de sefiales y la diferenciacién celular.**
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Desaturation of Stearoyl-CoA by SCD
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Figura 4. Reaccion de desaturacion mediada por SCD1

Fuente: http://www.biochem.wisc.edu/faculty/ntambi/default.aspx

Se sabe que SCD1 es expresada en diversos tejidos, el principal es el tejido
adiposo® y en el higado. Su promotor ha sido clonado y caracterizado; contiene
sitios de unién para SREBP, NF-Y y el elemento de respuesta a acidos grasos
polinsaturados.*® SCD1 tiene una regién altamente conservada hacia la region
UTR 3’ entre ratones, ratas, ganado, cerdos y humanos, éste puede tener un
papel clave en el ensamblaje de la transcripcion, la poliadenilizacién y la salida del
nucleo, asi como en la regulacion al nivel de los transcriptos y su estabilidad.*’
SCD1 es regulada tanto por el factor transcripcional PPARa (regulador de genes
lipoliticos) asi como SREBP1c (regulador de genes lipogénicos) aunque estos

tienen acciones opuestas.*

Varios estudios estiman la actividad de SCD1 por medio de la medicién de la
expresion de mRNA de SCD1 aislado del indice de desaturacion o la actividad

enzimatica directa. En base a lo demostrado por Lochsen y cols, quienes
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encontraron que la actividad hepatica de SCD en ratas esta directamente

relacionada con el nivel del mRNA de la misma.*®

Por otro lado, SCD es requerida a su vez para la sintesis hepatica de esteres de
colesterol, y es inducida por el colesterol de la dieta. Algunos estudios sugieren
que juega un papel vital en el metabolismo de colesterol al proveer un sustrato
para los esteres de colesterol para temporalmente almacenar el excedente en el
hl'gado.45 Ademas de la respuesta al colesterol, SCD responde al proceso de
ayuno-realimentacién, incrementando su expresion y actividad en higado murino

hasta 40 veces tras la administracion de una dieta rica en carbohidratos.*®

La disminucién en la expresion de SCD1 en estados hiperinsulinemicos puede
lograrse tras la administracion de AGPI n-3 los cuales impactan en primer lugar
sobre SREBP1c a través de la disminucion de la capacidad de transactivacién de

LXRa.%°

Estudios hechos en ratones comprobaron que la disminucién de la expresion de
SCD1 puede protegerlos contra la obesidad, a la vez de atenuar la resistencia a la
insulina, sin embargo en humanos la evidencia es menos convincente. Los niveles
de mRNA de SCD1 estdan negativamente asociados con enfermedades
relacionadas al sindrome metabdlico como la resistencia a la insulina.®’ Incluso
algunos estudios no han encontrado asociacién entre SCD1 y obesidad en tejido
adiposo humano.®® De manera opuesta se ha encontrado que la induccién de

SCD1 puede atenuar la citotoxicidad mediada por palmitato y reducir la apoptosis
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y la expresion de citocinas inflamatorias, constituyendo un mecanismo protector

contra la lipotoxicidad.>

SCD5

En humanos adicionalmente a la enzima SCD1 se ha encontrado una variacion de
la misma: SCD5 Ila cual es una A9 desaturasa, unica en primates. Se expresa
principalmente en tejido cerebral y en pancreas, tanto adulto como fetal, siendo
mayoritariamente expresada en éste ultimo, por lo cual se ha propuesto que SCD5

puede tener influencia en el desarrollo cerebral.>

Para valorar la madurez del metabolismo lipidico de los oocitos, Feuerstein y
colaboradores evaluaron la expresion de SCD5 en oocitos humanos maduros e
inmaduros, esto realizado de manera similar a lo reportado por Moreau y cols que
encontraron que las células en cumulo en ovarios de ratas expresaban SCD para
proveer al oocito de acidos grasos insaturados. Feurstein encontré que los oocitos
en fase de meiosis expresaban mayormente SCD5 que los oocitos inmaduros o
maduros, siendo la primera vez que esto es reportado en tales células humanas.>®
Por lo tanto, la expresion de SCD5 es por tanto diferencial a la de SCD1,
expresandose persistentemente SCDS5 en cerebro y pancreas en humanos, asi

como isoformas similares en rumiantes.*®
Elongasa

La elongasa 5 (elovl5) es una enzima encontrada en humanos, participa en la

elongacion de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Se ha encontrado
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que se expresa de manera importante en testiculos y glandulas adrenales, aunque
puede ser encontrada en muchos tejidos humanos. Su gen codificante se
encuentra en el cromosoma 6 (6p21.1-p12.1), se compone de 900 nucleotidos, los
cuales son traducidos a 299 aminoacidos, formandose una proteina anclada al

reticulo endoplasmico.

En ratones, la enzima elovl5 esta relacionada en la elongacion de los acidos
grasos de 18 carbonos a 20 carbonos. Se ha observado que es un blanco directo
de SREBP1c y se controla a través de la activacion del complejo transcripcional
LRXa-SREBP1c. El mecanismo de retroalimentaciéon es mediada por la accion de

los AGPI sobre SREBP1c."®

La expresion de Elovl5 (asi como las desaturasas A5 y 6) fueron
significativamente inhibidas por la administracién de acidos grasos omega 6 y
omega 3 en hepatocitos de raton probablemente reflejando un mecanismo de
retroalimentacién negativa por la biosintesis de AGPIL."® Ratones knock-out para
Elovl5 mostraron que la reduccion en la actividad de esta enzima disminuyo los
productos AGPI C20-22, lo cual produjo un incremento en la activacion de
SREBP-1c asi como los genes relacionados con la sintesis de acidos grasos y
triglicéridos.”” La disminucién puede ser atribuida a la retroalimentacién negativa
de los AGPI sobre la accién de Elovl5, ya que otros autores han encontrado que la
relacion entre la expresion de Elovl5 en higado de ratas y el contenido nuclear y
la expresion de SREBP1c es independiente; sin embargo, existe una relacion

directa entre la regulacién de Elovl5 y PPARa®®
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Elovl6

La enzima microsomal elovl6 proviene de una familia de enzimas altamente
conservadas, cuya funcion es elongar acidos grasos de 16 carbonos a 18
carbonos. Se expresa practicamente en todos los tejidos, aunque se encuentra
mayoritariamente en aquellos con alto contenido lipidico como el WAT, BAT,

higado y cerebro.

En ratas elovl6 se regula por el factor de transcripcion SREBP-1 asi como por
PPARa, ademas del heterodimero formado por la proteina de unién al elemento
regulador de carbohidratos (ChREBP) y el factor X parecido a Max (MaX-like
factor X). La supresion de elovl6 en ratas diabéticas y en ratones intolerantes a la
glucosa que consumian una dieta alta en grasa se correlaciond con niveles

nucleares mas bajos de SREBP1.°°

También se ha encontrado que en ratones
knockout para el gen elovl6 estos estan protegidos contra la resistencia a la
insulina mediada por dieta aunque existe obesidad y baja oxidacion de acidos

grasos en el higado, contrario al mecanismo fisiolégico habitual. Lo cual no puede

explicarse por cambios en el balance de energia o las sefiales proinflamatorias.®°

En modelos animales (ratas y ratones) se ha encontrado que las elongasas 5 y 6
son reguladas (en el higado) por nutrientes (glucosa y grasa), hormonas (insulina)
y agonistas de receptores nucleares (LXR y agonistas de PPARa), asi como por

los factores de transcripcion ChREBP, MLX, SREBP-1, PPAR y LXR. *°
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5. Planteamiento del Problema

¢, Cual es la relacion entre el cambio en la expresion génica de SCD1, SCD5,
Elolongasa 5 y Elongasa 6 en respuesta a la administracion de un suplemento de
omega 3 y los indicadores bioquimicos y antropométricos en individuos obesos de

10 a 16 afios?

