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1. ELS ACIDS GRASSOS POLIINSATURATS OMEGA-3

1.1 DEFINICIO | CLASSIFICACIO DELS AGPI

Els acids grassos (AG) sén compostos organics formats per una cadena

hidrocarbonatada i un grup carboxilic.

Els AG presents en els éssers vius tenen, en la seva majoria, un nombre
parell d’atoms de carboni i es classifiquen en saturats o insaturats segons
el nombre de dobles enllagos que hi hagi en la seva estructura quimica.
Aixi, els acids grassos poliinsaturats (AGPI) sén AG que contenen en la seva
estructura quimica dos o més dobles enllagos, d’aqui el nom d‘acids

grassos poliinsaturats (figura 1).

El terme omega-3, n-3 o w-3 prové de la classificaciéd estructural de Ila
familia dels AGPI de cadena llarga. Aquest terme descriu la posicid d’'un
doble enllag situat en el carboni 3 de la cadena hidrocarbonatada (Calder,

2011). (Figura 1.)

Figura 1. Tipus d’acids grassos

[ Tipus d'acids grassos ‘ ] / M \

ALA C18:3 omega 3

m AG Saturat (sense dobles enllacos)
WO/O\ AG Monoinsaturat (1 doble enllag)

M\@:,g/o\o AG Poliinsaturat (=1 doble enllag) J\ DHA C22:6 omega 3 /

ALA: acid a-linolénic, de I'anglés Alpha Linolenic Acid; EPA: acid eicosapentaenoic, de langlés EicosaPentaenoic Acid; DHA: acid docosahexaenoic,
de I'anglés DocosaHexaeinoic Acid
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Els AGPI de cadena llarga sén essencials per a I'ésser huma, és a dir, tenen
la caracteristica que no poden ser sintetitzats per I'organisme, sind que

han de ser consumits per mitja de la dieta.

El paper d’aquesta essencialitat recau en |'existencia de dos tipus d’enzims
anomenats desaturases i elongases (figura 2). Aquests enzims sén els
encarregats d‘afegir dobles enllacos a la cadena hidrocarbonatada, és a dir,
d’insaturar els AG. Els mamifers no disposem de I'enzim necessari per
incorporar més dobles enllagos a partir del carboni 9. Per tant, els AG
poliinsaturats de cadena llarga (més de 9 carbonis), o bé s’han de
sintetitzar a partir d’'un precursor (Acid a-linolénic [ALA] en el cas dels
omega-3) o bé han d’estar presents en la dieta, ja que la manca de

desaturasa fa impossible la seva sintesi de novo.

L'essencialitat és una caracteristica que els AGPl omega-3 comparteixen
amb uns altres AGPI essencials anomenats AGPl omega-6. Diferents
estudis, tant in vitro com in vivo, han demostrat que aquestes dues
families d’AGPlI no només comparteixen aquests enzims per a la seva
sintesi, sind que també competeixen pels mateixos (Barcelo-Coblijn &
Murphy, 2009). (Figura 2.) Aixi doncs, I'equilibri es pot desplagar cap un
costat o cap a I'altre en funcid de la ingesta de precursors, acid linoleic (LA)

en el cas dels omega-6 i ALA en el cas dels omega-3.
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Figura 2: Biosintesi d’AGPI de cadena llarga omega-6 i omega-3
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Biosintesi dels AGPI de cadena llarga omega 6 i omega 3; Familia omega 6: LA: acid linoleic de
I'anglés Linoleic Acid; yLA: acid y linoleic de 'anglés y Linoliec Acid; DGLA: acid di-homo ylinoleic, de
I'anglés Dihomo vy Linoleic Acid; AA: Acid Araquidonic DPA: acid docosapentaenoic, de 'anglés

Docosapentaeinoic Acid. Fami

lia omega 3: ALA: acid a-linolénic, de I'anglés Alpha Linolenic Acid;

EPA: acid eicosapentaenoic, de 'anglés EicosaPentaenoic Acid: DHA: acid docosahexaenoic, de
I'anglés DocosaHexaeinoic Acid.

El fenomen de compet

icid esta marcat basicament per l'enzim A-6-

destaturasa. Aquest enzim presenta una afinitat més gran per ALA que no

pas per LA, i inhibeix competitivament la formacié dels seus derivats acid

araquidonic (AA) i acid do

Paradoxalment el procés

i acid docosahexaenoic (

cosapentaenoic (DPA).

de conversié d’ALA a acid eicosapentaenoic (EPA)

DHA) en éssers humans és poc eficient; només
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entre un 5-10% de I'ALA ingerit acaba convertint-se en EPA. Per tant,

només un 2-5% esdevé DHA (Barcelé-Coblijn & Murphy, 2009; EFSA, 2009).

1.2 PAPER FISOLOGIC DELS AGPI

A diferencia de la resta de greix alimentari, els AGPI incorporats per mitja
de la dieta no acostumen a consumir-se de manera oxidativa per a la
produccié d’energia, sind que el seu desti preferent és la incorporacié en

les membranes cel-lulars.

La composicié de les membranes cel-lulars en condiciona el paper fisiologic
i funcional, sobretot pel que fa a les funcions de reconeixement cel-lular,
transmissié de senyals, transport de nutrients i metabolits i diverses
activitats enzimatiques. Aquestes funcions sén degudes en gran part a la

modificacio de la fluidesa de la membrana.

La fluidesa es coneix com la capacitat de moviment molecular de la
membrana, i és una caracteristica de la membrana, la qual es troba
totalment condicionada per la seva composicio en AG. Depenent de
I’estructura quimica dels AG, aquests acids ocupen més o menys espai dins
de la bicapa. Aixi els AG de tipus saturat es disposen d’'una manera molt
empaquetada amb molt poc moviment, mentre que els AGPl ocupen més

espai i son més mobils, i augmenten, doncs, la fluidesa.

Per tant, la ingesta dietética d’AGPI essencials suposa una repercussid

funcional en I'organisme com s’exposa en la figura 3 (Mataix Verdu, 2009).
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Figura 3: Repercussio funcional del greix alimentari

[ AGPI essencials ]

Composicio Composicio lipidica )
lipidica de les de membranes
lipoproteines I g

Modificacio fisico-quimica:
Fluidesa
Peroxidacid lipidica

[ Modificacio fisico-quimica ]

Biosintesi

Fluidesa d'eicosanoides

Canvis funcionals
En funcié de les Peroxidacié lipidica

lipoproteines Permeabilitat

[ Canvis funcionals ] B

Transport
Recepcid hormonal

Senyalitzacio cel-lular

! !

[ Efectes sobre 'organisme en general ]

Quan les cel-lules sén activades, les fosfolipases alliberen els AGPI de les
membranes i aquests acids entren en el metabolisme de manera que, o bé
son transformats enzimaticament a cadenes més llargues i amb un grau
d’instauracié més elevat (figura 2), o bé directament produeixen

mediadors quimics com els eicosanoides.

Com més fluidesa de la membrana, més permeabilitat i millor funcié

associada a proteines transmembrana, és a dir, millor transport
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transmembrana. Ara bé, com més fluidesa, també existeix un risc més gran

de peroxidacio lipidica.

La membrana de les lipoproteines té una estructura similar a la membrana
de les cél-lules en general; per tant, si els AGPI s’incorporen en la
membrana de les lipoproteines, la repercussid es déna en el metabolisme
lipidic en general (Kremmyda, Tvrzicka, Stankova, & Zak, 2011; Mataix
Verdu, 2009).

