Y @y
' @ | UNIVERSIDAD DE CHILE

- Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos
ll'lta Doctor Fernando Monckeberg Barros

“EFECTO DE UNA BAJA INGESTA DE ACIDO o-LINOLENICO Y/O DIETA
ALTA EN GRASA EN EL EMBARAZO Y LACTANCIA, SOBRE LA
COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN TEJIDOS MATERNOS Y DE LA CRiA
HASTA LA PRE-PUBERTAD EN RATAS”

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE MAGISTER EN NUTRICION Y ALIMENTOS
MENCION NUTRICION HUMANA

Tesista: Maria Paz Beyer Diaz.
Director de Tesis: MSc. Ph.D. Rodrigo Valenzuela Béez.
Co-Director de Tesis: Ph.D. Alexies Dagnino Subiabre.

Fuente de financiamiento FONDECYT n° 1221098

Septiembre 2024
Santiago-Chile



‘l‘\ ‘/
q @ |UNIVERSIDAD DE CHILE

Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos
-
ll‘lta Doctor Fernando Monckeberg Barros

Zim

AUTORIZACION

El siguiente documento presentado como Proyecto de Tesis por la Estudiante Maria Paz
Beyer Diaz ha sido revisado y aprobado por nosotros como Directores de Tesis para la
presentacion formal ante la Comision Evaluadora que designard el Comité Académico del

Magister en Nutricion y Alimentos.

P 7 &
//// // /)

/

Prof. Rodrigo Valenzuela Baez.

Prof. Alexies Dagnino Subiabre.

Santiago de Chile, 23 de septiembre de 2024



1. CUERPO PRELIMINAR

i. Comision de tesis

Miguel Llanos Silva, PhD, Profesor Asociado; Instituto de Nutricién y Tecnologia de los

Alimentos Dr. Fernando Monckeberg Barros (INTA), Universidad de Chile.

Miguel Angel Rincén Cervera, PhD, Profesor Asociado; Instituto de Nutricion y Tecnologia

de los Alimentos Dr. Fernando Monckeberg Barros (INTA), Universidad de Chile.

Lissette Duarte Silva, PhD, Profesor Asistente; Departamento de Nutricion, Universidad de

Chile.



ii. Dedicatoria

Para todo aquel que cree en la belleza de sus suefios

y tiene la perseverancia para hacerlos realidad



iii. Agradecimientos

A Dios, porque sus tiempos son perfectos, nunca temprano, nunca tarde. Por siempre

ponerme en los lugares adecuados, por entregarme salud y un gran hogar.

A mis papas, Graciela y Patricio, a quienes les debo todo. Les agradezco su apoyo en los dias
buenos y mas aun, en los malos. Por su amor incondicional, por siempre apoyarme en todos
los caminos que decido emprender, por sus consejos, por regalarme una vida linda y por

hacerme la persona que soy hoy.

A mi compaiero de vida Orlando, por ser el mejor partner, por comprenderme y apoyarme
desde el dia uno de este proceso, por su amor y sus eternas palabras de aliento. Sin ti, este
proceso habria sido muy dificil. Gracias por quererme tan bonito y hacer que la vida sea

emocionante a tu lado.

Al Profesor Rodrigo, gracias por su apoyo, por ensefiarme a trabajar con cariio y dedicacion
y por motivarme a siempre ir mas alld. A mis compaiieros de laboratorio por siempre sacarme
una sonrisa y por entregarme su conocimiento de manera desinteresada. Y a todos los
alumnos de pregrado, profesores y personal que me ayudo a desarrollar esta tesis, gracias
por hacer este proceso tan agradable, y hacer mi paso por el laboratorio, una hermosa y

provechosa experiencia.

También me gustaria agradecer a mi querido perrito Gaspar, mi fiel compafiero durante los
dias y noches de estudio. Lamentablemente, me dej6 antes de terminar este proceso, pero sé
que siempre estd conmigo. Su presencia hizo que me sintiera acompafiada en todo momento

y que el trabajo se hiciera mucho mas agradable.

Y finalmente, me gustaria agradecerme a mi, a esa pequefia Maria Paz que siempre ha sofiado
en grande, por su perseverancia y tenacidad para alcanzar todos sus objetivos, por nunca
rendirse en los dias dificiles y por ilusionarse y disfrutar de cada camino nuevo que se

presenta.



iv. Indice de contenidos

Contenido N° de pagina
1. CUERPO PRELIMINAR ......coiititiiiitietieietetete ettt sttt 3
1. COMISION @ tESIS.eeuvieuiiriietieiiiitert ettt ettt ettt et sttt sbe et et sbe e b enees 3
1. DEAICATOTIA e.eeutiiieieeie ettt b ettt st 4
11, AGIadECTMICTIEOS ...eevvieiiieeiiietieeiieette et ee et et e te et e seaeebeesebeesbeessbeeseesnseenseessseenseas 5
iv. Indice de COMLENIAOS ...........ovuiveeeeeeeeeeeee e 6
V. INAICE A tADIAS .......veveeeceeeee e 9
Vi, INAICE @ FIGUIAS ..ot 10
Vii.  INdICE d@ ANEXOS .......oveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 11
Vill.  Lista de abIe@VIATUTAS ..c..eeviriieiiiie ittt 12
2. RESUMEN ...ttt ettt ettt be sttt e ae et et e e bessesbeenen 13
3. ABSTRACT ettt ettt et be ettt ettt b b 14
4. INTRODUCCION ......otitmrimmiesmeeiseessssses st ssessssee st 15
4.1. Relevancia de los acidos grasos para el OrganiSmo...........cccceeeeveerieerieenieenineeneennens 15
4.2. Importancia de 108 AGPL.......ccoooiiiiiiii e 15
4.3. Esencialidad e importancia del ALA ..........coooiiiiiiiiieeieeee e 16
4.4. ALA como precursor de 10s AGPIN-3 ... 16
4.5. SINtes1S A AGPL. ..o e 17
4.6. Impacto de los nutrientes en la sintesis de AGPT .........cccccoeviiiiiiiiiiniiiieeee 17
4.7. AGPI durante el embarazo y lactancia materna ...........coeceeeveeeieenienieeniienieesee e 18
4.8. Traspaso de AGPI madre-hijo durante el embarazo y lactancia ............cccccueevueennnnn. 18

4.9. Posibles efectos generados por una baja ingesta de ALA y/o la dieta alta en grasa en

la composicion de AG de la descendencia. ..........c.eecueeriieiienieeiiieiieeeee e 19
4.10. Formulacion general del proyecto .........ccvevcuieriieriieniieniieiiecie et 20
5. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJIETIVOS.......ooooiiiriieimeeineeieseiesssessssesssssesssseenns 21
5.1. Pregunta de iNVEStIACION ........cevuiiiiieiieeiieiie ettt ettt ettt st eaaeeeee e 21



5.2, HIPOESIS ..ottt ettt ettt ettt ettt e bt e et e eabe e teesnaeeseeenbeesseesnseenseeeaseenseennns 21

5.3, ODbJEtIVO ENETAL ...cceiiiiiiiiieiieiie ettt ettt esaaeebee e 21
5.4. ObJetiVOS @SPECITICOS . eeuviiuiiiiieiiieeiieeiie ettt ettt et esbeeseesaaeebeeeene 21
 METODOLOGIA ...ttt 22
6.1. Definicion de 1a MUESTIA.......coviriiiiirieriieie et 22
6.2. Definicion del disefio de 1a iINVeStigacion.........c.eeveeeiieriieeiieiieeieeee e 22
6.3. Protocolo de INteTVENCION .....cc.eevuiiiiriieriiiieeiteieete ettt e 22
6.4. Grupos eXPEriMENTAlES ........cccuieriiiiiieiieeiieie ettt ettt e et e s ae et e seaeebee e 23
6.5. Definicion de variables..........ocuoiiiiirieniiiiiieieeieeeece e 23
6.6. Procedimientos y técnicas Utilizadas ..........cocueeuieriieiiienieeieeiecieeee e 24
6.7. Elaboracion del plan de andlisis y técnicas estadiSticas .........cceeeveerieeieenivenieeneenne. 26

RESULTADOS ...ttt sttt ettt ae et et et e benbesbeeaens 27
7.1 Descripcion peso materno ¥ de 1as Crias........ceeeveereeeiiienieeiieenieeieeiee e 27

7.2. Efectos de una dieta control y alta en grasas de composicion variable en ALA (<1%
y 6%), sobre la composicion de AG en tejidos hasta la pre-pubertad en crias de ratas. .27

7.3. Efectos de una dieta control y alta en grasas de composicion variable en ALA (<1%
y 6%), sobre la composicion de AG en tejidos maternos de ratas...........cccceeeveeneeneneennen. 34

CDISCUSION .ot e e e e r s et e e e s e e s e s e e s s e s e s e s e e e s s e s e eannnns 36

8.1. Efecto de las intervenciones en el peso y adiposidad materna de madres y crias..36

8.2. Efecto de las intervenciones en corazon de Crias .........cocceeveerieeriiencieenieeneeeneennns 36
8.3. Efecto de las intervenciones en rifidn de Crias..........ecceerueerienieeniienieeniieeieeieenens 37
8.4. Efecto de las intervenciones en testiculos de crias..........ccoeoveviieriiencieeniienieeieenne, 38
8.5. Efecto de las intervenciones en 0j0s de CIias .........cceeeierieerienieeriienieeiieeie e 38
8.6. Efecto de las intervenciones en tejido adiposo de crias.........ccoceevueerieeniienieenenne. 39
8.7. Efecto de las intervenciones en higado de crias .........cccoecuvevieniieiienciecniieeieeee, 39
8.8. Efecto de las intervenciones en cerebro de Crias ..........coocueevieniieriienieenieenieeieene 40
8.9. Efecto de las intervenciones en eritrocitos de crias.........ccoeveeriieriienieenieenieeieene 42
8.10. Efecto de las intervenciones en contenido estomacal de crias ..........cccceeveennenee. 42
8.11. Efecto de las intervenciones en intestino de Crias ...........occeevvierieenieeniienieeneene 43



8.12. Efecto de las intervenciones en musSCUlo de Crias......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn 43

8.13. Efecto de las intervenciones en pulmon de Crias........ooceeveeriieriienieeniienieeeene 44
8.14. Efecto de las intervenciones en higado de madres ............cccoeevveeieniienienieenenne, 45
8.15. Efecto de las intervenciones en eritrocitos de madres...........cceeeeevieeniieniiennenne. 45
8.16. Efecto de las intervenciones en tejido adiposo de madres.........ccceeeveeviveeveennennne. 46
9. CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt et ettt et e naenbe e e 48
10. REFERENCIAS ..ottt ettt sttt ettt e e b b ene s 49
L1 ANEXOS ettt ettt ettt et b ettt be sttt et sbeene s 54



V. Indice de tablas

Contenido

Tabla 1. Informacién nutricional de las dietas experimentales

N° de pagina



vi.  Indice de figuras
Contenido N° de pagina
Figura 1. Ruta metabolica de la sintesis de AGPIN-6 y n-3 .....ccccooiiiiiiiniiiniiiinicnieee 54
Figura 2. Protocolo de interVenCION ........c.c.eviirieeieriiinieiiesiteteete ettt 55
Figura 3. Peso y adiposidad materna...........c.eecuieruieeiiienieeiienieeieeiee ettt ens 58
Figura 4. Peso y adiposidad de 1S Crias .........ccceeriieiiierieiiiienieeiieeee e 59
Figura 5. Composicion de AG en corazon de Crias .........cceveevieerierieniernienieneeiesieneesie s 60
Figura 6. Composicion de AG en rifidn de Crias ........ccceeverierieriienieneeieniesieeieseeneeeee e 61
Figura 7. Composicion de AG en testiculos de Crias.........coceeveevierieneriinieneeienienceene 62
Figura 8. Composicion de AG en 0J0S de CTias ......cceevuerierierieeiieniereeieciesieeeeeeseee e 63
Figura 9. Composicion de AG en tejido adiposo de Crias ........cocevveererierieneerienieneeenne 64
Figura 10. Composicion de AG en higado de crias.......c.ccooceevervieiiininiinienecenieneeee 65
Figura 11. Composicion de AG en cerebro de Crias.........cooceeveeierieneriienienieeienieneeesne 66

Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.

Figura 19.

Composicion de AG en eritrocitos de Crias........cceeceereeeviienieniieeniesieenie e 67
Composicion de AG en contenido estomacal de crias.........ccoecveevieecvienieniennen. 68
Composicion de AG en intestino de Crias.........ccueevueereeeiiienieeiieeniecieeee e 69
Composicion de AG en mUSCUlo de Crias ........occueeeeerieeciienieeieeie e 70
Composicion de AG en pulmon de Crias.........cocveeceeerieeiiienieniieenie e 71
Composicion de AG en higado de madres............cceeveeeiiienieeiiieniecieeee e, 72
Composicion de AG en eritrocitos de madres...........oceeeeveerieecieeniencieenienieeneen. 73

Composicion de AG en tejido adiposo de madres .........cceevveeciienieeciieniienieenen. 74

10



vii. Indice de anexos

Contenido

Anexo 1. Ruta metabdlica de la sintesis de AGPI n-6 y n-3
Anexo 2. Protocolo de intervencion

Anexo 3. Informacién nutricional de las dietas experimentales
Anexo 4. Peso y adiposidad materna

Anexo 5. Peso y adiposidad de las crias

Anexo 6. Composicion de AG en corazon de crias

Anexo 7. Composicion de AG en rifidn de crias

Anexo 8. Composicion de AG en testiculos de crias

Anexo 9. Composicion de AG en ojos de crias

Anexo 10. Composicion de AG en tejido adiposo de crias
Anexo 11. Composicién de AG en higado de crias

Anexo 12. Composicion de AG en cerebro de crias

Anexo 13. Composicién de AG en eritrocitos de crias

Anexo 14. Composicion de AG en contenido estomacal de crias
Anexo 15. Composicion de AG en intestino de crias

Anexo 16. Composicion de AG en musculo de crias

Anexo 17. Composicion de AG en pulmon de crias

Anexo 18. Composicion de AG en higado de madres

Anexo 19. Composicion de AG en eritrocitos de madres

Anexo 20. Composicion de AG en tejido adiposo de madres

N° de pagina
54
55
56
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

11



viii.