6. Justificacion

La obesidad en la poblacion pediatrica estda asociada con de desarrollo de
trastornos metabdlicos como la dislipidemia, diabetes mellitus, hipertension y
sindrome metabdlico los cuales influyen en la calidad de vida y a su vez

representa un alto costo econdmico para el individuo y nuestro sistema de salud.

Ante el dramatico incremento de la prevalencia de obesidad es fundamental tomar
acciones contra ello, ampliando la perspectiva del tratamiento, ir mas alla de la
simple pérdida de peso y buscar sobretodo la reduccion de las alteraciones

metabdlicas.

Las enfermedades metabdlicas como la obesidad producen alteraciones en la
composicion lipidica sanguinea y hepatica lo que repercute en la funcién de los
factores de transcripcion claves que modulan la expresion de las elongasas y

desaturasas en estos y otros tejidos.

El uso de AGPI es una estrategia ya estudiada en otras poblaciones para aminorar

las complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad y describir su accion
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sobre la modulacion de enzimas promisorias como blancos terapéuticos en el

tratamiento de la obesidad es en la poblacién pediatrica una excelente opcidn.

7. Hipotesis

La suplementacion dietética con acidos grasos n-3, en dosis de 3000 mg diarios
durante 12 semanas en individuos de 10 a 16 afios producira modulacion de la
expresion génica de SCD1, SCD5, Elongasa 5 y Elongasa 6 la cual disminuira los
niveles séricos de triglicéridos y colesterol, el peso corporal y el porcentaje de

grasa.

8. Objetivos

OBJETIVO GENERAL.

e Determinar los cambios en la expresién relativa de los genes SCD1, SCD5,
Elongasa 5 y Elongasa 6 en respuesta a la administracion de acidos grasos
n-3 Yy su asociacion con indicadores bioquimicos y antropométricos, en una

poblacién pediatrica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la expresion del RNA mensajero de SCD1y SCDS5, Elongasa 5
y Elongasa 6 al inicio y final del tratamiento.
e Correlacionar la expresion génica con los indicadores bioquimicos y

antropométricos seleccionados.
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e Correlacionar la expresion génica de SCD1 y SCDS5, Elongasa 5 y
Elongasa 6 del de tejido adiposo subcutdaneo y de células sanguineas

mononucleares en los individuos al finalizar el tratamiento.

9. Material y Métodos
9.1.Tipo de estudio

Estudio de intervencion, analitico, prospectivo, longitudinal, autocontrolado.

9.2.Delimitacién en espacio y tiempo
Hospital Infantil de México Federico Gomez, Escuela Superior de Medicina del IPN
(Laboratorio de Biologia Molecular) y Departamento de Gastroenterologia,

INCMNSZ. Marzo-Octubre 2010.

9.3.Poblacion y muestra
Poblacion: individuos obesos de 10 a 16 afios pacientes del Hospital Infantil

Federico Gomez, residentes del area metropolitana del Distrito Federal.

Muestra: no probabilistica

Muestreo: por conveniencia

9.4.Criterios de inclusion
Se incluyeron en el grupo de estudio a sujetos entre 10 y 16 afos de edad, de
ambos géneros, con obesidad de origen exégeno de acuerdo a las tablas del CDC

(IMC para la edad =2P95), los sujetos fueron pacientes del Hospital Infantil Federico
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Gémez procedentes del area metropolitana de la ciudad de México, con
asentimiento por parte del menor vy firma de consentimiento informado por los

padres o tutores.

Fue necesario que el paciente y sus padres o tutores mostraran disposicion total

para la toma de sangre y biopsia de grasa subcutanea.

9.5.Criterios de exclusion

No se incluyeron a los pacientes con hipersensibilidad al aceite pescado, retardo
mental, retraso en el desarrollo psicomotor, alteraciones del sistema nervioso
central (epilepsia), enfermedades pulmonares, pacientes con cardiopatias, reflujo
gastroesofagico, endocrinopatias (hipotalamica, tiroidea, Diabetes Mellitus tipo 1 o
2), hipertrigliceridemia familiar (triglicéridos mayores de 300 mg/dl e historia
familiar de hipertrigliceridemia), hipercolesterolemia familiar, sindrome de ovario
poliquistico o sindromes somatodismorficos (sindrome de Prader Willi, Barder-
Biedl), uso de anticonceptivos, uso de vitaminas, sindrome nefrético,
enfermedades hepaticas, ascitis o edema, uso de medicamentos ftriciclicos,
cloropromacina, tioridazina, acido valproico, carbamacepina, metformina,

tabaquismo activo o ingesta de alcohol.

9.6.Criterios de eliminacion
Se eliminaron del estudio a los pacientes que no asistieron a una cita de
seguimiento, por decision propia no terminaron el tratamiento, presentaron una

ingestion menor al 90% del numero de capsulas del suplemento, presentaron
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persistentemente sintomatologia gastrointestinal y a aquellos que retiraron su

consentimiento informado.

9.7.Evaluacién y Seguimiento
Evaluacion Inicial
Previo a la firma del consentimiento informado, se realizd una historia clinica
pediatrica completa, toma de medidas antropométricas, muestra de sangre venosa
en ayuno (3 tubos de 6mL cada uno), biopsia de tejido adiposo subcutaneo,
entrega del plan de alimentacion y prescripcion del consumo del suplemento
alimenticio con AGPI n-3 (5 capsulas por dia, 3000 mg 1/3 EPA, 2/3 DHA), se

explico al paciente el calendario de monitoreo y su programacion de citas.

Monitoreo
Mensualmente los pacientes acudieron al area de nutricién del departamento de

alergias del HIFGM, donde fue revisado su apego al tratamiento.

Los pacientes registraron en el diario de apego y sintomatologia gastrointestinal su
consumo diario del suplemento tanto en la mafiana como en la noche asi como la
presencia de sintomas gastrointestinales tales como: diarrea, nausea, vomito o

presencia de heces grasosas.

A la par de realizar la entrega del diario de apego al tratamiento, los pacientes
entregaron el frasco vacio al personal de nutriciéon el cual contd las capsulas

sobrantes en el frasco para comprobar el apego al tratamiento.
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El apego a la dieta fue evaluado por la aplicacion de un recordatorio de24 horas y

se reajusto la dieta cuando se considerd necesario.

Evaluacién Final
Los pacientes asistieron en ayuno al finalizar las 12 semanas de tratamiento, se
realiz6 el monitoreo mensual, la toma de mediciones antropométricas, se
colectaron 3 tubos de sangre de 6 ml c/u para los analisis bioquimicos y de

expresion génica y se tomo la biopsia de tejido adiposo subcutaneo.

9.8.Técnicas y procedimientos
Prescripcion dietéticay entrega del suplemento de AGPI n3
Todos los pacientes tuvieron una prescripcion dietética de acuerdo a sus
caracteristicas individuales; la cual fue ajustada realizando el calculo de calorias
totales y disminuyendo posteriormente entre el 15 y 20% del requerimiento
energético total. La dieta cumplio la siguiente distribucion de macronutrimentos:
60% de hidratos de carbono, del 20 al 25% de lipidos y menos del 7% de grasas

saturadas.

Fue entregado a los pacientes un formato de recomendaciones generales para
llevar una dieta correcta, ademas de un plan de alimentacién ajustado al sistema
mexicano de alimentos equivalentes. Se explicd al paciente y a sus padres o

tutores claramente la forma de seguir la dieta.

Se les entregd un frasco que contenia 160 capsulas blandas de gelatina rellenas

de AGPI omega-3, y se les indico a los pacientes la dosis diaria la cual fue: tomar
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5 capsulas al dia, 3 en la mafiana y 2 en la noche, preferentemente después de

los alimentos.

Antropometriay composicion corporal
Se tomaron las siguientes medidas antropométricas: peso, talla, circunferencia de
cintura, circunferencia de cadera y se calculé el IMC y se evalu6 la composicion
corporal (porcentaje de masa grasa y masa magra) por medio de bioimpedancia

eléctrica tetrapolar.