Cal destacar també el paper dels AGPI com a segons missatgers, ja que, un
cop en les membranes, poden interactuar amb algunes hormones i altres
senyals extracel-lulars i desencadenar cascades de senyalitzacid

(Kremmyda [et al.], 2011).

La biosintesi d’eicosanoides que es deriva dels AGPI relaciona els AGPI de

les membranes amb els processos inflamatoris.

Depenent de la série o familia a la qual pertanyin els AGPI (omega-6 o
omega-3), els seus productes finals tenen diferents funcions, la majoria de

vegades oposades (figura 4). (Rueda, Domingo, & Mach, 2011.)

Aixi, mentre els eicosanoides derivats dels AGPI omega-6 solen ser
proinflamatoris, els eicosanoides derivats dels AGPI omega-3 solen ser
antiinflamatoris. A partir dels omega-6, es formen prostaglandines (PG) i
lipoxines. A partir dels AGPl omega-3, en canvi, es formen altres PG,
resolvines i protectines. S6n de la série E si provenen de I'EPA o de la série
D si provenen del DHA. Com indica el nom, les resolvines i les protectines
resolen i protegeixen els processos inflamatoris per mitja de la seva
interaccio amb diferents substancies implicades en la inflamacid. Les

resolvines i protectines provinents dels AGPI omega-3, a diferencia de les




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada
Diposit Legal: T 1346-2015

INTRODUCCIO: Capitol |

PG i les lipoxines provinents dels AGPl omega-6, desactiven alguns factors

de transcripcid, entre els quals NF-kB (de I’'angles Nuclear Factor K8).

Quan el NF-kB no s’activa, s’inhibeix I'expressid de multiples gens que
codifiquen proteines relacionades amb la inflamacid, per exemple la
proteina C reactiva. Alhora, la inhibicié d’aquest factor de transcripcio es
tradueix en la disminucié d’algunes citocines inflamatories i molécules
d’adhesié.

Una de les vies que explica la inhibicié del NF-kB és el fet que el DHA sigui
un lligand directe del receptor nuclear PPARy (de I'anglés Preroxisome
Proliferator-Activated Receptor y), el qual, igual que les resolvines i

protectines, inactiva NF-kB (Rueda [et al.], 2011). (Figura 4.)
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Figura 4. Efecte dels AGPI sobre la resolucio de la inflamacio
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d’adhesio dadhesio
INFLAMACIO CRONICA RESOLUCIO D'E LA
ATEROSCLEROSI INFLAMACIO

Esquema adaptat en part de Rueda [et al.](2011).

A part de la familia dels PPAR, s’han identificat altres receptors nuclears i
factors de transcripcid regulats pels AGPl omega-3, tots involucrats amb el
metabolisme lipidic. Un exemple n’és la proteina d’'unié a l'element

resposta a esterols (SREBP-1c).

Aquesta proteina regula positivament I'activitat d’enzims relacionats amb
la sintesi d’AG i amb els processos de dessaturacié i elongacié d’AG

(Kremmyda [et al.], 2011).
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La SREBP-1c també indueix el transportador de glucosa 2 (GLUT-2), el qual
facilita I'entrada de glucosa per les membranes cel-lulars, i relaciona els

AGPl amb el metabolisme de la glucosa (Kremmyda [et al.], 2011).

Per tot aixo, els AGPI de cadena llarga omega-3 han estat estudiats en un

ventall forga ampli de rols fisiologics i terapeutics (Jump, 2002).

La modificacié en la composicid de les membranes per mitja de la ingesta
alimentaria d’AGPIl, es dona de manera dosi-depenent. En els éssers
humans, s’ha vist que un periode de quatre setmanes d’ingesta d’AGPI és
suficient per donar lloc a una composicio de membrana totalment nova,

tot depenent de les dosis ingerides (Calder, 2011).

Alguns efectes adversos han estat descrits en éssers humans amb relacié a
grans ingestes d’EPA i DHA, els quals inclouen alteracié del metabolisme de
la glucosa i dels lipids, elevada peroxidacio lipidica, hemorragies i alteracié
de la funcid immune. Tot i aixi, cap autoritat o organisme oficial ha
establert encara un nivell tolerable per aquests AG. Els estudis realitzats en
éssers humans que hi ha disponibles, els quals avaluaven I'eficacia d’EPA i
DHA sols 0 en combinacio, dosis més altes d’1g/dia estudiades en temes de
salut com malalties cardiovasculars, problemes neurologics o immunitat,

no han descrit efectes adversos (EFSA, 2009).
1.3 FONTS ALIMENTARIES D’AGPI

La principal font alimentaria d’AGPl omega-3 és el peix blau i el marisc. En
aquests productes, els AGPI omega-3 s’hi troben de manera natural. No
obstant aix0, de manera artificial també els trobem en aliments funcionals
o aliments enriquits com algunes llets de soja, sucs i altres productes

manufacturats.
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Pel que fa al peix blau, les espécies considerades com a font principal sén
el salmé, les sardines, la tonyina, I'arengada i la truita. La composicid
greixosa de les tres primeres apareix representada en la figura 5 (Mataix

Verdu, 2009; Vannice & Rasmussen, 2014).

Figura 5: Composicid lipidica de les principals especies

Salmé
Tonyina

Sardina

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Il AG saturats [l AG monoinsturats Acid linoleic EPA+DHA

Figura extreta del llibre Nutricién y alimentacidn humana (Mataix Verdu. 2009).

En les diferents espéecies de peix trobem els AGPI de cadena llarga omega-
3, EPA i DHA, en quantitats i proporcions variables depenent de diversos
factors: la mateixa especie, I'entorn, les caracteristiques metaboliques del
peix, la seva dieta, la temperatura de I'aigua on viu i la temporada o estacio
de I'any. La relacié EPA:DHA varia entre 0,8 i 4,5. Per exemple, el fetge de
bacalla (d’on s’extreuen la majoria d’olis de peix per fer suplements) és
més ric en EPA que en DHA, mentre que I'oli de tonyina és més ric en DHA

que en EPA (Calder, 2011).

Els olis de peix que es comercialitzen sén més concentrats i, per tant, més
rics en AGPI que no pas les racions de peix que podem incloure a la dieta.
Ara bé, el consum d’oli de peix avui dia és poc habitual en el mén

occidental.

Darrerament estudis del nostre grup han determinat la proporcié EPA/DHA

1:1 com a proporcié més adient d’aquests dos AG, amb relacié als

10
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marcadors de risc cardiovascular, l'estrés oxidatiu i les alteracions
histologiques en la sindrome metabolica (SM). (Lluis [et al.], 20133;

Molinar-toribio [et al.], 2015; Taltavull [et al.], 2014.)

Segons Lluis [et al.], la proporcié EPA:DHA 1:1 és la més beneficiosa pel
gue fa a la millora de 'estat antioxidant, I'oxidacié de lipoproteines LDL i la
relacio Apo-B100/Apo-Al, tots signes de disminucié del risc de patir

malaltia cardiovascular.

Pel que fa a les alteracions histologiques que es relacionen amb les
malalties cardiovasculars i la sindrome metabolica (SM), també es va veure
com la proporcié EPA:DHA 1:1 és la més adient perqué millora I'estructura
de les parets aortiques i I'atrofia renal en models animals amb SM. Aquesta
proporcié 1:1 va millorar tant la inflamacié de fetge i de teixit adipds tant
en el model animal sa com en el model animal amb SM (Taltavull [et al.],

2014).