AG

AGE

AGPI

ALA

ANOVA

CD

COX-2

DHA

Elovl2

Elovl5

EPA

FAO

HFD

IC

LA

n-6

n-3

RE

ASD

A6D

Lista de abreviaturas

Acido araquidoénico
Acidos grasos

Acidos grasos esenciales
AG poliinsaturados
Acido o-linolénico
Analisis de varianza
Dieta control
Ciclooxigenasa 2

Acido docosahexaenoico
Elongasa-2

Elongasa-5

Acido eicosapentaenoico

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

Dieta alta en grasa
Intervalo de confianza
Acido linoleico
Omega 6

Omega 3

Reticulo endoplasmico
AS5-desaturasa

A6-desaturasa

12



2. RESUMEN

Introduccion: Los acidos linoleico (LA) y a-linolénico (ALA) son precursores de los acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) omega-6 (n-6) y omega-3 (n-3), acidos grasos esenciales
(AGE) que los mamiferos no tienen la capacidad para sintetizar. Estos compiten por las
mismas enzimas para convertirse en acido araquidonico (AA) y acido docosahexaenoico
(DHA). Un desbalance en la proporcion n-6/n-3 y una dieta alta en grasa (HFD) pueden
alterar su conversion y acumulacion en los tejidos, llevando a inflamacion y enfermedades
cronicas. Durante el embarazo y la lactancia, una ingesta adecuada de AGPI n-3 es esencial,
mientras que un exceso de n-6 y HFD puede afectar negativamente la composicion de lipidos
fetales y predisponer a enfermedades en la descendencia. Objetivo: Determinar los efectos
de una baja ingesta de ALA y/o la dieta alta en grasa materna sobre la composicion de AG
en tejidos maternos (higado, tejido adiposo y eritrocitos) y de la cria (hepatico, eritrocritario,
adiposo, cardiaco, renal, intestinal, muscular, cerebral, testicular, ocular, pulmonar y
contenido estomacal) hasta la pre-pubertad en ratas. Métodos: Estudio experimental,
aleatorizado, controlado y prospectivo en ratas Sprague Dawley. Los animales se dividieron
en cuatro grupos de intervencion: CD-<1%-ALA, CD-6%-ALA, HFD-<1%-ALA, HFD-6%-
ALA durante toda la fase pregestacional, prenatal y post natal hasta la preadolescencia.
Luego del destete, las crias continuaron con la misma alimentacién de sus madres.
Resultados: La acumulacion de AGPI n-3 varid entre los tejidos analizados, sugiriendo una
conversion de ALA especifica para cada uno. El higado tiene la mayor capacidad para la
biosintesis de AGPI en ratas, mientras que los tejidos extrahepaticos muestran una actividad
limitada. Ademas, la dieta de la madre no siempre tuvo relaciéon con la concentracion de
AGPI en las crias. Conclusiones: La conversion de ALA es selectiva para cada tipo de tejido.
Las reservas maternas se convierten en una fuente importante de transferencia de AGPI n-3
a las crias en respuesta a estresores como el tipo de dieta. Se sugiere que futuros estudios
utilicen ALA marcado para determinar con mayor precision la proporcion de AG que se

destinan realmente a almacenamiento en tejidos.
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3. ABSTRACT

Introduction: Linoleic acid (LA) and a-linolenic acid (ALA) are precursors of omega-6 (n-
6) and omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids (PUFAs), essential fatty acids that
mammals cannot synthesize. They compete for the same enzymes to convert into arachidonic
acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA). An imbalance in the n-6/n-3 ratio and a high-
fat diet (HFD) can alter their conversion and accumulation in tissues, leading to inflammation
and chronic diseases. During pregnancy and lactation, adequate intake of n-3 is essential,
while excess n-6 and HFD can negatively affect fetal lipid composition and predispose
offspring to diseases. Objective: To determine the effects of low ALA intake and maternal
high-fat diet on the fatty acid composition in maternal tissues (liver, adipose tissue, and
erythrocytes) and offspring tissues (hepatic, erythrocytic, adipose, cardiac, renal, intestinal,
muscular, cerebral, testicular, ocular, pulmonary, and stomach contents) up to pre-puberty in
rats. Methods: This experimental, randomized, controlled, and prospective study involved
Sprague Dawley rats divided into four intervention groups: CD-<1%-ALA, CD-6%-ALA,
HFD-<1%-ALA, and HFD-6%-ALA throughout the pre-gestational, prenatal, and postnatal
phases until preadolescence. After weaning, the offspring continued with their mother's diet.
Results: The accumulation of n-3 PUFAs varied among the analyzed tissues, suggesting that
ALA conversion is tissue-specific. The liver has the highest capacity for PUFAs biosynthesis
in rats, while extrahepatic tissues show limited activity. Additionally, the maternal diet did
not always correlate with PUFAs concentrations in the offspring. Conclusions: ALA
conversion is tissue-specific. Maternal reserves become an important source of n-3 PUFAs
transfer to offspring in response to dietary stressors. Future studies should use labeled ALA

to determine the proportion of PUFAs allocated to tissue storage.
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4. INTRODUCCION

4.1. Relevancia de los acidos grasos para el organismo

Los &cidos grasos (AG), como parte de moléculas o actuando individualmente, tienen
diversas funciones celulares cruciales, incluyendo la produccion de energia, la composicion
de la membrana celular y la regulacion de los procesos celulares actuando como moléculas
de sefializacion (1). El papel de determinados AG dietéticos en la prevencion o progresion
de enfermedades cronicas ha generado un interés de larga data (2). Los AG se pueden
clasificar en tres categorias en funcion del nimero de dobles enlaces de las cadenas laterales:
1.- AG saturados que no tienen dobles enlaces; 2.- AG monoinsaturados que tienen un doble

enlace; 3.- AG poliinsaturados (AGPI) que tienen 2 o mas dobles enlaces (3).

4.2. Importancia de los AGPI

Dentro de los AGPI, los omega-6 (n-6) y omega-3 (n-3) juegan un papel fundamental en la
regulacion de la homeostasis corporal, sobre todo en el crecimiento, desarrollo y funcion
normal de los tejidos, ademads, la interaccion de estos AGPI con factores de transcripcion,
tiene implicaciones para el funcionamiento de tejidos especificos, el metabolismo hepatico,
la respuesta inflamatoria y la salud respiratoria (1,4). Sus precursores, el acido linoleico
(C18:2 n-6, LA) y acido a-linolénico (C18:3 n-3, ALA), se consideran acidos grasos
esenciales (AGE) para humanos y otros mamiferos, debido a que carecen de la maquinaria
enzimatica para sintetizar estos AG, por lo que deben ser obtenidos a través de la dieta (4).
Pueden ejercer sus efectos por si mismos o a través de eicosanoides y docosanoides, los
cuales actuan localmente modulando el estado inflamatorio mediante lipidos de sefializacion
bioactivos (5). Los eicosanoides demuestran efectos opuestos segun la serie de AGPI de la
que derivan, siendo los eicosanoides n-6 pro-inflamatorios, mientras que los de la familia n-
3 se consideran anti-inflamatorios (6). El 4&cido docosahexaenoico (C22:6 n-3, DHA) por otro
lado, puede metabolizarse a docosanoides como resolvinas, maresinas y protectinas que
participan activamente en la resolucion de la inflamacion (6). Por lo tanto, una alta relacion
n-6/n-3 desequilibrada es altamente inflamatoria y puede contribuir a una variedad de
enfermedades cronicas, como la obesidad, la aterosclerosis y la diabetes (7). Este efecto
también se ha estudiado en modelos animales como ratas, en donde se ha observado que el

desbalance en esta relacion, produce una alteracion en la acumulacion de lipidos en los tejidos
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(8). LA y ALA, tienen funciones metabolicas especificas, pero una de las mas importantes
es ser precursores de acidos grasos poliinsaturados (AGPI), como el 4cido araquidonico

(C20:4 n-6, AA) y el DHA, respectivamente (4).

4.3. Esencialidad e importancia del ALA

Como se menciond anteriormente, ALA es un AGE, que estd presente en niveles
considerables en la mayoria de los lipidos celulares, en particular, en los fosfolipidos de
membrana y es mediador de diferentes procesos fisioldgicos, incluida la transduccion de
senales, el metabolismo celular y la homeostasis tisular para combatir enfermedades (9). La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) indica
que una ingesta de ALA de 0.5-0.6% de las calorias totales, previene los sintomas de
deficiencia (10). Hay dos destinos metabolicos basicos para ALA, en primer lugar, se somete
a B-oxidacion y reciclaje extensivo de carbono, en segundo lugar, mediante reacciones de
elongacion y desaturacion (11), produce AGPI de la familia n-3: 4cido eicosapentaenoico
(C20:5n-3, EPA) y DHA, los cuales cumplen funciones fisioldgicas y metabdlicas vitales en
el desarrollo cerebral, visual, homeostasis vascular y respuestas inflamatorias (4). Es
importante mencionar que los mamiferos no pueden sintetizar AGPI n-3 de novo, pero
pueden producir DHA y otros n-3 a partir de ALA, o pueden obtenerlos a través de fuentes

marinas, nutracéuticos o alimentos funcionales (12).

4.4. ALA como precursor de los AGPI n-3

ALA se puede transformar en EPA y posteriormente en DHA, por ende, se considera una
fuente dietética para proporcionar y mantener los niveles requeridos de DHA en los tejidos
(13). Los estudios proporcionan evidencia que indica que la acumulacion de AG depende del
tejido, lo que sugiere que el metabolismo se basa en una necesidad selectiva (11). E1l DHA
por su parte, es mucho mas eficiente para ingresar a las reservas de fosfolipidos del cerebro
en comparacion con ALA, debido a la baja tasa de conversion de ALA a DHA, pero aun ast,
ALA puede producir DHA en el cerebro (11). Lo anterior también ocurre en modelos
animales como el de ratas, ya que las tasas de conversion de DHA a partir de ALA son
comparables a los resultados de estudios en humanos, lo que sugiere que la sintesis de DHA

es similar entre ratas y humanos y que la rata puede ser un modelo adecuado para la
16



validacion de los métodos de sintesis de DHA en humanos (14). El DHA esta altamente
concentrado en el cerebro, al menos 50 veces mas que EPA y 200 veces mas que ALA, y es
importante para su funcion ya que regula el crecimiento, diferenciacion neuronal,
neurogénesis, y sus mediadores lipidicos regulan ademas, procesos de neurotransmision,

supervivencia celular y neuroinflamacion (5,12).

4.5. Sintesis de AGPI

Los AGPI de la familia n-3 se sintetizan a través de un complejo proceso de desaturacion,
elongacion y B-oxidacion, que se produce en mayor medida en el higado (30 veces mas), en
comparacion con el corazon o el cerebro (12). Las desaturaciones y elongaciones ocurren en
el reticulo endoplasmico (RE) y la B-oxidacion en los peroxisomas (15). Estas enzimas
también son utilizadas por los AGPI n-6, lo que genera una competencia entre la linea n-6 y
n-3 (8). Esta competencia es mas evidente para la A6-desaturasa (A6D), que se cree que es
una reaccion limitante de velocidad en la via (12). La descripcion de la ruta metabolica de
sintesis AGPI n-6 y n-3 se detalla en el anexo 1. Cabe destacar, que se ha sugerido que los
factores genéticos, cambios hormonales, enfermedades como la diabetes tipo 2 y enfermedad
de higado graso no alcohdlico, envejecimiento, factores de estilos de vida (como actividad
fisica, tabaquismo, consumo de alcohol, estado nutricional e ingesta dietética), afectan la
capacidad biosintética de los AGPI al modular la actividad o expresion de enzimas

desaturasas (6).

4.6. Impacto de los nutrientes en la sintesis de AGPI

Una alta ingesta de LA resulta en un aumento en los niveles de AA, asi como una reduccion
en el contenido de AGPI n-3 (ALA y especialmente EPA o DHA) en sangre, lo que podria
estar relacionado con la potenciacion en el desarrollo de enfermedades crénicas o procesos
inflamatorios (1,8). Se ha demostrado que una relacion desequilibrada de AGPI n-6/n-3 a
favor de AGPI n-6 es altamente protrombotica y proinflamatoria, lo que contribuye a la
prevalencia de obesidad, enfermedad cardiovascular y sindrome metabdlico (16). Por el
contrario, las dietas con proporciones bajas de n-6/n-3 se asocian con beneficios cognitivos
y un menor riesgo de depresion (8). El LA y el ALA compiten por las mismas enzimas

desaturasas y elongasas, lo que significa que su tasa de conversion a AA y DHA depende de
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las cantidades relativas consumidas y el agotamiento excesivo de uno reduce
significativamente la produccion del otro (8,16). Por lo tanto, la ingesta de AG dietéticos con
diferentes proporciones de LA/ALA causa cambios no solo en los niveles de AG en los
tejidos, sino también en sus productos posteriores (16). La dieta alta en grasa (HFD) puede
disminuir la sintesis endogena de AGPI (1). En ratones de 8 semanas alimentados con una
dieta rica en grasas durante 16 semanas que contenia una baja proporcion de LA/ALA, se
observo un aumento significativo de la capacidad antioxidante del higado y una disminucion

de los niveles de triglicéridos y colesterol total en el higado (16).