Peso: se tomd estando el paciente sin zapatos, con la menor cantidad de ropa
posible, colocandose de pie y con la vista al frente y los brazos suspendidos a los

lados del cuerpo sobre una bascula.

Talla: se coloco al paciente de pie paralelo al estadimetro, (sin zapatos ni adornos
para el cabello que pudieran interferir con la medicion) procurando estuviera en
contacto con la barra fija del estadimetro, se verificé que la cabeza se encontrara
en el plano de Frankfurt y se tomd la medicidon colocando la barra movil en el

punto mas alto del craneo.

Circunferencia de cintura: con los pies ligeramente separados vy los brazos
separados extendidos ligeramente separados del cuerpo se tomd la medicion
entre el borde superior de la cresta iliaca y la ultima costilla, estando la cinta

métrica de fibra de vidrio paralela al piso.

Circunferencia de cadera: estando el paciente con los pies ligeramente separados

se pidié que cruzara los brazos sobre el pecho y se tomd la medicion al nivel de la
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prominencia maxima de los gluteos; la cinta métrica de fibra de vidrio se mantuvo

paralela al piso.

indice de Masa Corporal: se calcul6é utilizando la férmula de Quetelet. IMC

(kg/m?)= Peso (kg)/Talla % (m)

Porcentaje de masa grasa y masa magra: Debido a que la bioimpedancia eléctrica
tetrapolar se basa en un modelo bicompartamental, solamente uno de los
componentes es medido, mientras que el otro es estimado por la diferencia. Masa
magra = 100%-Masa grasa. Se tomé la medicidén en ayuno de 8-12 hrs, con ayuno
de liquidos de al menos 4 horas con la cavidad vesical vacia, se coloco al paciente
recostado sobre una superficie plana lo suficientemente ancha para colocar los
brazos al costado del cuerpo sin que estos tuvieran contacto con el mismo y las
piernas pudieran estar separadas, se pidi6é al paciente retirara todos los objetos
metalicos de su cuerpo (llaves, monedas, aretes, cadenas) y se colocaron 4
electrodos, 2 en el dorso de la mano y 2 en el pie, superior a los nudillos y sobre la
mufeca y a la altura del tobillo en la cara anterior del pie. Se hizo incidir una
corriente eléctrica imperceptible a través del paciente y se registraron los datos

entregados por el equipo: porcentaje de masa grasa y magra.

Toma de biopsia de tejido adiposo
Previa asepsia y antisepsia de la regién abdominal, con infiltracion de lidocaina al
2%, se tomdé mediante sacabocado de 2mm de didmetro una muestra de tejido
conteniendo piel y tejido celular subcutaneo, se realiz6 hemostasia y se cerré la

herida de piel con un adhesivo tisular (cianocrilato), se procedié a colocar el
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espécimen en un tubo eppendorf de 1.5 mL con 500ul de RNA later para su

almacenamiento temporal a -20°C.

Muestra de sangre
Previa asepsia y antisepsia, se tomé la muestra en ayuno por puncidén venosa en
el pliegue del codo utilizando el equipo Vacutainer (BD Vacutainersystems, USA) y

tubos tipo vacutainer con EDTA y para suero.

Andlisis de la expresién génica
A su llegada al laboratorio de Biologia Molecular de la ESM, las muestras fueron
registradas y foliadas en orden progresivo, contandose con 2 categorias: “Sangre”

y “Grasa”.

Extraccion de RNA
Tejido Adiposo Subcutaneo (Biopsia)
Se extrajo RNA total de las biopsias de tejido adiposo subcutaneo (conservadas
en RNA later) utilizando el GSI Total RNA Isolation Kit (Genemedsynthesis, Inc.

San Antonio, TX. USA) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

a) Se tomo la totalidad de la biopsia (20-100mg) y se cortd en trozos
pequefios utilizando pinzas Kelly curvas y tijeras de diseccion de acero
quirurgico.

b) Se homogenizo la muestra en 1 mL de reactivo GS1 (GSI Total Isolation Kit,
Genemedsynthesis, San Antonio, TX, USA) utilizando un tubo de vidrio y un

taladro con varilla plastica acondicionado para el proceso. La
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f)

homogenizacion se llevo a cabo colocando el tubo en contacto permanente
con hielo para mantener una temperatura de aproximadamente 4°C.

El homogenizado se transfirio a dos tubos Eppendorf® de 2mL (500uL en
cada tubo) y se agregaron 100 uL de solucién salina a cada uno de ellos.
Se vortexeo por 10 segundos.

Se adicionaron a cada tubo 500uL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico,
se vortexeo 10 segundos y se dejaron reposar 5 minutos a temperatura
ambiente.

Los tubos fueron centrifugados durante 10 minutos a 13,500 rpm a 4°C.
Por medio de la centrifugacién el contenido del tubo se habia separado en 3
fases (fase organica “ambar-café”, interfase blanca y fase superior
transparente que contenia el RNA). Se transfirid la fase superior
transparente a 2 tubos eppendorf nuevos de 1.5 mL (un tubo original a un
tubo nuevo) y se agregaron 500ul de isopropanol frio (4°C).

Se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 13,500 rpm a 4°C.

Se desechd el sobrenadante, conservando el “pellet” (coleccion sdlida de
RNA depositada en el fondo del tubo Eppendorf®, de color blanquecino), se
agrego a cada tubo 1mL de etanol al 70% y se vortexeo levemente hasta
que el pellet se separd del fondo del tubo evitando desintegrarlo.

Los tubos se centrifugaron durante 5 minutos a 7,500 rpm a 4°C.

Se decanté el sobrenadante con cuidado de preservar el pellet y se
colocaron los tubos en el speedVac para secar el pellet, este proceso duré

entre 30 segundos y 2 minutos, evitando la desecacién total del pellet.
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k) Se resuspendio el pellet en agua DEPC (dietilpirocarbonato) al 0.1%, de 10
a 50pl dependiendo del tamafio del pellet, se disolvid por pipeteo y se
transfirid el contenido de los tubos a uno solo.

[) Se incubd la muestra en bafio Maria a 55°C por 10 minutos.

m) La muestra fue almacenada a -70°C.

Células sanguineas Mononucleares

La separacion de células mononucleares se llevé a cabo por densidad tras
centrifugacion con polisacarido-ditrizoato de sodio Lymphoprep® (Axis-Shieldplc,

Scotland).

a) La sangre previamente fue colectada en tubos con anticoagulante (EDTA) y
estos fueron agitados levemente por inversion de 8 a 10 veces.

b) Se diluyeron 3 mL de sangre con 3 mL de solucion salina al 0.9% en un
tubo Falcén de 15 mL estéril.

c) Se colocaron en un tubo Falcon de 15 mL, 3 mL de Lymphoprep® y se
agregd cuidadosamente la sangre diluida con solucién salina (6mL), se
evitd que se mezclaran las fases y no se agito el tubo (Figura 8).

d) Se centrifugé la muestra a 800 g (2000 rpm) por 30 minutos a temperatura

ambiente (aprox 20°C).
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Figura 5 Fases en la separacién de células mononucleares
e) Se colectaron en un tubo Falcon nuevo las células mononucleares que se
encontraban en la interfase, sin transferir la fase superior transparente
(Figura 8).
f) Se agreg6 a las células mononucleares solucién salina hasta obtener 10 mL
de volumen (para reducir la densidad de la solucion) y se centrifugd 10

minutos a 250g (1200 rpm) a temperatura ambiente (20°C).

Se obtuvo un “pellet” blanquecino de células mononucleares el cual
posteriormente se tratdé por el método de isotiocianato de guanidina (TRIzol®

Reagent, Invitrogen, USA).

a) Se agregé 1 mL de TRIzol® al pellet de células mononucleares y se
mezclo por pipeteo, se dejé incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

b) Se transfirid la mezcla anterior a un tubo Eppendorf® de 2mL y se

homogenizé por medio de agitacion (en vortex).
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c)

f)

Se agregaron 200 pL de cloroformo y se mezcld vigorosamente durante
15 segundos, se incubd 3 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd 12,000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Por medio de la centrifugacion el contenido del tubo se habia separado
en 3 fases (fase organica “roja”, interfase blanca y fase superior
transparente que contenia el RNA). La fase superior se transfirio por
pipeteo a un tubo Eppendorf® de 1.5mL nuevo y se agrego a éste
500uL de isopropanol.