1.4 RECOMANACIONS NUTRICIONALS D’AGPI

Segons I’Agéncia de Seguretat Alimentaria Europea (EFSA, de Il'anglés
European Food Safety Agency), les recomanacions nutricionals per a AGPI

omega-3 sén de 250 mg/dia (EFSA, 2009).

Si tenim en compte altres organismes oficials de caracter internacional
com I'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS), la Food and Agriculture
Organisation of the United Nations (FAO) i I’American Heart Association
(AHA), aquestes recomanacions nutricionals es troben en un rang entre

200->600 mg/dia per a adults (Aranceta & Pérez-Rodrigo, 2012).

11
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Per assolir aquestes recomanacions, es recomana la ingesta de dos racions

a la setmana, una de les quals ha de ser de peix blau.

Tenint en compte la variacié entre espécies, amb dos racions de peix a la
setmana la incorporacié dietetica d’EPA i DHA ronda entre 200 i 500
mg/dia, i concorda, doncs, amb les recomanacions establertes per I'EFSA

(Strobel, Jahreis, & Kuhnt, 2012).

2. LA SINDROME METABOLICA

2.1 DEFINICIO | DIAGNOSTIC

L'SM, també anomenada sindrome X o sindrome metabdlica X, no és una
patologia en si mateixa; sind que és una entitat clinica controvertida que
apareix, amb amplies variacions fenotipiques, en persones amb una
predisposici6 endogena determinada genéeticament i fortament
condicionada per factors ambientals com ara una dieta inadequada o el

sedentarisme.

Avui dia no existeix una definicié consensuada en I'ambit internacional per
descriure I'SM, tot i que des d’un punt de vista practic i eminentment clinic
els parametres més extensos per la identificacié d’aquesta sindrome soén
els que va establir el National Cholesterol Education Program (NCEP ATP-
1) el 2001, els quals han estat posteriorment actualitzats per I’American

Heart Association (AHA) el 2005.

Altres organismes internacionals com I'Organitzacié Mundial de la Salut

(OMS) i la International Diabetes Federation (IDF), han incorporat altres

12
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criteris per al diagnostic, encara que sdn criteris bastant similars als que

estableix I'NCPE ATP-IlI (Eckel, Grundy, & Zimmet, 2005).

Aixi, el diagnostic es determina quan apareixen els tres o més simptomes
determinants de risc de malaltia cardiovascular (MCV) que figuren en la
taula 1. Aquesta taula resumeix els parametres proposats per les tres

organitzacions principals:

Taula 1: Criteris de definicié de la sindrome metabolica

Factor de Risc NCEPE-ATPIII OMS IDF

Circumferéncia abdominal:  Index Cintura-cadera: Circumferéncia abdominal:

Obesitat abdominal

Trigliceridemia

Colesterol HDL

Hipertensié arterial

Nivells de glucosa en
deja

>102 en homes

>88 endones

2150 mg/ml

<40 mg/dl en homes
< 50 mg/dl en dones

2 130 mmHg sistblica

2 85 mmHg diastolica

2 100 mg/dl en homes
2100 mg/dl en dones

>0.90 en homes

>0.85 endones

=150 mg/ml

<35 mg/dl en homes
< 39 mg/dl en dones

2 140 mmHg sistblica

2 90 mmHg diastolica

2110 mg/dl

o bé 2 h postcarrega

>94 en homes

>80 en dones

2150 mg/ml

<40 mg/dl en homes
< 50 mg/dl en dones

2 130 mmHg sistolica

2 85 mmHg diastolica

2100 mg/dl en homes i
dones

DM tipus 2 di ticad.
2 140 mg/dl en homesi ° Ipus < diagnosticada

dones

o tractament farmacologic

NCEPE-ATPIII: National Cholesterol Education Program; OMS : Organitzacio Mundial de la Salut; IDF:
International Diabetes Federation ; DM: Diabetes Mellitus

2.2. FISIOPATOLOGIA

La fisiopatologia de I'SM encara és controvertida, perd I'associacié entre

aquesta sindrome, I'obesitat i la inflamacié esta ben documentada.

L'obesitat representa un rol preponderant en la fisiopatologia de I'SM. El

teixit adipds és molt actiu en I'alliberament de diferents substancies: acids
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grassos, factor de necrosi tumoral (TNFa), interleucina-6 (IL6), PAI-1,
leptina, etc. Aquests factors poden promoure |'‘aparici6 d’'un estat
proinflamatori, de resistencia a la insulina i de dany endotelial. La
inflamacié augmenta des del punt de vista sistemic, gracies a factors
d’adhesié, com la molecula d’adhesié intercel-lular-1 (ICAM-1) al fetge i la
molécula d’adhesidé vascular (VCAM) a I'endoteli, que augmenten alhora

I’estrés oxidatiu.

La resisténcia a la insulina normalment augmenta de manera proporcional
a I'acumulacid de greix. Els acids grassos lliures no esterificats augmenten

al plasma, al fetge i al muscul (Eckel [et al.] 2005).

Al fetge, la major oferta d’AG augmenta la gluconeogenesi i la produccid de
triglicérids, augmenta la sintesi de les apolipoproteines VLDL i LDL, i
disminueix la sintesi d’"HDL, a més d’augmentar la produccié de substancies
amb activitat protrombotica com el fibrinogen. En el muscul, s"acumula
teixit adipds i estimula la utilitzacié d’AG com a font d’energia en lloc de la
glucosa. Aquesta glucosa no utilitzada muscularment, sumada a la gran

produccié de glucosa hepatica, genera hiperglucémia.

En resposta a aquest fet, el pancrees incrementa la secrecio d’insulina que
compensa la situacio i aixi manté un nivell de glucémia basal més estable;

aquest fet és el que es coneix com a resisténcia a la insulina.

La hiperinsulinémia intensifica la reabsorcié de sodi i aigua i augmenta
I’activitat del sistema nervids simpatic i contribueix a augmentar la despesa
cardiaca i la vasoconstriccid, i provoca hipertensié arterial. Quan hi ha
resisténcia a la insulina, el seu poder vasodilatador es perd, pero I'efecte

de reabsorcié de sodi per part del ronyd es preserva.
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També es produeixen canvis en les lipoproteines plasmatiques, diferents
enzims i receptors. Aquestes alteracions poden produir un increment de la
sintesi hepatica de VLDL, reduir els nivells de colesterol HDL i modificar-ne

la composicid.

L'augment del colesterol VLDL i LDL afavoreix I'acumulacié de colesterol en
les arteries, un estat protrombotic, que juntament amb [I'estat
proinflamatori, esdevenen aterosclerosi i altres malalties cardiovasculars

(Eckel [et al.], 2005).

Aixi, podem diferenciar basicament dos grans vessants en la fisiopatologia
de I'SM, d’una banda I'augment dels AG lliures circulants i, de l'altra, la

inflamacio; totes dues degudes a l'increment de teixit adipds (figura 6).
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Figura 6: Fisiopatologia de I’'SM
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Aixi, els principals organs afectats en I’'SM sén el teixit adipds,

I’endoteli vascular i el ronyé.

el fetge,
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2.2.1. Disfuncio del teixit adipos

Els adipocits sintetitzen un ampli rang d’hormones, citocines i altres
substancies relacionades amb diferents funcions en I'organisme. Aquesta
funcio secretora dels adipocits es modifica en individus obesos (Hajer, van
Haeften, & Visseren, 2008). La disfuncid del teixit adipds es defineix com
I’estat d’hipersecrecio de citocines proinflamatories i amb efecte sobre el

metabolisme de la glucosa.