4.7. AGPI durante el embarazo y lactancia materna

El estado nutricional materno tiene un papel crucial, dado que un 6ptimo estado de AGPI n-
3 durante el embarazo, es esencial para el desarrollo cognitivo y visual de la descendencia 'y
estd relacionado con una reduccion en el nimero de partos prematuros y bajo peso al nacer,
y un riesgo reducido de preeclampsia y depresion postparto para la madre (17). Por otra parte,
niveles altos de n-6 antes o durante el embarazo puede tener efectos negativos en el desarrollo
fetal y puede influir en la salud general de la descendencia en etapas posteriores de la vida
(18). La evidencia sugiere que factores, como la dieta, edad, nivel socioecondmico,
educacion, tabaquismo y niveles de actividad fisica, pueden afectar los niveles de AG en
mujeres embarazadas (17). Los AG n-3 también parecen ser importantes durante el periodo
de lactancia, ya que su consumo puede mejorar el desarrollo psicomotor de los bebés y
reducir el riesgo de alergias infantiles (19). Para las mujeres embarazadas o lactantes la FAO
establece una ingesta minima de 0.3 g diarios de EPA mas DHA, de los cuales al menos 0.2
g diarios deben corresponder al DHA (10). Una mayor ingesta de DHA de la madre puede
aumentar el estado de DHA del lactante (20).

4.8. Traspaso de AGPI madre-hijo durante el embarazo y lactancia

En el atero, los fetos dependen de la transferencia de AGPI a través de la placenta y el cordon
umbilical (21), ya que la placenta carece de las enzimas A5SD y A6D para la conversion de
AGE en AGPI, y el feto solo tiene una actividad limitada de desaturasas (22). Durante el
ultimo trimestre de la gestacion, se produce en el feto un crecimiento acelerado del cerebro,

acompafiado de una acumulacién considerable de AGPI (23). El transporte de lipidos
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placentarios tiene especificidad por DHA y se acumula preferentemente en la circulacion
fetal (22). Por ejemplo, se han encontrado mayores concentraciones de DHA en la sangre del
cordon umbilical en comparacion con la concentracion plasmatica materna, lo que indica que
puede haber cierta selectividad para que los AG se transfieran mas facilmente a través de la
placenta (22). El mecanismo del paso de DHA por la placenta aun no se comprende
completamente (24). Se han identificado diversas proteinas capaces de unir AG en las células
placentarias de mamiferos, y se postula que estas facilitan la transferencia de AG a través de
las membranas (24). La proteina especifica de la placenta podria desempefiar un papel en la
absorcion preferencial de AGPI, ya que se ha observado que tiene una afinidad preferencial
por DHA (24). La lipoproteina lipasa placentaria por otra parte, es una enzima que se cree
que hidroliza los triglicéridos del plasma materno en AG libres para la captacion y
transferencia placentaria (22). Ademas, la lipasa endotelial se ha observado en la placenta
humana a término y tiene una alta actividad de fosfolipasa, lo que implica que no solo los
triglicéridos sino también los fosfolipidos pueden proporcionar AG para la transferencia
placentaria al feto (22). Los AGPI transferidos de la madre al bebé durante la lactancia se
incorporan a las membranas de los tejidos en crecimiento de manera esencial, ya que la
sintesis de estos compuestos al nacer existe, pero es insuficiente para mantener
concentraciones apropiadas durante la infancia (25). En el sistema nervioso central, la
proporcion de AG de membrana como DHA aumenta a medida que aumenta el tamafio del
cerebro y el aumento en la proporcion de AG contintia durante el segundo afio de vida incluso

cuando el crecimiento del cerebro comienza a estabilizarse (20).

4.9. Posibles efectos generados por una baja ingesta de ALA y/o la dieta alta en grasa
en la composicion de AG de la descendencia.

Las dietas maternas ricas en AG n-6 estan asociadas con el origen temprano de la obesidad
(26) y una proporcion elevada de AG n-6/n-3, se asocia negativamente con aspectos del
desarrollo neurologico del nifio (27). Es importante mencionar que lo anterior es bastante
relevante, dado el aumento del consumo de LA y la disminucion de los alimentos ricos en
ALA por la poblacion, lo que ha alterado por ejemplo, la composicion de AG de la leche
materna, desfavoreciendo el perfil de AGPI n-3 (28). Por otra parte, el exceso de adiposidad

altera la transferencia de AGPI a la placenta, lo que conduce a una menor acumulacion de
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AGPI n-3, por consiguiente, se altera el perfil de lipidos fetales que puede conducir a un
perfil inflamatorio alterado (29). Ademas, modifica la composicion de la leche materna,
afectando el desarrollo y la programacion genética de multiples o6rganos fetales (30). Estos
cambios confieren a la descendencia un mayor riesgo de obesidad y complicaciones
relacionadas, trastornos neuropsiquiatricos, asma y cancer (30). En ratas, se ha observado
que un mayor consumo de AGPI n-3 resultaria en una sustitucion parcial de AA por EPA y
DHA en las membranas celulares, mientras que una mayor ingesta de AGPI n-6 reduciria los

niveles de DHA y aumenta los de AA (31).

4.10. Formulacion general del proyecto

ALA es un AGE, que estd presente en niveles considerables en la mayoria de los lipidos
celulares y juega un papel fundamental en la regulacion de la homeostasis corporal, sobre
todo en el crecimiento, desarrollo y funcion normal de los tejidos. Un desbalance en la
proporcion del perfil de AGPI n-6/n-3, actia como factor de riesgo para enfermedades
cardiovasculares, obesidad, degeneracion neurolédgica, entre otras. Este desbalance puede
también puede traer consecuencias en la descendencia, puesto que niveles altos de n-6 puede
tener efectos negativos en el desarrollo de la descendencia e influir negativamente en la
acumulacion de AGPI en los diferentes tejidos. Por otra parte, el exceso de adiposidad de la
madre altera la transferencia de AGPI a la placenta y modifica la composicion de la leche
materna, lo que afecta al desarrollo y la programacion genética de multiples 6rganos fetales.
Estos cambios confieren a la descendencia un mayor riesgo de obesidad y complicaciones
relacionadas.

Por lo tanto, en base a la evidencia cientifica presentada, en este estudio se pretende evaluar
la composicion de AG en tejidos maternos y de la cria hasta la pre-pubertad, para evaluar las
diferencias existentes entre los grupos con un bajo consumo de ALA y/o dieta alta en grasa

comparado con su control en un modelo animal.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

5.1. Pregunta de investigacion

(Cual es el impacto que puede producir una baja ingesta materna de ALA y/o dieta alta en
grasa sobre la composicion de AG en tejidos maternos (hepatico, adiposo y eritrocritario) y
de la cria (hepatico, eritrocritario, adiposo, cardiaco, renal, intestinal, muscular, cerebral,

testicular, ocular, pulmonar y contenido estomacal) hasta la pre-pubertad en ratas?.

5.2. Hipotesis

Una baja ingesta de ALA y/o la dieta alta en grasa materna alterard negativamente la
composicion de AG en tejidos maternos (higado, tejido adiposo y eritrocitos) y de la cria
(higado, eritrocitos, tejido adiposo, corazén, rifidn, intestino, musculo, cerebro, testiculo,
ojos, pulmoén y contenido estomacal) hasta la pre-pubertad en ratas, desfavoreciendo el perfil

de AGPI n-3.

5.3. Objetivo general

Determinar los efectos de una baja ingesta de ALA y/o la dieta alta en grasas materna sobre
la composicion de AG en tejidos maternos (higado, tejido adiposo y eritrocitos) y de la cria
(higado, eritrocitos, tejido adiposo, corazon, rifion, intestino, musculo, cerebro, testiculos,

0jo, pulmodn y contenido estomacal) hasta la pre-pubertad en ratas.

5.4. Objetivos especificos

5.4.1 Evaluar los efectos de una dieta control y alta en grasas de composicion variable en
ALA (<1 y 6%), sobre la composicion de AG en tejidos hasta la pre-pubertad en crias de
ratas.

5.4.2 Evaluar los efectos de una dieta control y alta en grasas de composicion variable en

ALA (<1 y 6%), sobre la composicion de AG en tejidos maternos de ratas.
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6. METODOLOGIA

6.1. Definicion de la muestra

Se utilizaron ratas hembras (Sprague Dawley) que se obtuvieron del Bioterio de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Valparaiso. Se trabajo con esta cepa de ratas ya que son
tranquilas, faciles de manipular, de rdpido crecimiento y de buen rendimiento reproductivo.
El célculo del tamafio muestral se realizé considerando como variable critica el cambio en la
composicion de AG en tejido hepatico, con una disminuciéon de la composicion de AG
tisulares del 50%, nivel de confianza del 95%, con un poder de 0,8 y una proporcion esperada
de pérdida de animales del 10%. El tamafo muestral estimado fue de 6 ratas (madres) por

grupo, dando un total de 24 animales.

6.2. Definicion del disefio de la investigacion

Estudio experimental, aleatorizado, controlado, prospectivo, en modelo animal de rata. El
disefio del estudio fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Universidad de Valparaiso (CICUAL-UV), (Protocolo BEA
182-22).

6.3. Protocolo de intervencion

Las ratas vivieron en una habitacion con control de temperatura y ciclo luz/oscuridad de 12
horas. Desde el dia pregestacional 0 hasta el 84, se alimento a los ratas Sprague Dawley con
dieta control (CD) o dieta alta en grasa (HFD) a base de manteca de cerdo con una proporcion
variable de ALA (<1% o 6%). En el momento del apareamiento, las madres continuaron en
el mismo grupo de intervencion y consumieron la dieta durante la prefiez (21 dias) y periodo
postnatal (21 dias). Una vez que nacieron las crias, fueron amamantadas por sus madres (que
continuaron con su respectiva dieta) hasta el dia postnatal 21, en donde comenzé la pre-
pubertad. Durante la pre-pubertad, entre dia postnatal 22 a 29, las ratas continuaron siendo
alimentadas con la misma dieta que las madres. La recoleccion de muestras se realizd al

finalizar el periodo de intervencion (Anexo 2).
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6.4. Grupos experimentales

Tabla 1. Grupos experimentales

Grupos experimentales Tratamiento
Grupo 1 CD-<1%-ALA ( <1% kcal totales de ALA)
Grupo 2 CD-6%-ALA (6% kcal totales de ALA)
Grupo 3 HFD-<1%-ALA ( <1% kcal totales de ALA)
Grupo 4 HFD-6%-ALA (6% kcal totales de ALA)

ALA, acido a-linolénico; CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa.

6.5. Definicion de variables

Tabla 2. Variables descriptivas

Variable Tipo de variable

Clasificacion

Peso materno Cuantitativa, continua

Incremento de peso
Ganancia incremental

Peso periodo pre-
gestacional, gestacional y
lactancia

Adiposidad

Peso de crias Cuantitativa, continua

Peso dia 7,21y 29
Adiposidad

Tabla 3. Variables independientes

Variable Tipo de variable

Clasificacion

Dieta Cualitativa, nominal

CD-<1%-ALA
CD-6%-ALA
HFD-<1%-ALA
HFD-6%-ALA

Dias de intervencion Cuantitativa, discreta

Dia 7
Dia 21
Dia 29

ALA, acido a-linolénico; CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa
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Tabla 4. Variables dependientes

Variable Indicador Método
Perfil de AG de higado (mg/g) Cromatografia de gases
Contenido de AG Perfil de AG de eritrocitos (mg/g) Cromatografia de gases

Perfil de AG de tejido adiposo (mg/g) | Cromatografia de gases

Perfil de AG de corazon (mg/g) Cromatografia de gases
Perfil de AG de rifion (mg/g) Cromatografia de gases
Perfil de AG de intestino (mg/g) Cromatografia de gases
Perfil de AG de musculo (mg/g) Cromatografia de gases
Perfil de AG de cerebro (mg/g) Cromatografia de gases
Perfil de AG de testiculo (mg/g) Cromatografia de gases
Perfil de AG de ojo (mg/g) Cromatografia de gases
Perfil de AG de pulmén (mg/g) Cromatografia de gases

Perfil de AG de contenido estomacal | Cromatografia de gases
(mg/g)

AG, acidos grasos.

6.6. Procedimientos y técnicas utilizadas

6.6.1. Dietas

Para todos los animales hubo libre acceso a comida y agua. Todas las dietas fueron
estandarizadas en macro y micronutrientes y fueron obtenidas desde el laboratorio Research
Diets Inc. Las CD estaban compuestas por 10% de lipidos, 20% de proteina y 70% de
carbohidratos y entregaron un aporte de <1% de ALA, 28.3% de LA y una proporcién de
n6:n3 de 90.1 (D22072211) o 6% de ALA, 22.3% de LA y una proporciéon de n6:n3 de 3.7
(D22072209). Por otro lado, las HFD estuvieron compuestas por 60% de lipidos, 20% de
proteina y 20% de carbohidratos y entregaron un aporte de <1% de ALA, 28.8% de LAy
una proporcion de n6:n3 de 365.0 (D22072205) o 6% de ALA, 23.1% de LA y una

24



proporcion de n6:n3 de 4.0 (D22072206). La composicion en detalle de cada una se detalla

en el Anexo 3.