La muestra se incubé 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd 10 minutos a 12,000 rpm (g) a 4°C.

Se desecho el sobrenadante con cuidado de mantener en el fondo del
tubo el pellet de RNA.

Se agrego 1mL de etanol al 75% al pellet y se vortexeo levemente hasta
que el pellet se despegd del fondo del tubo.

Se centrifugd la muestra a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Nuevamente se desechd el sobrenadante y el pellet fue secado en el
SpeedVac durante 30 segundos a 2 minutos, hasta estar parcialmente
seco evitar perder su solubilidad.

Se resuspendié el pellet en agua DEPC al 0.1%, de 10 a 50ul
dependiendo del tamafio del pellety se disolvio por pipeteo.

Se incubd la muestra en bafio Maria a 55°C por 10 minutos.

La muestra fue almacenada a -70°C.
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Cuantificacion de RNA

Se cuantific6 la concentracion de RNA en la muestra por medio de
espectrofotometria y se verifico su pureza (relacién de absorbancias 260/280 =

1.8).

En pequefas celdillas plasticas (capacidad 500uL) para espectrofotometria se
colocaron 0,5ul de muestra (RNA) y 100ul de agua doble destilada para obtener
un factor de dilucion de 201. Posteriormente se midio la densidad 6ptica (DO) en
un espectrofotometro a una absorbancia de 260 y 280 nm. Se estimd la

concentracion de RNA por medio de la siguiente formula:
RNA (ng/uL)= (DO a 260 nm) X (201) X (40)
Integridad del RNA

Se verificd la integridad del RNA por medio de electroforesis horizontal en un

microgel de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes.
Microgel para visualizar RNA al 1% (Desnaturalizante) 20ul.

I.  Reactivos
- 0.1gramos de agarosa
- 2 ml de MOPS (Acido 3-N-monofolino-propanesulfonico) 5X
- 7.4 ml de agua doble destilada
- 0.6 ml de formaldehido al 37%
- 0.2ul de bromuro de etidio

[I.  Procedimiento
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degradacion.

Pesar 0.1 gramos de agarosa, combinarlos con el agua doble
destilada y el MOPS5X en un matraz Erlenmeyer de 50 ml.

Calentar la mezcla en el horno de microondas durante 30 segundos
o hasta que la agarosa se haya disuelto.

Retirar del microondas y dejar enfriar ligeramente, agregar el
formaldehido y el bromuro de etidio poniendo en contacto la punta de
la pipeta con la superficie de la solucion.

Mezclar ligeramente la solucion y agregar al molde, los peines se
han colocado previamente a una distancia de 5 mm del borde
superior del inicio del mismo.

Esperar a que el gel solidifique a temperatura ambiente, retirar los
peines y retirar el gel con cuidado

Conservar en refrigeracion en una bolsa plastica con cierre

hermético. Viabilidad aproximada 7-28 dias.

Se cargaron en cada pozo del gel de agarosa (1% para RNA, desnaturalizante) 2yl
de RNA muestra (previa descongelacién a temperatura ambiente) y 2 ul de buffer
de colorante de carga para RNA (azul de bromoferol, xilencianol y glicerol 40%),
se coloco el gel dentro de la caja de electroforesis horizontal llenandola hasta
cubrir ligeramente el gel con buffer para RNA (MOPS 1%) y se corrié a 60 Volts
durante 15-25 minutos. Se observé el gel utilizando un transiluminador de luz ultra

violeta para verificar la presencia de las bandas de RNA y visualizar su grado de
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Sintesis de cDNA

La sintesis de acido desoxirribonucleico de cadena complementaria (cDNA) se

realizd con el kit Transcriptor First Strand cDNA sinthesys Kit (Roche

AppliedSystems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

a)

Se colocaron en microtubos de 200ul de capacidad especiales para
termociclador de bloque: 1 ug de RNA (previa descongelacion-volumen
variable), 2ul de Random Hexamer primer (600 pmol/pl) y agua grado PCR
hasta obtener un volumen de 13 pl.
Para garantizar la desnaturalizacién de las estructuras secundarias del RNA
se incubd la muestra en un termociclador de bloque con la tapa
precalentada, 10 minutos a 65°C.
Posteriormente, el tubo con la muestra se colocé inmediatamente en hielo.
Se agrego al tubo una mezcla preparada con los siguientes componentes: 4
Ml del buffer de reaccion de transcripcion de la transcriptasa reversa 5X,
0.5l de inhibidor de RNAsas, 2 yl de deoxinucleotidos (ANTPs) a 1mM
cada uno, 0.5ul de enzima transcriptasa reversa (20U/ul).
Se mezcld cuidadosamente la reaccion por pipeteo y se centrifugo
brevemente (5 segundos a 2000 rpm) para depositar los componentes en el
fondo del tubo.
Se procedid a la amplificacion utilizando el siguiente esquema de
temperatura en un termociclador de bloque con tapa precalentada:

- 10 minutos a 25°C

- 30 minutos a 55°C
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- (Inactivacion) 5 minutos a 85°C
g) La muestra se colocd en hielo para su procesamiento inmediato o se
mantuvo en congelacion a -20°C para utilizarse posteriormente.

Amplificacion de genes seleccionados

Posteriormente se amplificé el cDNA utilizando oligonucledtidos iniciadores vy
sondas especificas (Universal Probelibrary Set, human. Roche applied-science)
para los genes de SCD1, SCD5, Elovl5 y Elovl6, asi como para el gen constitutivo

18S (Anexo).

El rendimiento estandar de la sintesis de cDNA fue de 1000 ng/ul por lo cual se
utilizé 1 pl de cDNA en cada reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real
(PCR-RT). Se utilizd el LigthcyclerTagman Master kit en el termociclador de
carrusel Ligthcycler 1.5 (Roche applied-science), preparando las reacciones en

capilares de borosilicato de 20ul.

a) Para la amplificacion de cada muestra para cada gen individual se preparé
la siguiente mezcla (se mantuvieron todo el tiempo los reactivos en hielo):
a. 6.5ul de agua grado PCR
b. 0.2ul de oligonucledtidos iniciadores (derecho) a 10mM
c. 0.2ul de oligonucleétidos iniciadores (izquierdo) a 10mM
d. 2.0ul de Master Mix Tagman (preparado tras la adicion de 10ul de
enzima (Taq polimerasa) en un vial de Mix de Reaccién)
e. 0.1yl de Sonda especifica (Universal Probelibrary Set, human.

Roche)
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b) Se homogenizaron los componentes por pipeteo y se colocé la mezcla en
un capilar de borosilicato a 4°C (Uso de Cooling block, Roche).

c) Se agregd en la parte superior del capilar 1ul de cDNA problema, se coloco
la tapa al capilar y se centrifugd brevemente haciendo uso de un adaptador
para centrifuga (LigthCycler® centrifugeadapters, Roche applied-science).
La centrifugacion fue a 3000rpm durante 30 segundos.

d) El capilar se colocé dentro del termociclador Ligthcycler y se amplificé el
gen de acuerdo al siguiente esquema de temperaturas:

a. Preincubacion (1 ciclo): 95°C durante 10 minutos

b. Amplificacién (45 ciclos)
- Desnaturalizacion: 95°C durante 10 segundos
- Alineacion: 65°C durante 40 segundos
- Extensién: 72°C durante 1segundo

c. Enfriamiento (1 ciclo): 40°C durante 30 segundos

e) Se registré el Cross point (CP) para cada gen.

Se ajusto la expresion del gen constitutivo a una dilucién de 1:1000 ya que fue la

correspondiente a la expresion de los genes seleccionados tomando como

referencia el CP.