Aquesta disfuncid esta donada per la relacié entre adipocit i macrofag

(figura 7).

Com hem vist anteriorment, I'obesitat comporta un estat d’inflamacid
cronic; de fet, s’ha vist que la preséncia de macrofags és més prevalent en
el teixit adipds d’individus obesos que no pas en individus amb normopés

(Hajer [et al.], 2008).

A mesura que els adipocits es divideixen (obesitat hiperplasica) o es fan
més grans (obesitat hipertrofica) s’allibera una quantitat més gran d’AG
lliures. Aquests AG lliures s’enganxen a la proteina TLR-4 (de I'anglés Toll-
like receptor-4), la qual activa el factor de transcripcié NFKB. EI TNFa
derivat d’aquest procés activa els adipocits i augmenta la secrecié de més
TNFa i altres citocines com I'lL-6 i factors d’adhesié com ICAM i MCP-1 (de
I'anglés Macrophage chemo attractant protein-1). Aquests factors
d’adhesié faciliten la diapedesi dels monocits de la sang al teixit adipds, on
es diferencien en macrofags gracies també a ICAM i MCP-1. Tot aixo fa que

es produeixi un cicle tancat entre obesitat i inflamacié (figura 7).

Alhora que se secreten més citocines, els adipocits hipertrofics sintetitzen

menys nivells d’adiponectina.
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Diversos estudis han demostrat com els nivells baixos d’adiponectina i
nivells elevats d’altres citocines com el TNFa o la IL-6 estan associats a
I"augment del risc de diabetis tipus 2, ja que I'adiponectina inactiva la
proteina TLR-4, augmenta la sensibilitat a la insulina, inhibeix la produccio
hepatica de glucosa i incrementa l'oxidacid d’AG tant al fetge com al

muscul (Hajer [et al.], 2008; Tesauro [et al.], 2011).

Figura 7: Cicle adipocit-cel-lula inflamatoria

Macrofag

L
7J \\( j( Y,

A. Foto: Teixit adipds de rata SRHOB (rata obesa espontaniament

\

hipertensa) 200x. Tincid eosina-hematoxilina. B. Esquema extret de Hajer [et

al.]j 2011.
2.2.2 Fetge gras no alcoholic i inflamacié hepatica

El fetge gras no alcoholic (NAFLD, de I'anglés Nonalcoholic Fatty Liver
Disease) i la inflamacié hepatica consegiient (NASH, de [I'anglés
Nonalcoholic  steatohepatitis), s’han considerat les manifestacions
hepatiques de I'SM i estan fortament associades a la resisténcia a la
insulina. El NAFLD es defineix com el cimul de greix al fetge superior al 5%
amb relacié al pes total (Byrne, 2010; Cahova, Dankova, Palenickova,
Papackova, & Kazdova, 2012). Rep el nom de NASH quan aquest cumul de

greix esta associat a inflamacié (Byrne, 2010).
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La resisténcia a la insulina incrementa la lipolisi en el teixit adipds, i allibera

AG lliures, que sén captats pel fetge.

Aquest greix acumulat en els hepatocits augmenta la peroxidacio dels AG, i
incrementa la produccié de citocines proinflamatories i I'estrés oxidatiu.
De manera que es dona l'evolucio d’NAFLD a NASH, la qual pot
desencadenar una fibrosi final, conseqiiéncia de la inflamacié perllongada

(figura 8).

Des del punt de vista histopatologic, I’evolucié d’aquests tres estats es pot

observar clarament (figura 8).

Figura 8: Evolucid del fetge gras no alcohalic a fibrosis

A: NAFLD

A: Foto fetge de rata amb NAFLD 40x,tincié hematoxilina-eosina. Els espais en blanc son diposits de greix
que en aquet cas superen el 5% del pes total del fetge B: Foto fetge de rata amb NASH 400x,Tincid
hematoxilina-eosina. Les cél-lules inflamatories caracteristiques del NASH apareixen marcades amb fletxes
negres. També es poden observar els diposits més clarament. C: Imatge extreta de Talgle et al, Clinica,
biochemical and hepatic histological findings in overweight and obese peruvian adults: first national prospective study, 2008, Foto
de fetge huma 20x tincid tricromica de Masson. Marcades amb fletxes negres apareixen les bandes
fibrotiques que delimiten els futurs noduls degeneratius.

2.2.3 Lesio endotelial

La resisténcia a la insulina és també un dels mecanismes més importants
pel qual I'SM acaba generant disfuncié endotelial. A aquesta resisténcia a
la insulina que es déna al muscul esquelétic, teixit adipds i fetge, cal sumar-
hi la dislipemia, la inflamacié i la formacié de radicals lliures (RLL).

(Fernandez-Sanchez [et al.], 2011.)
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La dislipémia es caracteritza per la distribucié i composici6 anomala del
colesterol LDL a I'espai endotelial, des d’on participa activament en el

procés arteriosclerotic (figura 9).

Les LDL a l'espai endotelial poden ser oxidades per I'excés de radicals
lliures, i es converteixen en LDL oxidades (LDLox). Un cop oxidades, no sén
reconegudes pels macrofags, els quals les fagociten i es converteixen en
cel-lules escumoses que queden atrapades en la intima de la paret
vascular. Aquestes cél-lules atrapades gracies a diferents factors d’adhesié
i altres moléecules protrombotiques com el fibrinogen o el PAI-1, donen lloc
a la progressio de la placa d’ateroma i, per tant, al procés d’aterosclerosi

(figura 9).

La disfuncié endotelial és el pas previ fonamental en la progressié de
I'aterosclerosi, procés caracteristic de les malalties cardiovasculars

(Fernandez-Sanchez [et al.], 2011; Tesauro [et al.], 2011).

Figura 9: Progressié de la placa d’ateroma

LLUM

ENDOTELI

INTIMA

ELASTICA — Rgih Q“ @_’;.‘.“p / = —

A. Foto: Aorta de rata Wistar alimentada amb dieta HFHS, 20x, tincid

d’eosina-hematoxilina B. Esquema de I'endoteli on es representa la

progressio de la placa d’ateroma.
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2.2.4 Alteracions renals

L'SM i I'obesitat també estan associades a la nefropatia diabética i a la
patologia cronica renal; ara bé, alguns estudis han descrit que aquestes
alteracions es poden desenvolupar sense arribar a patir diabetis tipus 2

(Ruggiero, Ehrenshaft, Cleland, & Stadler, 2011).

Els mecanismes patologics proposats en les alteracions renals inclouen la
lipotoxicitat per I'acumulacié de lipids en el ronyd, I'estat proinflamatori
consequencia de les diferents citocines, la hiperfiltracié, la hipertensid i

I’efecte de les espeécies reactives de I'oxigen (ERO) i els RLL.

Encara que el ronyd no es considera un organ insulinosensible, la

resisténcia a la insulina es relaciona amb el dany renal per diverses vies.

D’una banda, la insulina augmenta la reabsorcié tubular, i col-labora a la
hipertensid i, per tant, a la sobrecarrega renal. D’altra banda, la insulina
estimula la sintesi de factors de creixement insulinics (IGF-1 i IGF-2 de
I’anglés Insulin Grow Factor), els quals promouen la hipertrofia glomerular

(Tesauro [et al.], 2011).