6.6.2. Eutanasias y conservacion de tejidos

Los animales fueron criados en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso y posteriormente eutanasiados en el Laboratorio de Neurobiologia de la misma
Universidad, en los dias 7, 21 y 29 del periodo postnatal. Los tejidos fueron transportados al
Laboratorio de Lipidos y Cromatografia de la Universidad de Chile en cajas térmicas con
hielo seco, donde se almacenaron hasta su analisis. Las eutanasias comenzaron en el mes de

Febrero y finalizaron en el mes de Septiembre.

6.6.3. Analisis de AG

Se aplico el método de Bligh and Dyer (32) para la extraccion de lipidos totales. Se utilizo
entre 100 y 150 mg de tejidos que fueron homogenizados utilizando una proporcion de 2:1
de metanol/cloroformo y butilhidroxitolueno en etanol al 1%. Luego, se agreg6 C23:0 (0,5
mg/ml) como estandar interno y cloruro de magnesio 0,5 N. Posteriormente, los tubos se
sometieron a centrifugacion (3500 rpm x 5 minutos) para obtener el cloroformo (fraccion
oleosa), que se extrajo y traspasd a un nuevo tubo de ensayo, que se someti6 a una extraccion
del solvente con nitrogeno gaseoso para obtener el contenido total de grasa. Finalmente, se
prepararon los ésteres metilicos de AG segln la técnica de Morrison y Smith (33), en donde,
los lipidos saponificables se derivatizaron a ésteres metilicos mediante hidrélisis alcalina y
acida utilizando hidroxido de sodio en metanol (0,5 N), triofloruro de boro al 12% en
metanol, agregando finalmente cloruro de sodio saturado. Por ultimo, los ésteres metilicos
de AG fueron recolectados para ser cuantificados mediante cromatografia gas-liquida en el
equipo Agilent Hewlett-Packard HP 7890-A. Los AG fueron identificados mediante
comparacion de sus tiempos de retencion, utilizando como estandar interno el AG 23:0 (0,5
mg/ml) (Nu-Chek Prep INC). Los valores finales se expresaron como % de ésteres metilicos

de AG (g de AG/100 g de tejido).
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6.7. Elaboracion del plan de analisis y técnicas estadisticas

El procesamiento de los datos se realizé por medio del software GraphPad Prism 9. Para los
analisis estadisticos se consideré un nivel de significancia de 0=0,05 y un intervalo de
confianza (IC) del 95%. La evaluacion de la normalidad se realizd6 mediante el Test de
Shapiro Wilk. Los resultados se expresaron como media + DE y se aplico andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias para determinar diferencias entre las variables: dieta y aporte de ALA,
seguido de post test de Tukey para evaluar comparaciones multiples por dia y entre los
grupos. Los resultados de evolucion de peso y adiposidad de madres y crias también se
expresaron como media + DE y se aplic6 andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido

del test de Tukey para comparaciones multiples.
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7. RESULTADOS

7.1 Descripcion peso materno y de las crias

7.1.1. Peso y adiposidad materna

La informacion sobre el peso y adiposidad materna se encuentra en el Anexo 4. En cuanto al
incremento de peso, se observd un aumento en todos los grupos al comparar la primera con
la Gltima semana, presentando un menor incremento el grupo CD-<1%-ALA en relacion al
resto de los grupos (p<0,05). En términos de ganancia incremental, el grupo CD-6%-ALA
presentd la mayor ganancia (p<0,05), seguido por los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-
ALA. Con respecto al peso pre-gestacional y al final de la etapa de lactancia, el grupo CD-
<1%-ALA present6 el menor peso (p<0,05). Al término de la etapa gestacional, CD-<1%-
ALA solo mostr6 diferencias con HFD-6%-ALA (p<0,05). La adiposidad fue mayor en los
grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA, los cuales fueron diferentes a los CD-<1%-ALA
y CD-6%-ALA (p<0,05).

7.1.2 Peso y adiposidad de las crias

La descripcion del peso y adiposidad de las crias se detalla en el Anexo 5. En relacion al peso
de las crias en el dia 7, se observd que el grupo HFD-<1%-ALA presentd el mayor peso,
seguido de los grupos con ALA. Sin embargo, en los dias 21 y 29, se observé un peso
evidentemente mas alto en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA (p<0,05). Por otra
parte, la adiposidad fue significativamente mayor en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-
ALA en comparacion con los CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA.

7.2. Efectos de una dieta control y alta en grasas de composicion variable en ALA (<1%

y 6%), sobre la composicion de AG en tejidos hasta la pre-pubertad en crias de ratas.

7.2.1. Composicion de AG en el corazon de crias

El perfil de AG relevantes del corazon de las crias esta disponible en el anexo 6. En cuanto
a ALA, se aprecia una disminucion significativa en los grupos sin ALA en el transcurso de
los dias, siendo HFD-6%-ALA el que present6 la mayor concentracion en los dias 7, 21 y

29. Respecto a la conversion a EPA, el grupo CD-6%-ALA mostrd la menor concentracion,
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mientras que el resto de los grupos no presentaron diferencias significativas en los dias 7 y
29. Algo similar ocurrié con DHA, donde el grupo CD-6%-ALA tuvo la menor cantidad en
el dia 29, mientras que CD-<1%-ALA destac6 en los dias 21 y 29. Por otro lado, el grupo
CD-6%-ALA es el que present6 la menor concentracion de LA en los dias 7y 21, pero en el
dia 29 los niveles fueron similares en los cuatro grupos. Es importante mencionar que en
todos los grupos se observd una tendencia al alza desde el dia 7 al 29 siendo significativo
este aumento en todos los grupos excepto el HFD-6%-ALA. En cuanto a AA, no se
presentaron diferencias significativas entre los grupos en el dia 7, pero si en los dias 21 y 29,
en donde los grupos sin ALA convirtieron en mayor cantidad LA a AA (p<0,05). En relacion
al total de n-3, el grupo CD-6%-ALA mostré la menor concentracion en los tres dias,
mientras que en cuanto al total de n-6, los grupos sin ALA presentaron la mayor
concentracion, siendo CD-6%-ALA, el grupo que obtuvo la concentracion mas baja en todos

los dias (p<0,05).

7.2.2. Composicion de AG en el riiion de crias

El Anexo 7 contiene el perfil de AG relevantes del rifion de las crias. Respecto a ALA, se
aprecia que los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA presentaron la mayor concentracion
a lo largo de los dias, siendo esta diferencia significativa en ambos grupos en el dia 29. En
cuanto a la conversion a EPA, se observo una diferencia entre el dia 7 y los dias 21 y 29. En
el primer dia, los grupos sin ALA mostraron una mayor conversion a EPA (p<0,05), sin
embargo, en los dias 21 y 29, los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA presentaron la
mayor concentracion, siendo significativa esta diferencia solo en el dia 21. En relacién a LA,
los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA presentaron una mayor concentracion en los
tres dias (p<0,05). Por otra lado, el grupo CD-<1%-ALA presentd la mayor proporcion de
AA en los tres dias (p<0,05), mientras que el resto de los grupos no mostraron diferencias.
Respecto al total de n-3, los grupos sin ALA evidenciaron una tendencia a la disminucion
con el paso de los dias (p<0,05). Finalmente, el grupo CD-6%-ALA presentd la menor
cantidad de total de n-6 en todos los dias (p<0,05).

7.2.3. Composicion de AG en los testiculos de crias
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El perfil de AG relevantes de los testiculos de las crias se detalla en el Anexo 8. En relacion
a ALA en el dia 29, el grupo con la concentracion mas predominante fue HFD-<1%-ALA,
mientras que en el dia 29 fue el grupo CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA. La conversion a EPA,
fue mayor en los grupos sin ALA. Respecto a DHA, el grupo CD-6%-ALA presento6 la mayor
concentracion en los dias 21 y 29 (p<0,05), mientras que HFD-6%-ALA mostr6 la menor
proporcion en los tres dias. En cuanto a LA, se destacé una mayor concentracion en los
grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA en los dias 21 y 29 (p<0,05). La conversiéon a AA
no tuvo una tendencia clara: en el dia 21 predominaron los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-
6%-ALA, mientras que en el dia 29, el grupo HFD-6%-ALA destaco por su baja
concentracion y el resto de los grupos no presentaron diferencias significativas. Sobre el total
de n-3 el grupo que destaco fue el CD-6%-ALA en el dia 29 (p<0,05), mientras que el CD-
<1%-ALA presentd la menor cantidad en todos los dias. Finalmente, los grupos HFD-<1%-

ALA y HFD-6%-ALA presentaron la mayor concentracion de total de n-6.

7.2.4. Composicion de AG en los ojos de crias

El perfil de AG de los ojos de las crias se encuentra en el Anexo 9. El grupo HFD-<1%-ALA
presentd la mayor concentracion de ALA, seguido por CD-6%-ALA en los dias 21 (p<0,05)
y 29 (p>0,05). En cuanto a la conversion a EPA, los grupos sin ALA mostraron la mayor
cantidad en los tres dias. De manera similar, se observo la misma tendencia en DHA, pero de
una manera mucho mas evidente, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
respecto al resto de los grupos. Por otro lado, LA fue més alto en el grupo HFD-6%-ALA en
el dia 21, mientras que en el dia 29 se destacaron los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-
ALA. Algo distinto sucede con AA, donde se observo que el grupo CD-6%-ALA tuvo la
mayor concentracion (a pesar de ser uno de los grupos que menos acumula LA) sin presentar
diferencias significativas con HFD-<1%-ALA en los dias 21 y 29. Por tltimo, el total de n-
3 es mayor en los grupos sin ALA (p<0,05), mientras que los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-
6%-ALA presentaron la mayor concentracion de n-6 total en los dias 21 y 29, siendo HFD-

<1%-ALA similar a CD-6%-ALA en el dia 21 y a HFD-6%-ALA en el dia 29.

7.2.5. Composicion de AG en el tejido adiposo de crias
El perfil de AG relevantes de tejido adiposo de las crias esta disponible en el Anexo 10. La

concentracion de ALA disminuy6 con el paso de los dias en todos los grupos, siendo esta
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disminucion significativa en los grupos CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA. Respecto a EPA, el
grupo CD-6%-ALA no vari6 con el tiempo. En el dia 7, los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-
6%-ALA presentaron los mayores valores (p<0,05), mientras que en el dia 21, aumentaron
en CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA, sin diferencias significativas con HFD-6%-ALA. En el
dia 29, HFD-6%-ALA tuvo la menor concentracion (p<0,05). En relacion a DHA, solo CD-
6%-ALA mostr6 un aumento a lo largo de los dias (p<0,05). En los dias 7 y 21, HFD-<1%-
ALA destacé (p<0,05), mientras que en el dia 29, CD-6%-ALA presentd la mayor cantidad,
seguido por HFD-<1%-ALA. LA fue significativamente mayor en los grupos HFD-<1%-
ALA y HFD-6%-ALA en todos los dias de intervencion. La conversion a AA disminuy6 con
el tiempo, en el dia 7, los grupos con ALA tuvieron mayor concentracion de AA, mientras
que en los dias 21 y 29, HFD-<1%-ALA tuvo la menor concentracion (p<0,05). Finalmente,
el total de n-3 fue mayor en HFD-<1%-ALA en los dias 7y 21, y en CD-6%-ALA en el dia
29. El total de n-6 fue significativamente mayor en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-
ALA, especialmente en HFD-<1%-ALA en los dias 21 y 29.

7.2.6. Composicion de AG en el higado de crias

El Anexo 11 contiene el perfil de AG relevantes del higado de las crias. En cuanto a ALA,
los grupos con ALA presentaron mayor cantidad en los dias 21 y 29, siendo CD-6%-ALA el
unico con un aumento progresivo (p<0,05). La conversion a EPA fue mayor en CD-6%-ALA
y HFD-<1%-ALA en los dias 7 y 29, y en CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA en el dia 21.
Similarmente, la conversion a DHA fue mayor en CD-6%-ALA y HFD-<1%-ALA en el dia
29 (p<0,05), mientras que en el dia 7, fue mayor en los grupos sin ALA y en el dia 21, el CD-
<1%-ALA fue el grupo mas predominante. Por otra parte, los grupos HFD-<1%-ALA y
HFD-6%-ALA tuvo la mayor concentracion de LA en los tres dias. La conversion a AA fue
mayor en HFD-<1%-ALA en el dia 7 y 29 (p<0,05), siendo similar a CD-6%-ALA en el dia
29. Ademas, todos los grupos mostraron una disminucion significativa, excepto HFD-<1%-
ALA en los dias 21 y 29. Por ultimo, en el total de n-3, no se mostré una tendencia clara,
CD-6%-ALA presentd la menor concentracion en el dia 7 (p<0,05) y aumento en el dia 29
igualandose con HFD-<1%-ALA. El total de n-6 fue mayor en los grupos HFD-<1%-ALA y
HFD-6%-ALA y disminuy6 en los CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA a lo largo de los dias.
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7.2.7. Composicion de AG en el cerebro de crias

El perfil de AG relevantes de cerebro de las crias se detalla en Anexo 12. Todos los grupos
aumentaron su proporcion en ALA con el tiempo, siendo CD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA
los que presentaron mayor concentracion en los dias 21 y 29. En cuanto a la conversion a
EPA, los grupos con ALA mostraron la mayor cantidad en los dias 7 y 29. Algo similar
ocurrié con DHA, donde los grupos con ALA tuvieron la mayor concentracion (p<0,05) en
todos los dias. Por otro lado, la conversion a AA en el cerebro fue significativamente
diferente entre los grupos CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA y los HFD-<1%-ALA y HFD-6%-
ALA en el dia 21, pero no existieron diferencias significativas en el dia 29. Por ende, el total
de n-3 fue significativamente mayor en los grupos CD-6%-ALA y HFD-6%-ALA, mientras
que los grupos sin ALA, presentaron la mayor cantidad de n-6 total (p<0,05).