La normalizacion de la expresion por el gen constitutivo se expresa de acuerdo al

cambio (numero de veces) relativo de la expresion del gen blanco de acuerdo al

estado basal del paciente, tomando como referencia la expresion del gen 18S.
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9.9.Definicion de las variables y unidades de medida

Variable independiente: Suplemento de omega 3

Variables dependientes (expresion génica):

Expresién génica SCD1 en grasa
e Expresion génica Elovl5 en grasa
e Expresion génica Elovl6 en grasa
e Expresion génica SCD5 en grasa
e Expresion génica SCD1 en células sanguineas mononucleares
e Expresion génica Elovl5 en células sanguineas mononucleares
e Expresion génica Elovl6 en células sanguineas mononucleares
e Expresion génica SCD5 en células sanguineas mononucleares
Variables dependientes (antropométricas) (todas consideradas al inicio y final del

estudio y sus diferencias entre el estado final e inicial)

e Peso
e Talla
e |MC

e Circunferencia de cintura
e Circunferencia de cadera

e Porcentaje de grasa corporal

Porcentaje de masa magra

Variables dependientes (bioquimicas) (todas consideradas al inicio y final del

estudio y sus diferencias entre el estado final e inicial)
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e Triglicéridos

e Colesterol Total

e Colesterol HDL

e Colesterol LDL

e Glucosa

Variable

Género

Edad

Suplemento
omega 3

Obesidad
Peso

Talla

IMC

Circunferen
cia de
cintura

Masa grasa

Masa magra
Triglicéridos
*

Colesterol*
HDL*

LDL*

Glucosa*

Definicién Operativa

Condicién biolégica femenina o masculina del
paciente.

Afos y meses cumplidos desde el nacimiento
hasta el momento de la intervencion.
Consumo de 3000mg de &cidos grasos
poliinsaturados omega 3 al dia, en 2 tomas, 3
capsulas por la mafiana y 2 cépsulas por la
noche.

indice de masa corporal mayor o igual al
percentil 95 para edad y género de acuerdo a
las tablas del CDC

Masa del sujeto en kilogramos

Estatura del sujeto medida en posicion vertical
desde la base de los pies hasta el punto mas
alto del craneo.

Cociente entre el peso y la talla al cuadrado
del sujeto.

Perimetro del tronco a nivel del punto medio
entre la cresta iliaca y la ultima costilla.

Porcentaje de tejido adiposo visceral y
subcutaneo en el individuo estimado por
impedancia bioeléctricatetrafrecuencia.

Porcentaje de tejido magro en el cuerpo del

paciente estimado por impedancia
bioeléctricatetrafrecuencia.

Concentracion plasmatica de triglicéridos

Concentracion de colesterol total en el plasma

Concentracion de lipoproteinas de alta
densidad en el plasma

Concentracion de llipoproteinas de baja
densidad en el plasma. Obtenido por la
férmula de Friedewald: LDL=CT - (HDL +
TG/5)

Concentracion de glucosa en suero.

Tipo de
Variable

Cualitativa

Cuantitativa
continua

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa

Escala
de
Medicion
Dicotémi
ca

De razén

Dicotémi
ca

Dicotomi
ca

De razoén

De razén

De razon

De razoén

De razon

De razén

De razon

De razén

De razén

De razén

De razén

Clasificacion/
Categorias

Hombre
Mujer

NA

Si
No

Si
No

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Unidad de
medicién

NA

Afos

NA

Kg

Cm

Kg/m

Cm

%

%

mg/dL

mg/dL

mg/dL

mg/dL

mg/dL

63



SCD1-grasa

Elovl5-grasa

Elovl6-grasa

SCD5-grasa

SCD1-
mononuclea
res-sangre

Elovl5-
mononuclea
res-sangre

Elovl6-
mononuclea
res-sangre

SCD5-
mononuclea
res-sangre

Expresion relativa del gen SCD1 en tejido
adiposo relativo a la condiciéon basal del
paciente normalizada por el gen de referencia
18s.

Expresion relativa del gen Elovl5 en tejido
adiposo relativo a la condiciéon basal del
paciente normalizada por el gen de referencia
18s.

Expresion relativa del gen Elovlé en tejido
adiposo relativo a la condicién basal del
paciente normalizada por el gen de referencia
18s.

Expresion relativa del gen SCD5 en tejido
adiposo relativo a la condicién basal del
paciente normalizada por el gen de referencia
18s.

Expresion relativa del gen SCD1 en células
sanguinea mononucleares relativo a la
condiciéon basal del paciente normalizada por
el gen de referencia 18s.

Expresion relativa del gen Elovl5 en células
sanguinea mononucleares relativo a la
relativo a la condicion basal del paciente
normalizada por el gen de referencia 18s.

Expresion relativa del gen Elovlié en células
sanguinea mononucleares relativo a la
relativo a la condicion basal del paciente
normalizada por el gen de referencia 18s.

Expresion relativa del gen SCD% en células
sanguinea mononucleares relativo a la
relativo a la condicion basal del paciente
normalizada por el gen de referencia 18s.

*Niveles bajo ayuno de 8-12 hrs

9.10.

continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Técnicas de analisis estadistico

De razoén

De razoén

De razon

De razon

De razoén

De razoén

De razén

De razoén

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Incremento
de la
expresion
respecto a
basal.

Incremento
de la
expresion
respecto a
basal.

Incremento
de la
expresion
respecto a
basal.

Incremento
de la
expresion
respecto  a
basal.

Incremento
de la
expresion
respecto a
basal.

Incremento
de la
expresion
respecto  a
basal.

Incremento
de la
expresion
respecto a
basal.

Incremento
de la
expresion
respecto  al
basal.

Fue determinada la normalidad de las variables por la prueba de Kolmogorov-

Smirnov, posteriormente se utilizaron medidas de tendencia central y dispersion

para las variables cuantitativas continuas;

las variables cualitativas fueron
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expresadas como razones, el efecto de la intervencion en la expresion génica se
realizé utilizando la prueba de Wilcoxon, el subanalisis por género en la expresion

génica se realiz6 con la prueba de U de Mann Whitney.

La comparacion en el grupo pre y post-tratamiento para las variables bioquimicas
y antropométricas se efectud por medio de la prueba t de student para muestras

pareadas.

La asociacion entre las pruebas de biologia molecular, las variables
antropométricas y los datos bioquimicos se analizé por medio de correlacién

bivariada (Rho de Spearman para variables no paramétricas).

Se considerd significativo un valor de p<0.05. Los datos fueron procesados con el

programa estadistico SPSS 17 (SPSS Inc, Indiana University).

9.11. Consideraciones éticas
El proyecto fue realizado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki y aprobado por

el comité de Etica del Hospital Infantil Federico Gémez.

10.Resultados
La muestra total se conformd por 18 pacientes que finalizaron el tratamiento
satisfactoriamente, las caracteristicas generales de esta poblacion al inicio y final

de la intervencidon se muestran en la tabla 4.

Tabla 4 Caracteristicas de la poblacion al inicio y final del estudio.

Variable Basal Final A p*
Género (M/F) 12/6
Edad (afios) 12.45+1.81 12.85+1.81 | 0.25
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Peso 66.41+13.69 | 63.40+12.77 | -3.01 | 0.001
Talla 155.47+10.02 | 156.68+9.36 | 1.21 | 0.000
IMC 27.50+2.81 25.70+3.15 | -1.80 | 0.000
Circunferencia de cintura | 88.35+8.30 86.33+7.55 | -2.02 | 0.043
Circunferencia de cadera | 97.03+8.14 94.60+7.24 | -2.43 | 0.000
% Grasa corporal 37.7947.63 34.60+4.01 | -3.19 | 0.174
% Masa magra 62.22+7.64 65.39+4.01 | 3.17 | 0.177
*Prueba t para muestras pareadas

Los resultados mostraron una reduccion significativa en la mayoria de las
variables antropométricas al final de la intervencion (peso, IMC, circunferencia de
cintura y circunferencia de cadera), asi mismo se incremento significativamente la

estatura de los pacientes (p=0.001).