Les afectacions més comunes en casos d’alteracié renal per obesitat i
insulinoresisténcia sén  hipertrofia  glomerular, glomerulosclerosi,

inflamacié i la conseglient fibrosi glomerular (Ruggiero [et al.], 2011).
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2.3 MODELS PER A L’ESTUDI DE LA SINDROME
METABOLICA

Com que es tracta d’una entitat clinica ampliament condicionada per
factors externs, molts dels models utilitzats sén models sans als quals
s'indueix I'SM per mitja de la dieta, i s"Taugmenta el contingut caloric total.
Aquest augment es pot dur a terme mitjancant I'addicié de diferents
components calorics com greixos, sacarosa, fructosa, colesterol o hidrats

de carboni (figura 10).

S’ha descrit ampliament que una dieta amb elevat contingut caloric
perllongada durant el temps esdevé obesitat, i es relaciona amb altres trets
caracteristics de [I'SM, com [I'HTA, la insulinoresistencia o la

hipertrigliceridémia.

De fet, molts dels models d’estudi de I'SM s’esdevenen de I'administracid

de components calorics com es veu a la figura 10.

Ara bé, amb aquests models, moltes vegades, és dificil determinar si els
canvis metabolics sén directament provocats per la dieta o bé soén
conseqiiencia indirecta de I'obesitat que comporta. Se la Fleur [et al.]
(2010) demostren com la intolerancia a la glucosa, provocada per la
resistencia a la insulina, s’afecta directament per la composicié de la dieta i
no per la obesitat per se (la Fleur, Luijendijk, van Rozen, Kalsbeek, & Adan,

2011).

Mitjangant un experiment dut a terme en rates alimentades amb eleccié
lliure de dietes high fat high sucrose (HFHS), high fat (HF) o high sucrose
(HS), varen poder observar com tant les rates que van consumir dieta HF

com HFHS desenvolupaven obesitat i presentaven continguts plasmatics
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similars d’AG lliures; ara bé, només les HFHS desenvolupaven
hiperglucemia, hiperinsulinémia i resposta a la insulina disminuida. Per
tant, I'adipositat provocada per la dieta no explicava les diferencies en el

metabolisme de la glucosa.

En aquest mateix estudi, Se la Fleur [et al.] (2010) van correlacionar
positivament I'augment de la ingesta calorica amb I'augment del contingut
de teixit adipds. Per tot aix0, calen més estudis amb relacié a les diferents

entrades que influeixen en I'SM.

Figura 10: Models animals d’SM induida

SOQUES
Rata ZDF Ratoli C57BLf6 RataSDi Rata Wistar Hamster Golden syrian “Guinea Pigs” Rateli AKR Ratoli Af)
|
|
PINSO
+
A A Y A A A J
L GREIXOS L SACAROSA FRUCTOSA COLESTEROL HIDRATS DE CARBONI
A, A,
48% Keal 45-60°% Keal v
1260
60-70% Keal 60-70% Keal 0,1-2,25% Keal 10 6 58% Keal
32% Keal 30-60% Kcal 0,3% Keal
I \ I
DURADA DE LA DIETA (2-18 SETMANES)
| - Il
/ ] | vy ' ™\
Aterosclerosii
Obesitat i . .
Obesitat hiperglucémia HTA Hipertrigliceridemia
P Obesitat i Resistencia
[ Obesitat 1 DM ] Resisténcia a la Insulina i Hipertrigliceridémia ] [ a lainsulina ]

-

ZDF:" Zuker Diabetic Fatty"; SD: Sprague Dawle.

FENOTIP RELACIONAT AMB LA SINDROME METABOLICA

/

Esquema adaptat de I'article d'Aydin [et al.] (2014).
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3. ESTRES OXIDATIU

3.1. ELS RADICALS LLIURES | LES ESPECIES REACTIVES DE
L’OXIGEN

Els radicals lliures (RLL) es defineixen com a espécies quimiques (atom, i6
o molécula) capaces d’existir de manera independent i que presenten un o
més d’un electré desaparellats en la seva estructura (Barry Halliwell &

Gutteridge, 1999).

Els electrons son més estables quan es troben aparellats en les orbitals dels
atoms; per tant, els RLL sdn molt més reactius que les espécies quimiques

no radicals.

Un RLL pot cedir el seu electré desaparellat a una altra molecula o bé pot
robar-lo d’una altra molecula i aparellar I'electré desaparellat. Sigui com
sigui, d’aquesta interaccié sempre quedara un RLL, altament reactiu capag

d’interaccionar amb una altra molecula.

En els organismes aerobics, la font endogena més gran d’RLL és la cadena
respiratoria mitocondrial. Durant aquesta cadena, és formen RLL d’oxigen,
com ara el radical superoxid 0,7, el radical hidroxil OH" i el radical peroxil

"‘OOH (taula 2).

Pero, els RLL també es produeixen en grans quantitats quan ens exposem a
factors externs com les infeccions microbianes, el contacte amb toxics,
amb el fum del tabac, I'alcohol, les radiacions UV, els pesticides o I'0z9,

entre d’altres.
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Durant la respiracié mitocondrial es generen altres productes a banda dels
RLL de I'oxigen; son productes intermedis denominats espécies reactives
de P'oxigen (ERO). Les ERO engloben tant els RLL d’oxigen com altres
molécules no radicals, molécules que no tenen cap electré desaparellat,
pero que sén formes electronicament excitades, la qual cosa els atorga
més contingut energetic i, per tant, més capacitat reactiva (Barry Halliwell
& Gutteridge, 1999). Es a dir, tots els RLL de I'oxigen sén ERO perd no totes
les ERO son radicals d’oxigen (Barry Halliwell & Whiteman, 2004).

Una de les ERO més conegudes és el peroxid d’hidrogen H,0, (taula 2).

Aquestes ERO sén imprescindibles per a la supervivencia dels organismes
vius, ja que les seves funcions estan associades amb processos fisiologics
com la senyalitzacié cel-lular, la migracid, proliferacid, senescéncia i mort
programada de les cél-lules i la regulacid redox (Sardina, Lépez-Ruano,

Sanchez-Sanchez, Llanillo, & Hernandez-Hernandez, 2012).
Ara bé, I'excés d’aquestes molecules pot esdevenir estres oxidatiu.

Per aquest motiu, I'organisme disposa de sistemes o mecanismes de
defensa contra I'excés de produccié d’ERO; aquests sén els sistemes

antioxidants (taula 2).
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Taula 2: Espécies reactives de I’oxigen i sistemes antioxidants

EROs Sistemes antioxidants endbgens Sistemes antioxidants exbgens
Radicals lliures  EROs no radicals Enzimatics  No enzimatics
02~ H,0, SO0 GPx GSH Ac. Ascorbic (vitC)
OH- CAT GR Ac. Uric Tocoferol (vit E)
ROCH
"OCH Folifenols

02-lo superoxid; OH ™ radical hidroxil: - OOH radical peroxil; H,0, Peroxid d'hidrogen;

SOD: Superoxid dismutasa, CAT catalasa, GPx, Glutatio peroxidasa, GR: Glutatio reductasa GSH: Glutatio

3.2 ESTRES OXIDATIU | SISTEMES ANTIOXIDANTS

L’estres oxidatiu (EO) es defineix com un desequilibri entre la produccio
d’RLL i altres espécies reactives i els sistemes de defensa antioxidants (B

Halliwell, 2007).

Aquesta pertorbacié en el balan¢ prooxidant i antioxidant condueix a un

dany potencial que s’ha anomenat dany oxidatiu.