7.2.8. Composicion de AG en eritrocitos de crias

La informacion sobre el perfil de AG relevantes de eritrocitos se encuentra en el Anexo 13.
En cuanto a ALA, HFD-<1%-ALA present6 una diferencia significativa respecto a los otros
grupos. Para EPA y DHA, no existieron diferencias entre los grupos en el dia 7, pero en el
dia 21, HFD-6%-ALA mostrd la mayor concentracion, y en el dia 29, predominaron los
grupos con ALA. En relacion a LA, CD-<1%-ALA tuvo una alta concentracion en el dia 7,
mientras que HFD-6%-ALA fue mayor en los dias 21 y 29. Para AA, los grupos HFD-<1%-
ALA y HFD-6%-ALA presentaron la mayor concentracion en el dia 7 (p<0,05), pero en los
dias 21y 29, CD-<1%-ALA fue el que mas destacé. El total de n-3 fue mayor en HFD-<1%-
ALA en el dia 7, mientras que en el dia 21, los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA
predominaron. En el dia 29, CD-6%-ALA y HFD-<1%-ALA presentaron las mayores
concentraciones, sin presentar diferencias significativas entre ellos. Finalmente, CD-<1%-

ALA mostr6 la mayor concentracion de n-6 total en los tres dias (p<0,05).

7.2.9. Composicion de AG en el contenido estomacal de crias

El perfil de AG relevantes del contenido estomacal de las crias esta disponible en el Anexo
14. El contenido estomacal se evalu6 solo en el dia 7, ya que hasta este dia, las ratas tenian
lactancia materna exclusiva. El grupo CD-<1%-ALA tuvo la mayor proporcion de ALA, sin

presentar diferencias significativas con CD-6%-ALA, mientras que HFD-<1%-ALA mostré
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los niveles mas bajos (p<0,05). La conversion a EPA fue notablemente mayor en los grupos
con ALA, sin presentar diferencias importantes entre ellos. En cuanto a DHA, CD-6%-ALA
presentd la mayor concentracion, seguido por HFD-6%-ALA, el cual no difirid
significativamente con el grupo HFD-<1%-ALA. Por otro lado, los grupos HFD-<1%-ALA
y HFD-6%-ALA tuvieron la mayor concentracion de LA. La conversion a AA es superior en
HFD-6%-ALA, mientras el resto de los grupos no mostraron diferencias significativas. CD-
6%-ALA tuvo la mayor concentraciéon total de n-3. Finalmente, el total de n-6 fue
significativamente mayor en HFD-<1%, seguido por el grupo HFD-6%, sin presentar

diferencias significativas los CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA.

7.2.10. Composicion de AG en intestino de crias

El Anexo 15 contiene el perfil de AG relevantes del intestino de las crias. La concentracion
de ALA, no present6 diferencias significativas entre los grupos en el dia 7, pero si en los dias
21 y 29, destacando el grupo CD-<1%-ALA, que disminuy6 significativamente su
concentracion del dia 21 al 29. En cuanto a la conversion a EPA, en los dias 21 y 29, el grupo
HFD-<1%-ALA, mostr6 la menor conversion, mientras que el grupo HFD-6%-ALA
predomind en el dia 29 (p<0,05). La conversiéon a DHA, aument6 con el tiempo, excepto en
HFD-<1%-ALA, que fue el tnico grupo que disminuy6 su concentracion en al dia 29. En el
dia 7, la conversion a DHA fue mayor en los grupos con ALA, mientras que en los dias 21 y
29, el grupo HFD-<1%-ALA destacé por su baja concentracion. Los grupos HFD-<1%-ALA
y HFD-6%-ALA mostraron una mayor proporcion de LA comparado con los CD-<1%-ALA
y CD-6%-ALA en los tres dias y no presentaron diferencias significativas entre ellos. La
conversion a AA fue mayor en el grupo CD-<1%-ALA en los dias 21 y 29 (p<0,05). Aunque
en el dia 7 no hubo diferencias significativas entre los grupos en cuanto al total de n-3, en el
dia 21, los grupos CD-<1%-ALA y CD-6%-ALA no mostraron diferencias significativas,
mientras que en el dia 29, predomin6 el CD-<1%-ALA. La proporcion total de n-6 fue

significativamente mayor en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA en los tres dias.

7.2.11. Composicion de AG en musculo de crias
El Anexo 16 describe el perfil de AG relevantes en el musculo de las crias. En los dias 7, 21

y 29, la proporcion de ALA fue mayor en el grupo HFD-6%-ALA, seguido por CD-6%-ALA
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(p<0,05). La conversion a EPA se mantuvo elevada en los grupos CD-6%-ALA y HFD-6%-
ALA, mientras que HFD-<1%-ALA no presentd diferencias significativas con HFD-6%-
ALA en ninguno de los dias. De manera similar, el grupo CD-6%-ALA mostr6 la mayor
cantidad de DHA, seguido por HFD-6%-ALA y HFD-<1%-ALA, siendo significativamente
distintos estos grupos en los dias 7 y 21. En cuanto a LA, los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-
6%-ALA tuvieron la mayor cantidad, mientras que CD-6%-ALA mostr6 la menor proporcion
en todos los dias. La conversion a AA en el dia 7 revelo que el grupo HFD-<1%-ALA fue el
que mas produjo AA, seguido por CD-6%-ALA. En el dia 21, HFD-<1%-ALA disminuy6
significativamente su produccion, mientras que CD-<1%-ALA increment6, seguido por CD-
6%-ALA. Al dia 29, el grupo CD-<1%-ALA mantuvo la concentracion mas alta, seguido por
HFD-<1%-ALA, mientras que el resto de los grupos no presentaron diferencias significativas
entre ellos. En cuanto al total de n-3, los grupos con ALA presentaron la mayor proporcion.
Finalmente, el total de n-6 fue mayor en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA, pero
en los dias 21 y 29, HFD-6%-ALA no mostr6 diferencias significativas con CD-<1%-ALA,

siendo CD-6%-ALA el grupo con la menor proporcion en los tres dias.

7.2.12. Composicion de AG en pulmon de crias

El perfil de AG relevantes de pulmén de las crias se detalla en el Anexo 17. El grupo CD-
6%-ALA mostrd la menor proporcion de ALA en los tres dias, mientras que CD-<1%-ALA
tuvo la mayor cantidad en el dia 7. En los dias 21 y 29, los grupos HFD-6%-ALA y HFD-
<1%-ALA presentaron las mayores proporciones, sin obtener diferencias significativas entre
ellos y CD-<1%-ALA. En cuanto a la conversiéon a EPA y DHA, el grupo CD-6%-ALA tuvo
la mayor cantidad, seguido por HFD-6%-ALA (p<0,05). LA present6 mayor concentracion
en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA, sin presentar diferencias significativas en
los dias 7 y 29. La conversion a AA en el dia 7 fue més alta en CD-<1%-ALA (p<0,05). En
el dia 21 no hubo una tendencia clara, pero en el 29, los grupos sin ALA produjeron mas AA.
El total de n-3 no mostr6 una tendencia clara en los dias 7 y 21, pero en el 29, los grupos
HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA tuvieron la mayor cantidad. Finalmente, el total de n-6 fue
mas alto en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA (p<0,05).
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7.3. Efectos de una dieta control y alta en grasas de composicion variable en ALA (<1%

y 6%), sobre la composicion de AG en tejidos maternos de ratas.

7.3.1. Composicion de AG en higado de madres

El perfil de AG relevantes del higado de las madres estd disponible en el Anexo 18. En cuanto
a ALA, el grupo HFD-6%-ALA exhibi6 la mayor proporcion. La conversion a EPA fue mas
alta en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA, sin mostrar diferencias significativas
entre ellos. Respecto a DHA, ocurri6 algo similar que en ALA, donde el grupo HFD-6%-
ALA present6 la mayor proporcion. En relacion a LA, los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-
6%-ALA tuvieron la mayor concentracion. La conversion a AA fue mas alta en el grupo CD-
<1%-ALA, sin presentar diferencias significativas con los demas grupos. Finalmente, el total
de n-3 fue mayor en el grupo HFD-6%-ALA, mientras que el total de n-6 mostré que los
grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA tuvieron la mayor concentracion, en contraste con

CD-6%-ALA, que fue significativamente menor.

7.3.2. Composicion de AG en eritrocitos de madres

La informacion sobre el perfil de AG relevantes de eritrocitos de las madres se encuentra en
el Anexo 19. En cuanto a ALA, se observo que el grupo HFD-6%-ALA fue el que mostré la
menor proporcion. En relacion a la proporcion de EPA, los grupos con ALA son los que
presentaron la mayor conversion, sin presentar diferencias significativas entre ellos. En
cuanto a DHA, se observo algo similar, pero el grupo HFD-6%-ALA present6 la mayor
cantidad, seguido de CD-6%-ALA (p<0,05). Por otra parte, los grupos HFD-6%-ALA y
HFD-<1%-ALA presentaron la mayor proporcion de LA. Respecto a la conversion de AA,
no se observaron diferencias significativas entre los grupos. En cuanto al total de n-3, fue
significativamente mayor en los grupos HFD-6%-ALA y CD-6%-ALA. Finalmente, en
cuanto al total de n-6, el grupo CD-6%-ALA fue el que tuvo la menor concentracién, mientras

que el resto de los grupos no mostraron diferencias entre ellos (p<0,05).

7.3.3. Composicion de AG en tejido adiposo de madres
El perfil de AG relevantes de tejido adiposo de las madres est4 disponible en el Anexo 20.
En relacion a ALA, se observo que el grupo HFD-6%-ALA fue el que present6 la mayor

proporcion, el cual no tuvo diferencias significativas con HFD-<1%-ALA. Respecto a la
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acumulacion de EPA el grupo que destaco fue HFD-6%-ALA (p<0,05). Algo similar ocurri6
con DHA, en donde el grupo que present6 la mayor proporcion fue HFD-6%-ALA, seguido
de CD-6%-ALA (p<0,05). Por otra parte, LA se presentd en mayor cantidad en los grupos
HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA (p<0,05), mientras que la conversion a AA fue en el grupo
HFD-6%-ALA (p<0,05). En relacion al total de n-3, se evidencié que el grupo que presentd
la mayor concentracion fue HFD-6%-ALA, mientras que los otros no presentaron diferencias
significativas entre si. Finalmente, el total de n-6 fue significativamente mayor en los grupos

HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA.
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8. DISCUSION

8.1. Efecto de las intervenciones en el peso y adiposidad materna de madres y crias

Los resultados de este estudio sugieren que la composicion de la dieta materna no solo influye
en el peso y adiposidad de las mismas, sino que también afecta de manera similar a sus crias.
Este hallazgo es similar a otros estudios en ratas donde la administracion de una dieta rica en
grasas ha sido ampliamente utilizada para inducir la obesidad en animales, debido a una
mayor sintesis y acumulacion de tejido adiposo en forma de triacilglicéridos (34). Un
aumento de la ingesta energética a través de una HFD, resulta en resistencia a la insulina,
aumentos en los niveles séricos de triacilglicerol y colesterol, aumento en el estado de estrés
oxidativo plasmatico y hepatico y una reduccion significativa en la sintesis y almacenamiento
de AGPI n-6 y n-3 (4). La lip6lisis produce una liberacion de AG libres y triglicéridos al
torrente sanguineo, los cuales son sustrato clave para la produccion de triglicéridos VLDL
en el higado (34). La combinacion de AG libres y triglicéridos reesterificados produce
VLDL, permitiendo la circulacion de grasas a través torrente sanguineo (34). Una mayor
formacion de VLDL puede causar obesidad, resistencia a la insulina, dislipidemia y
acumulacion de colesterol en las arterias (34). Por otra parte, el aporte de ALA reduce las
probabilidades de causar obesidad en comparacion con el alto consumo de LA, ya que ALA
puede mejorar el metabolismo de las grasas al regular la oxidacion y las vias de sintesis de
los AG (16). Se ha demostrado que la ingesta de ALA puede promover la oxidacion de los

AG mitocondriales y aumentar el gasto energético (16).

8.2. Efecto de las intervenciones en corazon de crias

Las enzimas desaturasa y elongasa necesarias para la sintesis de AGPI, no se expresan con
gran intensidad en el corazén a diferencia del higado (12). Por lo mismo, este 6rgano debe
obtener el DHA a partir de la sangre (35). Las tasas de sintesis de DHA en el corazon son
bajas debido al déficit de la enzima elongasa-2 (elovl2), encargada de catalizar la elongacion
de DPA n-3 a 24:5n-3, penultimo precursor del DHA, siendo este otro punto crucial en la
sintesis de DHA (13). En animales alimentados con una dieta rica en ALA, no se han
observado cambios significativos en los niveles de DHA en el corazén, lo que es consistente
con la observacion de que el corazon no es capaz de alargar el ALA a DHA (11), por

consiguiente, el corazén tiene una actividad nula para convertir precursores en AGPI (1).
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Esto coincide con los hallazgos de este estudio, ya que los grupos que mas acumulan ALA
(CD-6%-ALA y HFD-6%-ALA en los dias 7y 21), no son los que mas DHA depositan en el
corazén. Ademds es importante sefialar que el ALA presente en el corazén se destina
principalmente a -oxidacion, debido a que es un tejido metabdlicamente muy exigente
(4,35). El tejido cardiaco tiene una alta tasa de recambio de AG con una especificidad
potencial para la lipolisis de AGPI como el DHA (36). En cuanto a la acumulacion de LA,
no se observaron diferencias destacables en la adultez, pero si en el dia 7, donde los grupos
HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA presentaron la mayor concentracion. Ademas, las dietas
sin ALA aportan una mayor cantidad de LA, lo que se refleja en el aumento de AA, debido
a que el LA y ALA compiten por las mismas enzimas desaturasas y elongasas, lo que
significa que su tasa de conversion a AA y DHA depende de las cantidades relativas
consumidas (8). Por tanto, las diferencias en las tasas de sintesis parecen depender de una
mayor disponibilidad de sustrato (1). Lo anterior se podria relacionar con la potenciacion en

el desarrollo de enfermedades cronicas o procesos inflamatorios (1).