1

‘ -

Talla I Ci Ci
Cint Cad

Porcentaje

7 /

Grafica 1. Porcentaje de cambio al final de la intervencion de las variables
antropométricas con significancia estadistica (p<0.05). Poblacion general.

En promedio, los individuos perdieron un 4.5% de su peso inicial en tres meses,

que aunado al aumento fisiologico de estatura representd un descenso de 6.5%
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del IMC; la disminucion de circunferencia de cintura fue de 2.02 cm y de

cricunferencia de cadera de 2.4 cm, expresado en porcentaje en la Grafica 1.

En la medicién final se observdé una importante reducciéon en los triglicéridos
(p=0.002) sin cambios en la glucosa en ayuno, el colesterol total y el colesterol
HDL. Aunque no de forma significativa, el colesterol LDL se elevo en promedio 24

mg/dL (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de los parametros bioquimicos de la
poblacion al inicio y final del estudio.

Variable Basal Final A p*
Glucosa en 85.88+11.85 86.75+8.90 0.87 0.801
ayuno

Triglicéridos 231.25+64.85 | 95.75+28.40 -135.50 | 0.002
Colesterol 165.25+36.61 | 160.63+40.73 | -4.65 0.716
Total

HDL 32+4.84 30.37+7.13 -1.62 0.498
LDL 87+37.21 111.1+£36.58 24.10 0.062

*Prueba t para muestras pareadas

Se evalud la etapa de desarrollo puberal en 16 de los 18 individuos (tabla 6),
encontrando un total de 2 individuos en etapa prepuberal (Tanner 1) y mujeres en
etapa puberal (5, 0.83 del total) y hombres en etapa puberal (9, 0.9 del total). No
se realizaron comparaciones entre el grupo prepuberal y puberal debido al tamafio

de la muestra.

Tabla 6. Clasificacion por etapa puberal y género. Escala Tanner

Prepuberal Puberal Adulto
Tanner 1 2 3 4 5
Hombres 1 (0.1) 4 (0.4) 1(0.1) 4 (0.4) -
Mujeres 1(0.16) 3(0.5) - 1(0.16) 1(0.16)

Los datos expresan: nimero de pacientes con la caracteristica (proporcion de la
caracteristica de acuerdo al género)

67



Efecto de las suplementacion con acidos grasos omega tres en las variables

antropomeétricas y bioquimicas por género.

Debido a la variabilidad fisiologica y el dimorfismo sexual de los integrantes de la

muestra (pubertad-adolescencia), se realizé el analisis por género.

En los varones, hubo una disminucién significativa en el peso, IMC, circunferencia
de cintura y cadera, la talla aumentd (p=0.003), mientras que el porcentaje de
masa grasa presenté una disminucion no significativa, el comportamiento de la

masa magra fue similar en todos los analisis (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas de la poblacion por género (Masculino),
Basal y final de la intervencion

Variable Basal Final A p*
Edad (arios) 12.34£1.85 12.59£1.85 | 0.25

Peso 67.01£15.74 | 63.99£14.67 | -3.02 | 0.003
Talla 156.30+11.39 | 157.51£10.67 | 1.27 | 0.003
IMC 26.99+2.94 25.54+2.89 | -1.45 | 0.000

Circunferencia de cintura | 88.83+8.46 86.05+8.03 | -2.77 | 0.019
Circunferencia de cadera | 96.55+8.98 93.74+7.62 | -2.81 | 0.001

% Grasa corporal 39.03+7.69 33.51+4.03 | -5.52 | 0.057
% Masa magra 60.97+7.69 66.49+4.03 | 5.52 | 0.57
*Prueba t para muestras pareadas

Los triglicéridos disminuyeron aproximadamente 131 mg/dL en los varones
estudiados (p=0.017) y no ocurrieron cambios significativos en el resto de las
variables bioquimicas (Tabla 8), esto es similar a lo ocurrido al analizar en

conjunto los datos de hombres y mujeres.
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Tabla 8. Comparacion de los parametros bioquimicos en el género
Masculino al inicio y final del estudio.

Variable Basal Final A p*
Glucosa en 87.83+12.35 88.83+9.45 1.0 0.823
ayuno

Triglicéridos 226.50+72.44 | 95.33+33.54 |-131.16 | 0.017
Colesterol 156.83+39.04 | 145.0£32.06 |-11.83 | 0.442
Total

HDL 30.33+4.22 28.66+5.88 -1.66 0.573
LDL 81.200+14.10 | 97.26+30.33 | 16.06 0.216

*Prueba t para muestras pareadas

En las mujeres no existieron cambios significativos en las variables
antropométricas (Tabla 9), sin embargo se observd un aumento en la

circunferencia de cintura y el porcentaje de grasa corporal (p>0.05).

TABLA 9. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION POR GENERO (FEMENINO),
Basal y final de la intervencion

Variable Basal Final A p*
Edad (afos) 12.68+1.87 12.93+1.87 0.25

Peso 64.96+8.01 62.00+7.51 -2.96 .226
Talla 153.48+6.19 154.68+5.52 1.20 0.90
IMC 27.63+3.53 26.09+4.06 -1.54 0.155
Circunferencia de cintura 86.90+8.84 87.15+£6.90 0.25 0.897
Circunferencia de cadera 98.45+5.67 97.17+6.11 -1.27 0.269
% Grasa corporal 34.70+7.55 37.35+2.64 2.65 0.473
% Masa magra 65.37+7.53 62.65+2.64 -2.72 0.458

*Prueba t para muestras pareadas

En cuanto a los valores de los parametros bioquimicos al inicio y final de la
intervencion no existieron diferencias significativas. La muestra en esta categoria
se redujo a 2 individuos con analisis bioquimicos completos lo que hizo perder

poder estadistico al analisis (Tabla 10).
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Tabla 10. Comparacion de los parametros bioquimicos en el
género Femenino al inicio y final del estudio.

Variable Basal Final A p*
Glucosa en 80.00+11.31 80.50+2.12 0.50 0.951
ayuno

Triglicéridos 245.50+51.61 97.00+4.24 -148.5 | 0.141
(n=2)

Colesterol 190.50+7.77 207.504+24.79 | 17.0 0.595
Total

HDL 37.00+2.82 35.50+10.60 -1.5 0.830
LDL (n=2) 104.40+20.93 152.60+13.29 | 48.20 | 0.296

*Prueba t para muestras pareadas

Comparacion en la expresion geénica, estado inicial y final.

Uno de nuestros objetivos fue analizar el cambio en la expresion génica en tejido
adiposo subcutaneo, los resultados mostraron diferencias en la expresion génica
relativa (MRNA) solo en Elovl5, la cual disminuyd su expresion respecto al estado
basal (p=0.005) (Grafica 2). La mayor variacidon se observo en la expresion de
Elovl6 (desviacion estandar 2.032), y la expresion de SCD5 (0.4325+0.8105) y

Elovl5 (0.6273+1.1486) disminuyeron sin ser significativo (tabla 11).
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Grafica 2 Expresion génica relativa. Post-intervencion. Tejido Adiposo Subcutaneo. n =18

Tabla 11. Expresién génica relativa en tejido adiposo subcutaneo.

Gen (n) Media Desviacién p*
estandar

SCD1 (18) 1.0405 1.3582 0.901**

Elovl5 (18) 0.4326 0.8105 0.009**

Elovl6 (16) 1.3041 2.0320 0.679***

SCD5 (9) 0.6273 1.1486 0.359**

*Respecto al estado basal del paciente. **Prueba t para muestras pareadas.

***Test de Wilcoxon

Las variables SCD1, Elovl5 y SCD5 tuvieron una distribucién normal, mientras que
Elovl6 tuvo una distribucion no normal, por lo que esta ultima fue tratada con

pruebas no paramétricas (Wilcoxon) (tabla 11).