El dany oxidatiu ha estat definit com el dany biomolecular causat per I'atac
d’RLL i d’espécies reactives sobre constituents dels organismes vius (lipids,
proteines i acids nucleics). (Barry Halliwell & Whiteman, 2004.) El dany pot
desencadenar canvis en l'estructura d’aquests biocomponents, i pot

arribar a afectar la seva funcionalitat.

Que es produeixi o no es produeixi el dany dependra del tipus de
substancia oxidant a la qual s’exposi I'organisme, del lloc i de la intensitat
de la seva produccié, de la composiciéd i funcionalitat dels sistemes

antioxidants i de la capacitat dels sistemes de reparacié (Durackova, 2010).
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De la prevencié d’aquest dany oxidatiu se n’encarreguen els antioxidants.

Un antioxidant és qualsevol substancia o accié que evita, retarda o prevé

el dany oxidatiu en una diana biologica (B Halliwell, 2007).

De manera general, els antioxidants poden ser endogens i exogens. Pel que
fa als sistemes antioxidants exogens, son les substancies provinents de la
dieta com l'acid ascorbic (vitamina C), el tocoferol (vitamina E) o els

polifenols (Goodyear-Bruch & Pierce, 2002).(Taula 2.)

Els antioxidants endogens es classifiquen, segons la seva natura, en
antioxidants enzimatics (superoxid dismutasa, catalasa, glutatio
peroxidasa, glutatio reductasa) i antioxidants no enzimatics (glutatio i acid

uric, entre d’altres). (Taula 2.)

Figura 11: Sistemes antioxidants endogens

SOD CAT
20, +2H* — H,0,+0, —— H,0+0,

J GPx
H,O,+2GSH —— GSSG+ H,0

AV 4

GR

£

NADPH NADP+

L'enzim intracel-lular SOD, descobert per McCord i Fridovich el 1969,
catalitza la conversio de I'i6 superoxid (02:-) a peroxid d’hidrogen (H,0,) i
aigua accelerant la reaccié unes 10.000 vegades. L'H,0,format és reduit o

bé per I'’enzim CAT o bé per I’enzim GPx (figura 11).
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CAT és un enzim propi dels peroxisomes, I'activitat del qual és la que fa
més temps que es coneix. Catalitza la inactivacid del peroxid d’hidrogen i el

converteix en oxigen i aigua en la membrana de la cél-lula.

L’enzim GPx és un enzim depenent de seleni que es troba en el citoplasma
de la cél-lula i del mitocondri. També catalitza la reduccié de I’'H,0, pero ho

fa a través del poder reductor de la molécula de glutatié (GSH).

El GSH és una de les molécules més importants en el manteniment del
sistema redox de les cél-lules. Es tracta d’un tripéptid soluble (Glu- Cys-
Gly) amb un grup tiol lliure (-SH), el qual també pot reaccionar directament
amb els RLL, fent que sigui una moléecula antioxidant. Quan el glutatié es
troba en estat reduit (GSH), el grup SH es troba en forma lliure; perd quan
s’oxida aquests grups SH perden els H i es forma un enllag disulfur, en

aquest cas el glutatid passa a ser glutatié oxidat (GSSG).

El GSSG, format per la reduccié d’H,0,, pot ser regenerat gracies a I'enzim
glutatié reductasa (GR). L'enzim GR utilitza el poder reductor del nucleotid
NADPH per tornar a reduir les molécules de GSSG i permet que la molécula

de GSH pugui ser utilitzada un cop i un altre (figura 11).

3.3. 'ESTRES OXIDATIU | LA SEVA DETERMINACIO AL
LABORATORI

La determinacio de I'EO és rellevant des del punt de vista clinic, ja que s’ha
vist que I'EO és un fenomen associat a mecanismes patologics de
nombroses malalties, les quals inclouen aterosclerosi, malalties

neurodegeneratives, cancer, diabetis mellitus, malalties inflamatories, etc.
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Esta demostrat que I'EO esta involucrat en més de cent malalties; és o bé

la causa o bé la conseqtiencia (Poljsak, Suput, & Milisav, 2013).

Ara bé, els RLL tenen una mitjana de vida molt curta, fet que fa que siguin
de dificil deteccié al laboratori mitjangcant meétodes directes. Pero
existeixen metodes indirectes (figura 12). Alguns s’han utilitzat en aquest
treball de tesi i s’expliquen detalladament en l'‘apartat “Material i

meétodes”.

L'EO no ddna lloc a simptomes especifics, i molt menys durant els estats
primerencs del desequilibri entre ERO i defenses antioxidants. Per tant, no
ens adonem de I'EO en un organisme fins que no hi ha dany oxidatiu
important. Aixi, la mesura de diferents marcadors de reduccié o d’oxidacio
es considera fonamental per tenir una visié de I’estres oxidatiu que pateix
un organisme. Existeixen diferents indicadors de I'estat redox in vivo, els
quals inclouen ratios de GSH/GSSG, NADPH/NADP- i NADH/NAD-. La ratio

GSH/GSSG és una de les més importants (Durackova, 2010).

La ratio GSH/GSSG ha de ser elevada, ja que si la quantitat de GSH és

menor que la quantitat de GSSG, vol dir que I'H,0, s’esta acumulant.
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Figura 12. Metodes per a la deteccié d’RLL i altres espécies reactives

Métodes directes

——

ESR i spin Proves de
tapping Fluorescéncia

Métodes indirectes

Mesura de la Empremta Mesura dels sistemes
Capacitat deixada atraves de defensa enzimatics i
antioxidant total de: no enzimatics
Dany Dany a Dany a — SOD
1 ADN teil lipid
a | prof e-lmes |pi s | caT
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FRAP proteica — GPx
TAC 8-0OHdG TBARS
— GR
e Altres pE:ingS Isoprostans
res 2
métodes Altres . GSH
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N métodes
métodes - GSSG
| Altres

CAT: Catalasa; ERS: Ressonancia d'spin electronic; FRAP: Capacitat de reduccié férrica del plasma; ORAC: Capacitat antioxidant total;
GSH: Glutatio reduit; GSSG: Glutatio oxidat; GPx: Glutatio peroxidasa; GR: glutatio reductasa; SOD: Superoxid dismutasa; TAC:
Capacitat antioxidant total 8-OHAG: $-deoxiguanosing. TBARS: Substancies reactives a l'acid tiobarbituric.

Esquema adaptat de Poljsak [et al.] (2013).
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4. POLIFENOLS

4.1 DEFINICIO | CLASSIFICACIO DELS POLIFENOLS

Els polifenols sdn metabolits secundaris de les plantes que es troben en

grans quantitats en aliments com les fruites i els vegetals.

S’anomenen polifenols perque en la seva estructura molecular disposen de

més d’un grup fenolic o fenol: OH

Grup Fenol

En aquest grup heterogeni de compostos format per milers de compostos
diferents, existeix una classificacié general segons la seva estructura

guimica, que els separa en tres grups basics:

Els acids hidrobenzoics (ex.: ac. salicilic, ac. gallic, etc.), els acids

hidrocinamics (ex.: ac. ferdlic i ac. cafeic) i els flavonoides.