8.3. Efecto de las intervenciones en rifion de crias
La presencia de proteinas y la actividad de desaturasas y elongasas en el rifidén tiene una
actividad limitada, por lo tanto, el transporte de AGPI hepaticos y dietéticos es crucial para
la homeostasis de AGPI en el rifion y otros 6rganos extrahepaticos (1). Las dietas alta en
grasas por otra parte, presentaron las mayores concentraciones de LA. Este tipo de dietas
proporcionan una mayor cantidad de LA, lo que resulta en un aumento en su acumulacion
(1). En un estudio realizado el 2015 de Salem et al. se observo que el AA fue el AG mas
predominante en el rifion (37). Lo anterior, se condice con nuestros resultados debido a que
el rifion fue uno de los o6rganos que tuvo mayor conversion a AA, siendo este aumento
significativamente mas alto en el grupo CD-1%-ALA en todos los dias. Estudios recientes
han demostrado que el AA y sus derivados activos, los eicosanoides, desempenan papeles
importantes en la regulacion de la funcion renal fisiologica y la patogénesis de la enfermedad
renal (38). La ciclooxigenasa 2 (COX-2) y sus productos, se consideran un importante
mediador fisioldgico de la funcion renal, al regular procesos como el manejo renal de la sal,
vasodilatacion arterial y desempefiar un papel protector para mantener el flujo sanguineo
renal (38).
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8.4. Efecto de las intervenciones en testiculos de crias

La presencia de proteinas y la actividad de desaturasas y elongasas en los testiculos tiene una
actividad limitada, por ende, los testiculos dependen del transporte dietético y hepatico para
la homeostasis de AGPI (1). El AA modula la funciéon mitocondrial y la inflamacion,
mientras que DHA es el AG mdas abundante y se considera un componente clave de la
membrana del esperma, ademas, sus niveles se correlacionan positivamente con el recuento
total, concentracion, vitalidad y motilidad de los espermatozoides, considerandose
fundamentales por su rol en el desarrollo testicular y espermatogénesis, por lo tanto, se
considera que tiene un rol relevante en la fertilizacion (4,39). En base a los resultados de este
estudio, se evidencia que la conversion de ALA a DHA es mayor que la de LA a AA y que
a pesar de que el grupo HFD-6%-ALA, cuenta con aporte de ALA, la conversion a DHA es
significativamente menor comparado con CD-6%-ALA, no pudiendo alcanzar sus niveles.
Es importante destacar que la ingesta de una dieta HFD, puede inducir a una regulacion
negativa del DHA, como se observa en los resultados de este estudio, debido a la obesidad,
alteracion de los niveles normales de colesterol y la desregulacion de la biosintesis de acidos
grasos causados por la HFD, lo que tendria consecuencias como, apoptosis de las células
germinales, dafio en los tubulos seminiferos y produccion de espermatozoides y podrian

conducir a enfermedades como la infertilidad (39).

8.5. Efecto de las intervenciones en ojos de crias
La acumulacion temprana de AA y DHA durante la embriogénesis y primeras etapas
postnatales es crucial para el desarrollo visual normal (11). Si bien se desconoce el papel
exacto, se sabe que modula importantes funciones de la membrana, como el transporte de
iones o solutos, la actividad del receptor y la actividad de la adenilato ciclasa (11). El DHA
estd altamente concentrado en la retina, y las reducciones en el DHA estan asociadas con
deterioro visual (12). Ademas, los ojos se destacan también por su cantidad de EPA (37). Sin
embargo, el DHA es mas abundante que el EPA en la retina (11), tal como se observa en los
resultados de este estudio. La deficienciade AGPI n-3 estd asociada con cambios
bioquimicos en la retina, incluidos la disminucion del contenido de DHA 'y alteracion de las
actividades enzimaticas (11). Lo contrario sucedi6 en los resultados de esta investigacion, ya
que el grupo HFD-<1%-ALA fue el que mayor concentracion de ALA y EPA presento,
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mientras que la conversion a DHA vy total de n-3 fue mayor en los grupos HFD-<1%-ALA y
HFD-6%-ALA. Este novedoso hallazgo requiere mas estudios, pero es probable que una de
las posibles explicaciones sea que el o0jo, al ser un organo vital y esencial para el desarrollo
de la descendencia, provoque que la madre traspase gran parte de sus reservas para evitar la
deplecion en la cria.. Por otra parte, AA es uno de los AG que presenta una de las
concentraciones mas bajas en los o0jos (37), lo que se condice con los resultados obtenidos.
El grupo HFD-<1%-ALA y el CD-6%-ALA convierten de manera similar el AA a partir de

LA, pero la conversion del grupo CD-6%-ALA es mas eficiente.

8.6. [Efecto de las intervenciones en tejido adiposo de crias

En el tejido adiposo, el LA es el AG mas abundante, mientras que solo hay cantidades muy
pequenias de DHA o EPA (40), lo que se observa en los resultados de la presente
investigacion. Existe una capacidad de almacenamiento limitada de AGPI n-3 en el tejido
adiposo que implica la necesidad de un suministro continuo a través de la dieta (40). Se ha
informado previamente que el 19% del LA dietético y el 11% del ALA dietético se
almacenaban en los tejidos de ratas en crecimiento y que el 60% de eso se ubicaba en la grasa
visceral, siendo el tejido adiposo blanco el que contiene la mayor cantidad de precursores
C18 (37). Es conocido que el destino principal del ALA administrado por via oral es la B-
oxidacion y el almacenamiento a largo plazo en el tejido adiposo, debido a que puede
representar un deposito de liberacion lenta de ALA que otros tejidos como el cerebro, pueden
utilizar con el tiempo (12), por lo tanto, se destaca una disminucion en el transcurso de los
dias. Se evidencia que los niveles de LA son mayores en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-
6%-ALA en el dia 7, 21 y 29, debido a que estas aportan un mayor aporte de LA, lo que se

refleja en el aumento de su acumulacion y la disponibilidad de este sustrato (1).

8.7. Efecto de las intervenciones en higado de crias

El higado tiene un papel central en la sintesis de AGPI n-6 y n-3, siendo este tejido
responsable de la mayoria de esta conversion a través de los procesos de desaturacion y
elongacion de LA y ALA a los respectivos productos metabolicos (4). Las desaturasas y
elongasas se expresan mas en el higado en comparacion con el corazén o el cerebro, lo que

corresponde a tasas mas de 30 veces mayores de sintesis de DHA en este 6rgano (12,15). Los
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resultados de este estudio indicaron que, aunque los grupos con ALA presentan la mayor
concentracion al dia 29, no son necesariamente los que mas incrementan la conversion a EPA
y DHA, sino que son los grupos CD-6%-ALA y el HFD-<1%-ALA. El papel de A-6D y A-
5D en este proceso estd altamente regulado por hormonas, particularmente por la regulacion
positiva mediada por insulina de la expresion génica de las enzimas (4). Sin embargo, algunas
condiciones pueden aumentar la capacidad del higado para la sintesis de AGPI a partir de sus
precursores, como la deficiencia de la ingesta dietética de AGPI n-3, donde el higado
aumenta la sintesis de DHA a través del aumento de la expresion de desaturasas o elongasas,
aunque no se conoce claramente el mecanismo (12,15). De los cuatro subtipos de elongasa
expresados en el higado de ratas, elongasa-5 (elovl-5) es la transcripcion de elongasa mas
abundante, por ende, es responsable de la elongacion de los AGPI en hepatocitos (41). La
expresion hepatica de elovl-5 y desaturasas en ratas durante el desarrollo posnatal, esta
regulada a nivel pre-traduccional por los AGPI n-3 dietéticos y el agonista de PPAR-a (41).
Ademas, dado el tamafo relativamente grande del higado en comparacion con los otros
tejidos que examinamos, esto solo exacerbaria atin mas las tasas de reaccion ya mas altas en
el higado (1). En relacién a LA se observa que los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA
predominan en los tres dias de intervencion, mientras que el paso a AA, no se observan
diferencias significativas entre los grupos CD-6%-ALA y el HFD-<1%-ALA, tal como
sucedié en EPA y DHA. Las HFD aportan una mayor cantidad de LA, lo que se refleja en el
aumento de la acumulacion de LA, por ende, las diferencias en las tasas de sintesis parecen
depender de una mayor disponibilidad de sustrato para la sintesis de AGPI n-6, y no de una

mayor capacidad de sintesis (1).

8.8. Efecto de las intervenciones en cerebro de crias

El cerebro contiene la segunda concentracién mas alta de lipidos totales en el cuerpo, después
del tejido adiposo (8). Los principales AGPI n-6 y n-3 en el cerebro son AA y DHA (31). El
AA representa del 5 al 11% de los fosfolipidos cerebrales, mientras que DHA representa
entre el 13 al 22% (31). El DHA se comienza a acumular desde la embriogénesis y primeras
etapas postnatales de desarrollo, debido a que es crucial para el desarrollo neuroldgico (11)
Ambos AG participan activamente en el desarrollo del cerebro y se depositan en grandes

cantidades en los lipidos de la membrana celular de la materia gris (6). Ademads, cumplen
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funciones fundamentales en la funcion cerebral, como la regulacién del crecimiento,
diferenciacion neuronal, neurogénesis, procesos de neurotransmision, supervivencia celular
y neuroinflamacion (5). Las cantidades de AA y DHA en el cerebro son influenciadas por la
composicion de AG de la dieta (31). Joffre et al. observaron que la deficiencia de AGPI n-3
afecta al cerebro en términos de variaciones de AA y DHA (31). Por lo tanto, un mayor
consumo de AGPI n-3 resultaria en una sustitucion parcial de AA por EPA y DHA en las
membranas celulares, mientras que una mayor ingesta de AGPI n-6 reduce los niveles de
DHA y aumenta los de AA (31), hallazgo similar al encontrado en los resultados del presente
estudio, donde los grupos con ALA fueron los que incrementaron la conversion a AG n-3,
independiente si seguian una dieta CD o HFD, en contraste de los sin ALA, que presentaron
un aumento total de la linea n-6. Lo anterior ocurre debido a que si bien muchos tejidos tienen
la capacidad de sintetizar DHA frente a la falta de ingesta de AGPI n-3, la capacidad del
cerebro para hacerlo se considera baja y depende de la sintesis del higado (15). Ademas, la
privacion de AGPI n-3 en la dieta no aumenta la expresion de las desaturasas o elongasas o
la tasa de sintesis de DHA como sucede en otros 6rganos (12). Estos hallazgos respaldan la
afirmacion de que el higado exhibe la mayor capacidad para la biosintesis de AGPI en
mamiferos, mientras que el cerebro, tiene una actividad limitada (1). Una de las principales
razones por las que la conversion de ALA es relativamente pobre se debe al alto porcentaje
de ALA dirigido hacia la B-oxidacion, que es aproximadamente el 67% en el cerebro, pero
para otros AG, como el AA, esto es solo alrededor del 30% (11). Ademas, el cerebro presenta
selectividad para el DHA, mientras que presenta bajos niveles de EPA y ALA, debido a que
el EPA sufre una f-oxidacién y metabolismo mas rapido, pero que su absorcion cerebral es
similar, lo que explica la disparidad en sus concentraciones finales (37). Si bien el cerebro
no es la principal fuente de DHA, tiene la capacidad de satisfacer sus necesidades diarias a
través de la conversion de ALA derivado del plasma y junto con la larga vida media del DHA
en el cerebro, proporciona al cerebro un grado de proteccion cuando la funcidon hepatica
puede ser limitada o cuando la privacion de n-3 estd en curso (11). Respecto a AA, no se
evidenciaron diferencias destacables en la adultez. Por ende, segun el total de AGPI n-6 y n-
3, se podria concluir que los grupos sin ALA estan favoreciendo la via n-6, mientras que los
grupos con ALA privilegian la via de n-3. Esto tltimo podria impactar positivamente en la

prevencion de enfermedades debido a los efectos antiinflamatorios de los AGPI n-3 (6).
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8.9. Efecto de las intervenciones en eritrocitos de crias

Los eritrocitos dependen de la biosintesis hepatica de AGPI n-6 y n-3, por consiguiente,
cualquier disminucion en la actividad de las desaturasas del higado tendra una consecuencia
directa en la concentracion de AGPI en los eritrocitos (4). Los niveles de ALA, EPA y DHA
en eritrocitos de ratones alimentados con una baja proporcion de LA/ALA se correlacionaron
positivamente con los niveles de ALA en los AG de la dieta (11,16). Es importante
mencionar, que se han encontrado datos controvertidos y menos consistentes en relacion con
la conversion y acumulacion de DHA a partir del ALA dietético y desafortunadamente, hay
estudios limitados que abordan este punto (11). Si bien en este estudio el grupo predominante
respecto a la acumulacion de ALA fue el HFD-<1%-ALA, la conversion a EPA y DHA fue
significativamente mayor en los grupos con ALA en el dia 29. Frente a una dieta alta en
grasa, los fosfolipidos de los eritrocitos muestran niveles de LA y ALA sin modificacion, sin
embargo, EPA y DHA se reducen significativamente con HFD (4). Lo anterior se ve reflejado
particularmente en el dia 29, en donde los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA
presentan valores menores que el grupo CD-6%-ALA, el cual podria considerarse como un
estandar. Una consecuencia directa de la dieta alta en grasa es la disminucion en la actividad
desaturasa del higado, reflejandose en una reduccion en la sintesis de AGPI n-6 y n-3 en
eritrocitos, por tal razon, los AGPI en eritrocitos se consideran un marcador metabolico de la

sintesis hepatica de AGPI n-6 y n-3 a partir de sus respectivos precursores (4).