En cuanto a las células mononucleares, se observé una diferencia significativa en

SCD1 respecto al estado basal o control (p=0.016) (Grafica 3). La expresion de
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Elovl5 (1.3520+0.9992) y Elovl6 (1.3329+1.2566) tendi6 a aumentar, aunque el

cambio no fue significativo (Tabla 12).

p=0.004
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Grafica 3 Expresion génica relativa. Post-intervencion. Células sanguineas
mononucleares. n=11

Tabla 12. Expresidn génica relativa en células sanguineas mononucleares
Gen (n) Media Desviacion p*
estandar
SCD1 (11) 0.5036 0.4370 0.004**
Elovl5 (11) 1.3520 0.9992 0.270**
Elovl6 (11) 1.3329 1.2566 0.350**
SCD5 (11) 0.8535 0.4619 0.316™*
*Respecto al estado basal del paciente. **Prueba t para muestras pareadas.

Variacion en la expresién génica por género

La distinta composicion corporal en hombres y mujeres, llevo a la verificacion de
los cambios de expresion génica por sexo. Los resultados mostraron que no hubo
cambios significativos en la expresion génica en el caso de los hombres, mientras

que en las mujeres la expresion de Elovl6 se disminuy6é francamente (p=0.000).

72



La expresion de Elovl5 disminuy6 en las mujeres (0.3548+0.5923, p=0.044). Por
su parte la expresion de SCD5 disminuy6 (0.33 + 0.3931, p=0.042) (Grafica 4,

Tabla 13).
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Grafica 4 Expresion génica relativa en tejido adiposo, por género

Tabla 13. Expresion génica relativa en tejido adiposo, ajustada por género

Hombres Mujeres
Gen (n | Media Desviacién | p* Media Desviacion | p*
hombres, estandar estandar
n mujeres)
SCD1(12, | 0.8413 1.3008 0.698 1.4389 1.3384 0.458
6)
Elovl5 0.4715 0.9224 0.073 0.3548 0.5923 0.044
(12,6)
Elovl6é 1.9915 2.3344 0.212 0.1584 0.2415 0.000
(10.6)
SCD5 0.8651 1.5375 0.854 0.3300 0.3931 0.042
(5.4)

**Respecto al estado basal del paciente. **Prueba t para muestras pareadas.
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En células mononucleares no se encontraron diferencias en la expresion génica

para mujeres, mientras que en los hombres se observo una disminucion de SCD1

(0.5001+0.40520, p=0.029) y no hubo cambios adicionales en la expresion del

resto de los genes (grafica 5, tabla 14)
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Grafica 5. Expresion génica en células mononucleares sanguineas por género

Tabla 14. Expresion génica relativa en células mononucleares, ajustada por género

Hombres Mujeres
Gen (n Media Desviacion p* Media Desviacion p*
hombres, estandar estandar

n mujeres)
SCD1 0.5001 0.4050 0.029 0.5079 0.5219 0.103
(6.5)
Elovl5 1.7000 0.8381 0.096 0.9334 1.1030 0.899
(6,5)
ElovI6 1.6579 1.2686 0.260 0.9430 0.8987 0.894
(6.,5)
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SCD5 0.9435 0.2955 0.660 0.7445 0.6303 0.416
(6,5)
**Respecto al estado basal del paciente. **Prueba t para muestras pareadas.

Relacion de la expresion génica en tejido adiposo subcutéaneo y células

sanguineas mononucleares

Con la finalidad de encontrar si la expresién génica en tejido adiposo subcutaneo
pudiera reflejarse en la expresion a nivel sanguinea se realizé una prueba de
correlacion simple. Los resultados mostraron que no se encontré correlacién entre
la expresion génica en ambos tejidos ya que el valor de significancia estadistica

fue mayor a 0.05 en todos los casos (Tabla 15).

Tabla 15. Relacion en la expresion génica de
tejido adiposo y células sanguineas

mononucleares

r p
SCD1 -0.208 0.539*
Elovl5 0.312 0.350*
Elovl6 0.383 0.308**
SCD5 0.394 0.382*

*Pearson. **Rho de Spearman

Para estimar la relacion entre la expresion de SCD1 y su isoforma SCD5, se
evalud si existia una correlacién entre la expresion de los genes estudiados en
ambos tejidos. Se encontré que la expresion de SCD1 y SC5 (ambas en células
mononucleares) se da de manera coordinada; practicamente todos los aumentos
de SCD1 se reflejan en aumentos de SCD5 (r=0.914, p=0.000) (Gréfica 6). Este
comportamiento no se observa al correlacionar SCD1 y SCD5 en tejido adiposo

(p=0.705).
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Grafica 6. Correlacion de la expresion génica relativa de SCD1 y SCD5 en células
sanguineas mononucleares

La expresién de Elovl5 y SCD5 se correlacionaron tanto en tejido adiposo
(r=0.733, p=0.025) como en células sanguineas mononucleares (r=0.618,
p=0.043). La grafica se encuentra expresada con la correlacion de los genes en
cada tejido (Elovl5 en células mononucleares contra SCD5 en células
mononucleares y, Elovl5 en tejido adiposo contra SCD5 en tejido adiposo). Los
ejes corresponden a unidades relativas de expresidon génica y se pueden observar
la totalidad de pacientes y la linea de regresion para ambos pares de variables. Se
identifican en distintos colores los pares de variables; rojo para células
mononucleares y azul para tejido adiposo (Grafica 7). Se puede observar que a
pesar de la fuerte correlacion, el cambio en el valor de Elovl5 en células
mononucleares solamente explica el 28.5% de la variabilidad de la misma; y en el
caso del tejido adiposo, la variacion de Elovl5 explica el 25.6% del valor de SCD5

(Grafica 7, valor r?).
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Grafica 7 Correlacion de la expresion de Elovl5 y SCD5 en células mononucleares y

tejido adiposo

En tejido adiposo, la expresion de Elovl5 también se vio relacionada con la

expresion de SCD1 (r=0.692, p=0.001) como se muestra en la grafica 8, la

correlacion es discreta pero significativa.
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Grafica 8. Correlacion en la expresion génica de SCD1 y Elovl5 en tejido adiposo
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Mientras tanto, la expresion de Elovl6 se relaciond con la expresion de SCD5 en

tejido adiposo (r=0.929, p=0.001). Parece existir un efecto biolégico que une a la

poco descrita isoforma de SCD1 y las elongasas 5y 6. (Grafica 9).

Expresion génicarelativa. Elovl6 Tejido Adiposo

Grafica 9. Correlacion de la expresion génica de Elovl6 y SCDS5 Tejido Adiposo

Asociacion de la expresidn génica con las variables antropomeétricas y

bioguimicas
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La expresion de SCD1 en tejido adiposo se correlacion6d positivamente con la

variacién en el porcentaje de masa grasa (r=0.662, p=0.10). El incremento de

expresion de SCD1 en tejido adiposo correlaciond negativamente con la

disminucion en el porcentaje de masa grasa (delta), al final de la intervencion (r=-

0.649, p=0.12).
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Puede verse que la el incremento en la expresion de Elovl5 en células

mononucleares se relaciond con una menor circunferencia de cintura (r=-0.699,

p=0.024) y cadera (r=-0.685, p=0.029) (Grafica 10), ambos valores al final de la

intervencion. De esta forma, existe una asociacion entre la expresion de Elovl5 y

la composicion corporal a nivel abdominal, mayor Elovl5, menor circunferencia de

cintura y cadera.
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Grafica 10. Correlacion de la expresion génica de Elovl5 en células mononucleares con la

circunferencia de cintura y cadera

Respectivo a los parametros bioquimicos; no existid relacion entre el cambio en

los triglicéridos y la expresion génica (p>0.60). Sin embargo se observd una

asociacion no esperada entre la cifra de colesterol HDL en la visita final (30.37 +

7.13 mg/dl) y la expresion de Elovl5 en el tejido adiposo (r=0.802, p=0.017). Y de
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la variacion de colesterol total (-4.6+34 mg/dL) con Elovl5 en tejido adiposo
(r=0.786, p=0.021). El aumento de Elovl5 en tejido adiposo se asocia a un HDL
mas alto y a una disminucion del colesterol total, dando una condicion benéfica a

la salud cardiovascular.