Aquest Ultim subgrup, els flavonoides, és el més ampli dels tres i se
subclassifica en sis tipus de compostos diferents depenent també de la

seva estructura quimica:

Flavanones, flavones, flavonols, flavan-3-ols, antocianidines i isoflavones
(figura 13). (Fraga & Oteiza, 2011; Hollman [et al.], 2011; Kumar & Pandey,
2013))

Les proantocianidines sén sinonim de tanins condensats i sén els segons
compostos fenolics més abundants a la natura. Son les responsables del

caracter astringent d’algunes fruites i begudes i de la xocolata.
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Estructuralment, les proantocianidines sén oligomers o polimers de flavan-

3-ols, units principalment per un enllag C4->C8 (figura 13).

La importancia de la classificacié segons I'estructura quimica recau que la
determinacié dels efectes fisiologics o saludables que puguin tenir els
polifenols, dependra d’aquests canvis estructurals, i fa que diferents

estructures tinguin diferents propietats biologiques.

32




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada
Diposit Legal: T 1346-2015

INTRODUCCIO: Capitol |

Figura 13: Compostos fenolics
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4.2 EFECTES SOBRE LA SALUT

Quasi tots els flavonoides tenen diverses funcions biologiques i quimiques

comunes en les plantes:
- Activitat antioxidant (scavengers)

- Capacitat d’inactivar les especies reactives de I'oxigen
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- Poder d’eliminacid dels electrofils
- Habilitat d’inhibir la nitrosacio
- Capacitat de quelar metalls

- Capacitat de modular certes activitats enzimatiques cel-lulars

(Pietta, 2000)

En éssers humans, les propietats biologiques que s’han atribuit als
polifenols i, concretament, a les proantocianidines son diverses: efectes
antioxidants, antibacterians, anticarcinogenics, antiinflamatoris i
vasodilatadors, i també d’inhibiciéd de la peroxidacié lipidica, I'agregacié

plaquetaria i la permeabilitat i fragilitat capil-lar.

Ara bé, gairebé tota la literatura recalca que tot i els estudis
epidemiologics, els mecanismes fisiologics i moleculars exactes pels quals
es donen aquests efectes, no estan descrits, i que, per tant, calen més

estudis en aquest nivell (Hollman [et al.], 2011).

4.3 INGESTA | BIODISPONIBILITAT DELS POLIFENOLS

En els diferents antioxidants exogens, el grup dels polifenols és el grup més
consumit amb la dieta i arriba a nivells deu vegades superiors a la ingesta

de vitamines.

L'absorcid dels diferents polifenols alliberats dels aliments depéen de les
seves propietats fisicoquimiques (lipofilia, solubilitat), del seu pes

molecular i de la seva configuracidé quimica.

La capacitat d’absorcié des del punt de vista dels nutrients del colon és

molt menor que la capacitat d’absorcié de I'intesti prim; pero en el cas dels
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polifenols, hi ha una excepcid. De manera general, els polifenols es poden
absorbir tant en I'intesti prim com en el gros. El colon participa activament
en I'absorcid tant dels compostos fenolics que s’han mantingut al llarg del
tracte digestiu, com dels seus metabolits derivats de la degradacié
microbiana, duta a terme per la microbiota del colon. Aixi doncs, s’han de
considerar les dues absorcions per poder valorar els efectes dels polifenols
sobre l'organisme, ja que tant uns com els altres poden tenir funcionalitat

biologica. (Del Rio, Costa, Lean, & Crozier, 2010). (Figura 14.)

Els polifenols, després de ser absorbits, sdn conjugats en el fetge per
glucuronidacid, sulfatacié o metilacio; o bé sén metabolitzats a compostos
fenolics més petits. Existeixen metabolits secundaris actius dels polifenols;
perd s’ha vist que la dimeritzacié redueix la biodisponibilitat. (Kumar &

Pandey, 2013).

En el cas concret de les proantocianidines, estudis en éssers humans han
demostrat que aquestes es mantenen estables al llarg del tracte digestiu,
fet que permet la seva presencia en l'intesti a elevades concentracions.
Aquestes elevades concentracions sembla que persisteixen durant unes

qguantes hores després de la ingestio d’un apat ric en flavan-3-ols.

Per tant, I'evidéncia demostra que, in vivo, les proantocianides no sén
despolimeritzades o metabolitzades al llarg del procés de digestid, fet que
les fa més biodisponibles i que permet la participacid en reaccions

quimiques de rellevancia biologica (Fraga & Oteiza, 2011).
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Figura 14: Absorcio i distribucié de polifenols
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Esquema adaptat de Kumar & Pandey (2013).

Tot i aixi, s’"han de tenir en compte els diferents factors que fan poc precisa

la mesura de la ingesta dels polifenols.

D’una banda, els polifenols dels aliments estan en forma d’heterosids, és a
dir, units a residus de glicids o esterificats, i aquests compostos poden
disminuir la seva biodisponibilitat (Hollman [et al.], 2011). Es tracta d’un
grup de substancies tan ampli que fa que les estructures quimiques

difereixin moltissim entre unes i altres.

D’altra banda, la determinacié en el laboratori és encara controvertida, no
existeixen metodes estandarditzats d’analisi, fet que fa que els resultats

variin molt entre publicacions (Kumar & Pandey, 2013).
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1. AGPIOMEGA-3 | SINDROME METABOLICA

Durant els ultims anys nombroses evidencies han suggerit que el tipus de
greix consumit és més important que no pas la quantitat. També s’ha
incrementat la importancia del consum d’olis de peix amb relacié a I'SM

(Abete, Goyenechea, Zulet, & Mart??nez, 2011; Lluis [et al.], 2013a).

Els estudis inicials que van permetre demostrar aquesta relacié van sorgir
de I'observacié de poblacions grans consumidores de peix i d’oli de peix
com els esquimals o els japonesos, els quals tenien molt baixa incidéncia
d’SM i malaltia cardiovascular (MCV). A partir d’aqui s’ha anat
demostrant al llarg dels anys com el consum d’AGPl omega-3 d’origen
mari pot millorar certs trets caracteristics de I'SM i, per tant, reduir el risc

de patir MCV (Abete [et al.], 2011).

Estudis més recents han intentat relacionar els AGPlI omega-3 amb
cadascun dels criteris diagnostics de I'SM (obesitat, hipertrigliceridémia,
hipertensio arterial i resisténcia a la insulina) i també els seus efectes en

organs com el fetge i I'endoteli vascular, afectats també en I’'SM.
1.1. AGPI OMEGA-3 | OBESITAT

Pel que fa als mecanismes d’accid, s’ha vist que els AGPl omega-3 es
poden relacionar amb I'obesitat i la quantitat de greix total que actua

sobre diverses dianes:

Tant 'EPA com el DHA son lligands directes (activadors) dels receptors
nuclears PPAR-a i PPAR-y. L’activacié dels PPAR-a en rosegadors ha
demostrat una disminucié de la quantitat total de teixit adipds, amb la

transcripcié de gens relacionats amb la B—oxidacié del greix per a
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I'obtencié d’energia. En rosegadors la manca total de PPAR-y s’ha
relacionat amb una obesitat extrema desencadenada per

I'emmagatzematge d’AG en el teixit adipds (Kim, Li & Watkins, 2013).

En rates i ratolins alimentats amb AGPI omega-3 d’origen mari s’ha
observat I'augment de la carnitinacetiltransferasa, la qual també promou
la B—oxidacié del greix amb el transport dels AG al mitocondri (Celi &

Shuldiner, 2002).

Finalment, altres estudis també demostren que els AGPI d’origen mari
son capacos d’inhibir la sintesi del malonil-CoA, un dels principals
moduladors en el control de la sacietat (Celi & Shuldiner, 2002; Kim [et

al], 2013).