8.10. Efecto de las intervenciones en contenido estomacal de crias

Poco se sabe sobre el efecto que tiene la dieta materna en la composicion de la leche materna
y el resultado en la descendencia (7). La acumulacion de AGPI durante el periodo intrauterino
se produce a partir de fuentes maternas y postnatales como la leche materna (11). Los lipidos
constituyen la segunda fraccion mas grande de la leche materna, proporcionando al recién
nacido energia, vitaminas liposolubles y AGPI (7). La leche materna activa transcripciones
reguladas por el agonista de PPAR-a, aumentando rapidamente los ARNm de desaturasas
después del nacimiento, lo que sugiere que PPAR-a y la leche materna contribuyen al
aumento postnatal del ARNm de elovl-5 y desaturasas, por tanto, contribuyen a mantener
niveles constantes de AA y DHA hepaticos (41). La dieta de la madre influye sustancialmente

en la composicion de AG en la leche materna, especialmente en los AGPI como el LA y ALA
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(7). Esto se refleja en el grupo HFD-<1%-ALA, ya que es el grupo que menos acumula ALA.
El contenido de DHA en la leche materna depende de la ingesta de la madre y las
concentraciones eritrocitarias de DHA en los lactantes responden a las cantidades de DHA
de la leche, cuya composicion esta correlacionada con el estado de AGPI n-3 materno (40).
Sin embargo, otros factores como las reservas corporales internas, el metabolismo de los AG
o la alta variabilidad entre camadas, podrian contribuir a desdibujar su asociacion directa con
la dieta (7). Los grupos con ALA son los que presentan la mayor conversion a EPA y DHA,
lo que se relaciona con el traspaso materno de estos AG (1). Por otra parte, la acumulacién
de LA y el total n-6 es predominante en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA, debido
a un mayor aporte de LA, lo que se refleja en el aumento de su acumulacion y en una mayor

disponibilidad de sustrato para la sintesis de AGPI n-6 (1).

8.11. Efecto de las intervenciones en intestino de crias

La informacién respecto a la acumulacion de AG en este 6rgano es limitada. Un estudio del
afio 2015 concluy6 que el intestino tiene una mayor acumulacion de AGPI n-6 en
comparacion con n-3, siendo el mas predominante el AA, seguido de LA (37). Ademas, este
organo presentd una de las mayores proporciones n-6/n-3 (37). En este estudio se evidencia
lo anterior, ya que LA y AA son los AG predominantes, por sobre los de la linea n-3. La
conversion a EPA y DHA fue menor en el grupo HFD-<1%-ALA (p<0,05), lo que indica
que, a pesar de acumular ALA de manera similar al grupo CD-6%-ALA, no es eficiente al
convertir los AGPI n-3. Esto se debe a que el LA y ALA compiten por las mismas enzimas
desaturasas y elongasas, lo que significa que su tasa de conversion a AA y DHA depende de
las cantidades relativas consumidas (8). Por tanto, las diferencias en las tasas de sintesis
parecen depender de una mayor disponibilidad de sustrato (1). La conversién a AA a partir
de LA también es baja en el dia 29, ya que una consecuencia directa de la dieta alta en grasa
es la disminucioén en la actividad desaturasa del higado, reflejandose en una reduccion en la

sintesis de AGPI n-6 y n-3 (4).

8.12. Efecto de las intervenciones en miisculo de crias
El musculo, es un 6rgano que presenta la mayor acumulacion de AGPI como AA y DHA,

mientras que los precursores C18 se depositan principalmente en el tejido adiposo blanco,
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seguido por la piel y, en tercer lugar, el musculo (37), lo cual se evidencia en la presente
investigacion. El musculo esquelético absorbe consistentemente todos los AG n-3, pero no
convierte eficientemente el ALA en EPA (3). Se sugiere que este tejido presenta metabolismo
preferencial de EPA para producir eicosanoides con efectos antiinflamatorios (como
prostaglandina o resolvina E1) debido a su alta actividad metaboélica (3). Por lo tanto, el
metabolismo de los AG n-3 parece ser especifico en este tejido (3). Ademas, se ha sugerido
que la acumulacién de los AG n-3 en el musculo esquelético puede explicar su papel crucial
en la reduccion de la grasa abdominal, la inflamacion, la dislipidemia y la resistencia a la
insulina (42). El consumo de ALA induce una redistribucién comparativamente diferente de
los AG del musculo esquelético (42), lo que se observa en las concentraciones de ALA, EPA
y DHA, ya que los grupos con ALA son los que presentan la mayor distribucion de estos
AGPI n-3. La acumulacion de LA, es mayor en los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-6%-ALA
debido a un mayor aporte de LA, lo que se refleja en el aumento de su acumulacion (1).
Mientras tanto, la bioconversion a AA es predominante en los grupos sin ALA debido a que

estas dietas aportan una mayor cantidad de LA (8).

8.13. Efecto de las intervenciones en pulmon de crias

El pulmon es un 6rgano que no muestra concentracion proteica ni actividad de desaturasas
(A-6D y A-5D) y elongasas (elovl2 y elovl5), por lo tanto, el higado seria el responsable de
la biosintesis de AGPI (1). A pesar de que la acumulacion de ALA es mayor en el grupo
HFD-6%-ALA la conversion a EPA y DHA es mayor en los grupos con ALA, siendo el
grupo CD-6%-ALA, el mas eficiente. En cuanto a LA, los grupos HFD-<1%-ALA y HFD-
6%-ALA presentan la mayor acumulacion de este AG debido a un mayor aporte de LA, lo
que se refleja en el total de n-6, en el aumento de su acumulacion y en una mayor
disponibilidad de sustrato para la sintesis de AGPI n-6 (1). Los niveles de AA en el dia 29
fueron mayores en los grupos sin ALA debido a que estas dietas aportan una mayor cantidad
de LA. Es importante destacar que el LA y ALA compiten por las mismas enzimas
desaturasas y elongasas (8), lo que resultaria en un aumento en los niveles de AA, asi como

una reduccion en el contenido de AGPI n-3 (ALA y especialmente EPA o DHA) en sangre
(D).
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8.14. Efecto de las intervenciones en higado de madres

La movilizacién de lipidos de los tejidos maternos durante el embarazo y la lactancia
proporciona un suministro constante de AG (36). A pesar de su papel central en el apoyo a
las demandas de la reproduccion, el conocimiento de cdmo cambia el manejo de lipidos por
parte del higado en respuesta a la reproduccion es limitado (43). Asi, los AGPI acumulados
en los tejidos maternos a lo largo del tiempo se movilizan para garantizar un suministro
estable al feto y al neonato durante el desarrollo, independientemente de la ingesta dietética
durante el embarazo (36). Para satisfacer la demanda de la descendencia, las hembras pueden
alterar su dieta para incluir mas lipidos o almacenar lipidos como tejido adiposo para su
posterior movilizacion, garantizando que haya suficientes lipidos disponibles para transferir
a la descendencia a través de la placenta o la leche materna (43). Ademas, el higado
desempefia un papel vital en este proceso porque es responsable de la degradacion,
modificacion y sintesis de lipidos (43). Esto lo convierte en un elemento esencial en la
sintesis de novo en el organismo materno, debido al aumento de sintesis de A6-D y AS5-D,
genes involucrados en la sintesis de AGPI (44). Durante el embarazo y la lactancia, las
adaptaciones metabolicas implican cambios en la expresion de desaturasas y elongasas en el
higado para la sintesis de AGPI en respuesta a la alta demanda del feto y del recién nacido
(44). Estos hallazgos apoyan la hipotesis de que el higado de la madre puede poseer diferentes
puntos de control a lo largo del embarazo y la lactancia (44). Se ha descrito la existencia de
una correlacion positiva entre la metilacion del promotor A6-D en los higados maternos y de
las crias causada por la disponibilidad materna de ALA durante la gestacion y lactancia, por

ende, esto podria alterar de manera diferencial el metabolismo de los AG n-6 y n-3 (42).

8.15. Efecto de las intervenciones en eritrocitos de madres

Dado que la expresion de elongasas y desaturasas es baja en el higado fetal, el alto contenido
tisular de AA y DHA se deriva de la sangre materna (41). Luego del nacimiento, la
acumulacion de AGPI durante el periodo postnatal se produce a partir de fuentes como la
leche materna (11) y las concentraciones de n-3 en los eritrocitos de la cria estan
correlacionadas con el estado de AGPI n-3 materno (40). En la madre, la biosintesis hepatica
de AGPI n-6 y n-3 es crucial para mantener los niveles adecuados en los eritrocitos (4). La
disminucién constante de DHA en los eritrocitos de la madre durante la lactancia sugiere que
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el DHA pasa al bebé a través de la leche (45). Este proceso, llamado “biomagnificacion de
DHA posnatal”, ocurre a expensas de la madre y coincide con una acumulacion mas rapida
de DHA en el cerebro del bebé, destacando su importancia para el desarrollo neurolégico y
de la retina después del parto (45). Los niveles de EPA y DHA son evidentemente mayores
en los grupos con ALA, similar a lo observado en contenido estomacal y eritrocitos de las
crias, que mostraron una tendencia al alza en el dia 7. Por otro lado, una alta ingesta de LA
podria influir tanto en la actividad de las enzimas desaturasas como en los niveles de AGPI
en sangre (1). En cuanto a LA, se observé que los grupos que recibieron HFD-<1%-ALA y
HFD-6%-ALA presentan la mayor concentracion, al igual que en contenido estomacal.
Similar a lo observado en tejidos anteriores, el aumento en la absorcion de LA se produce
por un aumento en su disponibilidad (8), no aumenta la biosintesis a AA en ninguno de los
grupos. Sin embargo, cabe mencionar que el grupo CD-6%-ALA es el que presenta la

conversion a AA de manera mas eficiente.

8.16. Efecto de las intervenciones en tejido adiposo de madres

En respuesta a las altas demandas de lipidos durante el embarazo y la lactancia, se
desencadenan adaptaciones metabodlicas que producen un aumento del almacenamiento de
grasa en el tejido adiposo desde el inicio del embarazo (44). Para esto, las hembras pueden
alterar su dieta para incluir mas lipidos, almacenar lipidos como tejido adiposo para su
posterior movilizacion y alterar sus patrones de uso y manejo de lipidos para garantizar que
haya suficientes lipidos disponibles para transferir a la descendencia a través de la placenta
o en la leche (43). La evidencia sugiere que los AGPI se movilizan desde el tejido adiposo
materno para satisfacer la acumulacion fetal y posteriormente para apoyar la lactancia (36).
A pesar de que este tejido expresa genes que codifican las enzimas implicadas en la sintesis
de AGPI, no sintetiza activamente A6-D y AS5-D, por ende, el tejido adiposo podria servir
mas que nada como reservorio (44). A pesar de lo anterior, se ha observado una mayor
expresion de elongasas en el tejido adiposo durante la primera mitad de la lactancia, por lo
que es posible que el tejido adiposo sustente al higado y la glandula mamaria durante esta
etapa fisioldgica de la sintesis de AGPI (44). La capacidad de transporte de lipidos estaria
elevada durante la gestacion y la lactancia, facilitando la deposicion de tejido adiposo en las
hembras gestantes y asegurando que los lipidos necesarios para el desarrollo fetal y el
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crecimiento posnatal se transporten a la placenta y las glandulas mamarias, respectivamente
(43). Los AGPI se pueden adquirir a través de la movilizacion a partir de las reservas de
tejido adiposo, por sintesis de novo en el organismo materno o a través de la dieta (44). Por
lo mismo, en los resultados del presente estudio, la bioconversion a DHA es mayor en los
grupos con ALA, mientras que la acumulacién de LA fue mayor en los grupos HFD-<1%-
ALA y HFD-6%-ALA debido a que el incremento en la absorcion de LA se produce por un
aumento es su disponibilidad (8). Sin embargo, en este caso no se observo un aumento en la
biosintesis de AA en ninguno de los grupos, probablemente debido a la competencia

enzimatica con LA. Como resultado, los niveles de DHA aumentan, pero no los de AA.
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9. CONCLUSIONES

Este estudio es uno de los pocos que describe los perfiles de distribucion de AGPI en
diferentes tejidos y dias de intervencidon en crias y madres. Los hallazgos respaldan la
afirmacion de que el higado tiene la mayor capacidad para la biosintesis de AGPI en ratas,
mientras que los tejidos extrahepaticos muestran una actividad limitada. Como se menciond
anteriormente, la acumulaciéon de AGPI n-3 varia segin el tejido, lo que indica que la

conversion de ALA es selectiva para cada uno.