11.Discusién

Los AGPI n3 disminuyen los triglicéridos en obesos de 10 a 16 afios

La disminucién de los triglicéridos no puede explicarse por cambios en la
expresion de SCD1. Algunos autores han encontrado que a nivel hepatico la
administracion de EPA y DHA inhiben la acil-CoA 1,2-diacilgliceron aciltransferasa,
con lo cual disminuye la sintesis de triglicéridos en este tejido, ademas actuan
incrementando la actividad de la lipoprotein lipasa produciendo un incremento en
la depuracion de triglicéridos®'. Debido a que el nimero de genes evaluado en
nuestro estudio fue pequefo y no incluye a estas importantes enzimas, podria
enmascararse el efecto de la modulacion de SCD1 por los AGPIn3 con los
mayores efectos presentados en las enzimas mencionadas, de esta forma en el
presente estudio no puede atribuirse a SCD1 la variacion de los triglicéridos, pero
tampoco puede imputarse el cambio a otras enzimas encontradas en estudios

anteriores debido a que no fue evaluada su expresion.

El consumo de AGPIn-3 puede incrementar el LDL con una disminucion

minima del HDL

Aunque no de forma significativa, el LDL tendié a aumentar en nuestros pacientes,

se ha reportado que los AGPl omega 3 pueden incrementar el nivel de LDL; no
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obstante el perfil aterogénico de estas LDL no es grande, ya que hay un cambio
de las LDL pequefias y densas a una conformacién de mayor tamafio y menor
poder aterogénico.®’ Ademas el riesgo potencial asociado es compensado por la
reduccion de triglicéridos que afecta la transferencia de esteres de colesterol
mediada por proteinas, reflejandose en un incremento (generalmente pequefo)

del colesterol HDL y la concentracion de Apo-Al.%’

El cambio en la expresion de HDL no fue significativo en nuestra poblacién, sin
embargo existi6 una tendencia a la disminucion similar a la encontrada por
Gunnarsdottir y cols en el 2008, donde observaron una disminucion en el
colesterol HDL en individuos obesos de 20 a 40 afos bajo un régimen de pérdida
de peso <30%de calorias de grasa divididos en 4 grupos (solo dieta y capsulas de
aceite de girasol como control; dieta con proteina de pescado magra; dieta con
pescados grasos; dieta con aceite de pescado). La disminucion del HDL fue menor
en el grupo que consumio pescados grasos o aceite de pescados®’. No fue posible
determinar si la pérdida de peso fue responsable de la disminucion del HDL vy el

consumo de AGPI aminoré esta respuesta.
Elovl5, ¢ marcador molecular o blanco terapéutico?

Biologicamente, es dificil lograr una regulacion positiva de Elovl5 con el consumo
de AGPI de cadena muy larga (>20 Carbonos), ya que estos inhiben la expresion
de Elovl5 de forma sustrato-producto ®?; sin embargo los efectos adversos
ocurridos por la inhibicion de Elovl5 (estados crénicos de hiperinsulinemia), son

corregidos tras la administraciéon de DHA.°” Elovl5 modifica el metabolismo

81



hepatico de carbohidratos y la composicion lipidica de los tejidos (longitud de la
cadena de acidos grasos), sin embargo, no se han reportado asociaciones entre la
expresion del mRNA de ElovI5 y los niveles de colesterol total y otros lipidos
sanguineos. La participacion de Elovl5 en la regulacion de SREBP1c podria
explicar indirectamente esta via.*’” Ya que la proteina SREBP1c participa el

metabolismo y sintesis del colesterol.

La disminucién de la expresion de Elovl5 en células sanguineas mononucleares
no se asocid a variaciones en la glucemia, de acuerdo con lo reportado en
modelos hepaticos animales; en los cuales la disminucion de la expresion de
Elovl5 mediada por la administracién de una dieta alta en grasa, lleva a un estado

de hiperglucemia®®

Seria interesante saber si la modulacién de Elovl5 al administrar AGPI n-3 pudiera
evitar la inhibicion sustrato producto y verificar de forma mas clara que eventos se
desencadenan tras la variacion de su expresion. Un ejemplo es la modulacion de
la composicién de los lipidos totales en sangre o la variacién de la composicién de

los triglicéridos del tejido adiposo subcutaneo.

Al analizar los datos por género, se observd que las mujeres tuvieron menor
expresion de Elovl5 en tejido adiposo, y elovl5 se asocio también a indicadores de

la composicién corporal, lo cual no habia sido descrito anteriormente.

12.Conclusiones
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Los AGPI n-3 disminuyen los triglicéridos en los pacientes obesos de 10 a 16 afios
estudiados, sin embargo para su prescripcion se recomienda vigilar los niveles de

colesterol LDL.

Existi6 una relacion entre la expresion de Elovl5 y las concentraciones de
colesterol total y HDL que la coloca como un posible blanco terapéutico en la

modulacion del metabolismo de lipidos.

13.Perspectivas

Es importante incrementar el tamafio de la muestra para poder extrapolar los
resultados a la poblacion pediatrica de la Ciudad de México o el pais, ademas
evitar la reduccion de la muestra por el faltante de datos, es importante verificar la

calidad de los datos para obtener un analisis certero.

Los estudios de expresion génica pueden complementarse de la observacién de
las proteinas, actividad enzimatica y medicion de sustratos y productos para tener

resultados mas confiables.

Este trabajo muestra que Elovl5 se encuentra relacionada con el metabolismo del
colesterol, por lo cual los estudios posteriores pudieran verificar su efecto en

cultivos celulares o modelos animales.
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DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS Y SONDAS UTILIZADAS. PCR EN TIEMPO
REAL.

Resultados obtenidos con ProbeFinder version 2.45 para humanos. Universal
ProbeLibrary. Roche applied systems.

- R = W W W = W W= W W W= o W W W= o W= W W W= - W W= W= W W= =

SCD1

NM_005063.4 Homo sapiens stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) (SCD),
mRNA

Assay rank 1
Use probe #82 (cat. no. 04689054001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 23 1102 - 1124 60 48 cctagaagotgagaaactggtga
Right 20 1147 - 1166 60 50 acatcatcageaagecaggt
Amplicon (65 nt)

e = = o W W W W W= e W s W W W = W W= e W W= e W W W= W W= =

SCD 5

NM_001037582.2 Homo sapiens stearoyl-CoA desaturase 5 (SCDS5), transcript

variant 1, mMRNA
Use probe #37 (cat. no. 04687957001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 872 - 891 60 55 ggtccggatecagagaaagt
Right 21 950 - 970 59 57 cacagactctctocecagats

Amplicon (99 nt)

gagaaagtactataagatctocgtggtgectcatgtgetttagtggtecccacgectggtgecctagtacatetyggggay

o
[fs T
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ELOVL 5

ENST00000304434.6|ENSG00000012660.8 ELOVL5-201 Elongation of very long
chain fatty acids protein 5 (hELO1) [Source:UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:Q9NYP7]

Use probe #31 (cat. no. 04687647001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 18 766 - 783 60 56 cecttecatgegtecata
Right 22 820 - 841 59 45 gattgteagcacaaactgaage

Amplicon (76 nt)
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ELOVL6

ENST00000394607.3|ENSG00000170522.4 ELOVL6-001 Elongation of very long
chain fatty acids protein 6 (hELO2)(Fatty acyl-CoA elongase)(Long-chain fatty-acyl
elongase) [Source:UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:Q9H5J4]

Use probe #54 (cat. no. 04688511001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 23 333-355 59 39 tttgaactgaggaagocattagt
Right 20 389 - 408 60 50 cagttcgaagagcacagaat

Amplicon (76 nt)

tttgaactgaggaagccattagtgctotggtetctgacocttgeagtottecagtatatteggtgctettegaacty
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