Por otro lado, las reservas maternas se convierten en una fuente importante de transferencia
de AGPI n-3 a las crias en respuesta a estresores como el tipo de dieta, probablemente porque
la madre traspasa gran parte de sus reservas a la cria. Esto explica por qué en algunos tejidos
la deficiencia de ALA o una HFD no afect6 la acumulaciéon de AGPI como EPA y DHA.
Para poder aclarar lo anterior, se sugiere que futuros estudios utilicen ALA marcado para
determinar con mayor precision el uso de estos AGPI, debido a que el almacenamiento no es
la inica via de metabolismo del ALA, ya que también puede ser usado para -oxidacién o en

sustratos para la sintesis de docosanoides.

Continuar investigando en esta area es esencial, dado que la mayoria de los estudios
publicados se han centrado en tejido hepatico y cerebral, mientras que el conocimiento sobre
otros tejidos es limitado. Esto es crucial para comprender en profundidad como las reservas
maternas responden a estresores como la dieta y como las crias pueden mantener niveles

estables de AGPI ante la deficiencia de ALA o una HFD.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Ruta metabdlica de la sintesis de AGPI n-6 y n-3

AGPI n-6

Acido linoleico (LA, 18:2n-6)

AGPI n-3

Acido a-linolénico (ALA, 18:3n-3)

A6-Desaturasa

Acido y-linolénico (GLA, 18:3n-6) Acido estearidonico (SDA, 18:4n-3)

Acido dihomo-y-linolénico (DGLA,

Elongasa-5

20:3n-6) Acido eicosatetraenoico (ETA, 20:4n-3)

A5-Desaturasa

Acido araquidénico (AA, 20:4n-6) Acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3)

Acido adrénico (22:4n-6)

Elongasa-5/2

Acido docosapentaenoico (DPA, 22:5n-3)

Elongasa-2

Acido tetracosatetraenoico (24:4n-6) Acido tetracosapentaenoico (TPA, 24:5n-3)

Acido tetracosapentaenoico (24:

Oxidacion peroxisomal

A6-Desaturasa

5n-6) Acido tetracosahexaenoico (THA, 24:6n-3)

Acido docosapentaenoico (DPA, 22:5n-6) Acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3)

FIGURA. Ruta metabodlica de la sintesis de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) n-6 y n-3.



Anexo 2. Protocolo de intervencion

Dial

Fase

pregestacional

Dial
Fase
prenatal
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postnatal dia 7

Dia 8
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postnatal dia 21

Dia 22
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postnatal dia 29

CD-<1%-ALA

CD-<1%-ALA

CD-<1%-ALA

Lactancia materna

CD-<1%-ALA

Lactancia materna +
CD-<1%-ALA

CD-<1%-ALA

CD-6%-ALA

CD-6%-ALA

CD-6%-ALA

Lactancia materna

CD-6%-ALA

Lactancia materna +
CD-6%-ALA

CD-6%-ALA

FIGURA. Protocolo de intervencion del proyecto.

HFD-<1%-ALA
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Dia 21

HFD-6%- ALA

Dia 7

HFD-6%- ALA

Lactancia materna

Dia 21

HFD-6%- ALA

Lactancia materna +

HFD-6%- ALA

Dia 29

HFD-6%- ALA

Eutanasia

Eutanasia

Eutanasia

Eutanasia
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Anexo 3. Informacion nutricional de las dietas experimentales

Macronutrientes

Proteina
Carbohidratos

Lipidos

Ingredientes

Caseina

L-Cistina

Maicena
Maltodextrina
Sacarosa

Celulosa

Aceite de coco

Aceite de linaza
DHASCO

Aceite de soya

Aceite de cartamo
Aceite de girasol
Manteca de cerdo
Terbutilhidroquinona
Mezcla de minerales
Fosfato dicalcico
Carbonato de calcio
Citrato de potasio
Mezcla de vitaminas
Bitartrato de colina
Tartrazina

Rojo allura AC

Azul brillante FCF
Total

Composicion lipidica
Acido linoleico (% de
grasa total)

Acido
dieta)

linoleico (g/kg

%
totales

19
67
4

g
200

507.2
125
68.8
50
10

12.4
15
7.6

10
13

16.5

—_
[w]

S O N

1055

%
totales

g

CD-<1%-ALA
kcal

20
70
10
kcal
800
12
2024.8
500
275.2
0
90

111.6
135
68.4

oS o o O

oS o O

0
4057

28.3

12.1

totales

19
67
4

g
200

3

506.2

125

68.8

50
10

16.5
10
2

0.05
0

0.05

1055.1

%

20
70
10
keal
800
12

2024.8

500
275.2
0
90
36
0
54
45
135
45

(= - - =

40

0

0

0

4057

223

9.5

kcal
totales

totales

26
26
35

g
200

125
68.8
50
100

91.6
78.4

10

13
5.5
16.5

773.9

%
totales

20
20
60
keal
800
12

500
275.2

900

824
706

S o o o o o

0
4057

28.8

100.5

kcal

%

totales

26
26
35

g
200

125
68.8
50
100
27.8

66.4
75.8

773.9

CD-6%-ALA  HFD-<1%-ALA HFD-6%-ALA

% kcal
totales
20

20
60
keal
800
12

500
275.2

900

250

598
682

S O O o o o

0
4057

23.1

80.5
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Acido o-linolénico (%
de grasa total)

Acido a-linolénico
(g/kg dieta)

DHA (% de grasa total)
DHA (g/kg dieta)

AG saturados (%)

AG  monoinsaturados
(%)

AG poliinsaturados (%)
n-6

n-3

Relacion n-6:n-3

0.3

0.1

0.0
0.0
32.6
38.0

29.4
12.7
0.1

90.1

6.1

2.6

0.0

0.0
32.1
38.8

29.1
10.0
2.7

3.7

0.1

0.3

0.0
0.0
41.9
28.9

29.2
77.8
0.2
365.0

5.7

20.0

41.9
28.9

29.2
62.3
15.5
4.0

TABLA. Aporte nutricional y composicion de las dietas. Fuente: Etiquetado nutricional del producto.
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Anexo 4. Peso y adiposidad materna
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FIGURA. Peso y adiposidad materna. (a) Incremento de peso corporal desde etapa pre-gestacional hasta lactancia (b)
Ganancia incremental (c) Peso al final de la etapa pre-gestacional (d) Peso al final de la etapa de cruza y gestacion (e)
Peso al final de la etapa de la lactancia (f) Adiposidad. Datos presentados como media y desviacion estandar. n=6.
Analisis estadistico: i) ANOVA de una via seguido de post-test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo;
las letras diferentes en la parte superior de las barras representan diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).
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Anexo 5. Peso y adiposidad de las crias

a 25—
a,b,c
20-{ b,d b,d .
c a,c,d
~ T
£ 15
(%]
o
S
[ 10—
&
Q
(7]
[
a 5
0 ! \
oﬁ;\o o 0(?g\e L\a\ovxy’
& 9 & &
d 0.4
a,b,c
s oa ava |
~
K]
o
8 c.d
5 0.2 cd
(0]
hel
hel
©
il
g
2 0.1+
2 H
0.0 T i
6\3\?“ .\n\&y Oﬁ\ﬁ\y ,3\3\}
< A 2
S & & &

=y

Peso final crias dia 21 (g)

("]

Adiposidad de crias dia 21 (g)

80—

60 —|

40—

20 —|

25—

20—

0.5+

0.0—

a,c,d

Peso final crias dia 29 (g)

Adiposidad de crias dia 29 (g)

150 — a,b,d
a,b,c
T
b,c,d
100 —|
a,cd
50
0— \ \
0\3 \,\‘?\y o\n‘?\y ,\o\e‘?\y~
& &
4
a,b,d
a,bc
7 1T
2
b,cd
14
a,cd
0 \ﬁ T
W

FIGURA. Peso y adiposidad de las crias. (a) Peso final dia 7 (b) Peso final dia 21 (c) Peso final dia 29 (d) Adiposidad
dia 7 (e) Adiposidad dia 21 (f) Adiposidad dia 29. Datos presentados como media y desviacion estandar. n=6. Analisis
estadistico: i) ANOVA de una via seguido de post-test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras
diferentes en la parte superior de las barras representan diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).
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Anexo 6. Composicion de AG en corazon de crias
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FIGURA. % de AG en corazon de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de acido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas
entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 7. Composicion de AG en riiion de crias
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FIGURA. % de AG en rifion de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de acido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
(C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas
entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 8. Composicion de AG en testiculos de crias
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FIGURA. % de AG en testiculos de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=6 machos. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5, C22:6. Total
de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-test Tukey
para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan diferencias

significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas entre cada
grupo (p<0.05).
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Anexo 9. Composicion de AG en ojos de crias
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FIGURA. % de AG en ojos de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas
entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 10. Composicion de AG en tejido adiposo de crias

®
i
=n
i

BN CD-6%ALA

* [ CD-<1%ALA
ab.c EE HFD-6%ALA
] HFD-<1%ALA

ALA en tejido adiposo
(% mol de &cido graso)
EPA en tejido adiposo
(% mol de &cido graso)

0.5+

0.0
Dia7 Dia 21 Dia 29 Dia7 Dia21 Dia 29
C 20 d 40
* . ab,c abc
o5 1.5 ab,c e ab.d
) g
ag S5
5 O T o
ss [
o3 o
%.8 1.0+ o @
= * oo
A 53
Q 5}
;E( E g g E cd cd
o S
SR 05 [
0.0
Dia7 Dia 21 Dia 29 Dia7 Dia 21 Dia 29
* *
€ 20 f 4 .
od b.d ab,c
* L
5 154 8 = 3 *
% 2 acd 0.8
o® 5 ®
2 5 T o b, d
§§ * s # ss N
8 1.0+ o8 2 d
%g 1o abe d ‘ugjg 2 cd * b,c
c2 -2 b.c
(o=} o
=3 5o #
£ 05 28 14
= ad ad
0.0 0L
Dia7 Dia 21 Dia 29 Dia7 Dia 21 Dia 29
g 40—
* ab,c
30 a,b.d

cd cd

Total n-6 en tejido adiposo
(% mol de &cido graso)
N
T

o
|

Dia7 Dia 21 Dia 29

FIGURA. % de AG en tejido adiposo de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6.
Datos presentados como % mol de acido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5,
C22:5, C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido
de post-test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras
representan diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias
significativas entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 11. Composicion de AG en higado de crias
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FIGURA. % de AG en higado de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
(C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas

entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 12. Composicion de AG en cerebro de crias
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FIGURA. % de AG en cerebro de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
(C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas
entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 13. Composicion de AG en eritrocitos de crias

a 47 * b 25 5 BN CD-6%ALA
abc 1 CD-<1%ALA
3 abe abec I HFD-6% ALA
39 3 1o
§§ 5% 1 HFD-<1%ALA
5} is]
gs * £g
58 2 58
gg * *# i}g
° d d 5
<E a ® ad bE
& 1+ cd od g
07
Dia7 Dia 21 Dia 29 Dia7 Dia 21 Dia 29
C d s *
cd
o °
8 2 g 8 20
T O 29
£8 838
58 58
&3 §3
I S8 104
a
B 8
0
Dia7 Dia 21 Dia 29 Dia7 Dia 21 Dia 29
(4 30 f
J
° 23
1 S3
0 © =
g5 35
S8 58
£ c 9
[T R
5§38 23
° el
€2 5 g
S =5
Dia7 Dia 21 Dia 29 Dia7 Dia 21 Dia 29
g 50—

Total n-6 en eritrocitos
(% mol de acido graso)

Dia7

Dia 21

Dia29

FIGURA. % de AG en eritrocitos de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6.
Datos presentados como % mol de acido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5,
C22:5, C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido
de post-test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras
representan diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias
significativas entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 14. Composicion de AG en contenido estomacal de crias
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FIGURA. % de AG en contenido estomacal de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total
n-6. Datos presentados como % mol de acido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3,
C20:5, C22:5, C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias
seguido de post-test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras
representan diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).
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Anexo 15. Composicion de AG en intestino de crias
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FIGURA. % de AG en intestino de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
(C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas
entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 16. Composicion de AG en musculo de crias
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FIGURA. % de AG en musculo de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
(C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas
entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 17. Composicion de AG en pulmon de crias
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FIGURA. % de AG en pulmoén de crias (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=12 machos + hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
(C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre cada dia (p<0.05), mientras que los simbolos, indican las diferencias significativas
entre cada grupo (p<0.05).
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Anexo 18. Composicion de AG en higado de madres
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FIGURA. % de AG en higado de madres (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6. Datos
presentados como % mol de 4cido graso. n=6 hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5, C22:6. Total
de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-test Tukey
para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan diferencias
significativas entre los grupos (p<0.05).
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Anexo 19. Composicion de AG en eritrocitos de madres
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FIGURA. % de AG en eritrocitos de madres (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-6.
Datos presentados como % mol de acido graso. n=6 hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5, C22:6.
Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-test
Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).
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Anexo 20. Composicion de AG en tejido adiposo de madres
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FIGURA. % de AG en tejido adiposo de madres (a) ALA (b) EPA (c) DHA (d) LA (e) AA (f) Total n-3 (g) Total n-
6. Datos presentados como % mol de acido graso. n=6 hembras. Total de n-3 corresponde a C18:3, C20:5, C22:5,
(C22:6. Total de n-6 corresponde a C18:2, C20:4, C22:5. Analisis estadistico: i) ANOVA de dos vias seguido de post-
test Tukey para analizar las diferencias entre cada grupo; las letras en la parte superior de las barras representan
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).
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