Ara bé, diverses metanalisis acaben concloent que hi ha una manca
d’evidencia cientifica per establir aquesta relacid. Els diferents estudis
presenten diferencies molt marcades en els dissenys experimentals;
durada i tipus d’intervencid, caracteristiques de la poblacié d’estudi,
dosis d’AGPI omega-3 administrades, ratios d’EPA/DHA molt diferents, i
també la inclusid o no inclusié de variables importants com I'exercici fisic
o la ingesta energetica total (Lorente-Cebrian [et al.], 2013; Martinez-

Victoria & Yago, 2012).

La revisid sistematica d’estudis clinics intervencionals sobre els efectes
dels AGPl omega-3 sobre 'augment de pes corporal en adults, realitzada
I"'any 2012 per Martinez-Victoria E. i Yago M., conclou que tots els estudis
realitzats, excepte un, no mostren relacié entre el canvi de pes corporal
i el consum d’AGPI omega-3 en individus adults (Martinez-Victoria &

Yago, 2012).
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1.2. AGPI OMEGA-3 | RESISTENCIA A LA
INSULINA

Els resultats sobre els efectes dels AGPl omega-3 sobre 'homeostasi de
la glucosa i la resisténcia a la insulina dels estudis realitzats tant en
rosegadors com en éssers humans sén inconsistents. No es tenen clars
els mecanismes d’accid dels omega-3 sobre el metabolisme de glucosa ni
des del punt de vista sistemic ni en teixits, i el fetge és I'organ diana més
desconegut (Flachs, Rossmeisl & Kopecky, 2014; Mori, 2014; Poudyal,
Panchal, Diwan & Brown, 2011).

Tot i aquests resultats negatius en els estudis clinics, estudis
observacionals i de cohorts demostren com tant 'EPA com el DHA es
troben relacionats amb la millora de la DM tipus 2 i la prevencié de les

MCV i I'SM (Mori, 2014; Poudyal [et al.], 2011).

1.3. AGPI OMEGA-3 | HIPERTRIGLICERIDEMIA

Els AGPI omega-3 redueixen els triglicérids (TG) plasmatics en un 20-
30% aproximadament; pero sembla que tenen poc efecte sobre el

colesterol total (Mori, 2014).

Aquests efectes dels AGPI sobre els TG plasmatics estan lligats a la

millora del NAFLD, que és una de les manifestacions hepatiques de I'SM.

41



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada
Diposit Legal: T 1346-2015

INTRODUCCIO: Capitol Il

La disminucié dels TG plasmatics s’associa amb [|’activacié del factor de
transcripcié hepatic Sterol Regulatory Element Binding-Protein (SREPB-1),

el qual estimula la sintesi de diferents enzims lipogénics.

Els AGPl omega-3 tenen un efecte directe sobre I’enzim diacil glicerol acil
transferasa (DGAT) i inhibeixen el pas dels diacilglicerols a nous TG
(Tejerina & Civeira, 2013). Aquestes dues accions es resumeixen en la
disminucié en la secrecid hepatica de VLDL, que sén les lipoproteines que

porten els TG a la sang.

D’altra banda, els AGPl omega-3, amb I’activacié dels receptors nuclears
de la familia PPAR, augmenten el catabolisme dels TG i de les VLDL, i en

milloren I'aclariment plasmatic.

En individus amb sobrepés o amb dislipemia també incrementen el
colesterol HDL (HDLc). Aquests efectes, juntament amb la disminucié
dels TG plasmatics, sén dosi-depenent segons diversos autors (Jump,

Depner & Tripathy, 2012; Mozaffarian & Wu, 2011).

En el fetge, els AGPl omega-3 eviten I'evolucié de NAFLD a NASH, gracies
al seu paper antiinflamatori (figura 3), i eviten també la possible fibrosi

hepatica (figura 8).

Des del punt de vista histopatologic, un estudi del nostre grup demostra
com la intervencié amb EPA:DHA 1:1 evitava la inflamacié hepatica en
rates sanes respecte a altres grups amb diferents ratios d’omega-3

(Taltavull [et al.], 2014).
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2.4 AGPI OMEGA-3 | HIPERTENSIO ARTERIAL

Els AGPlI omega-3 redueixen la pressié arterial (PA) d’una manera
clinicament rellevant en individus amb hipertensié arterial (HTA) no

tractats (Cabo, Alonso, & Mata, 2012).

Actuen com antagonistes dels receptors d’angiotensina Il en els vasos
sanguinis; per tant, milloren la relaxacié vascular i disminueixen la PA

(Mori, 2014).

També tenen un efecte supressor sobre I'aldosterona, de manera que
inhibeixen el sistema renina-angiotensina-aldosterona, i disminueixen la

vasoconstriccio i, per tant, la PA (Cabo [et al.], 2012).

Indirectament els AGPI omega-3 també disminueixen la PA per altres
vies: millora del perfil lipidic plasmatic, disminucié del ritme cardiac i

millora de la composicié i funcié de I'endoteli vascular (Mori, 2014).

La funcié endotelial va ser estudiada des del punt de vista histopatologic
pel nostre grup (Taltavull [et al.], 2014). En aquest estudi es va veure com
la intervencid amb AGPlI omega-3 millorava la funcid endotelial en
models animals amb SM. Es va observar un augment de densitat i de les
arrugues de les capes elastiques de l'aorta, en el grup tractat amb
EPA:DHA 1:1. Aquests canvis morfolodgics en la paret vascular indiquen

una funcionalitat més gran del vas.
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2. SINDROME METABOLICA | ESTRES
OXIDATIU

L’obesitat indueix un EO sistemic per mitja d’'una produccié irregular de
citocines provinents dels adipocits, les quals contribueixen al
desenvolupament de I'SM i a I'augment de la produccié d’ERO. A més,
I'obesitat incrementa la carrega metabolica i augmenta el consum
d’oxigen i, per tant, també la produccié d’ERO per part de la cadena

respiratoria mitocondrial.

Quan l'obesitat persisteix durant un periode llarg de temps, les defenses
antioxidants endogenes poden patir una deplecid, i disminueixen
I'activitat d’enzims com SOD, CAT o GPx. S’ha vist que I'activitat de la
SOD i la GPx en individus obesos és significativament menor que en
individus sans (Fernandez-Sanchez [et al.], 2011; Ho, Karimi Galougahi,

Liu, Bhindi, & Figtree, 2013).

També s’ha vist que diferents biomarcadors d’estrés oxidatiu, per
exemple I'activitat augmentada de I’enzim SOD en eritrocits, estan més
elevats en individus obesos i que es correlacionen directament amb
I'index de massa corporal (IMC), el percentatge de greix corporal,
I’oxidacio de les LDL i els nivells de TG a la sang (Fernandez-Sanchez [et

al.], 2011; Yubero-Serrano [et al.], 2013).

Sembla que la formacié de compostos oxidants és secundaria al procés
patologic previ, en aquest cas I'obesitat i la inflamacid. Ara bé, en el cas
de I'SM, les ERO tenen una contribucié addicional en la progressid
d’altres determinants de I'SM, com ara el procés d’aterosclerosi o la

resisténcia a la insulina.
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En aquest sentit, diferents estudis demostren com un tractament
antioxidant o inhibidor d’ERO pot millorar el procés ateroesclerotic i
regular la hipersecrecid d’adipocines, de la mateixa manera que pot
disminuir la resisténcia a la insulina i les complicacions que se’n deriven

(Fernandez-Sanchez [et al.], 2011; Furukawa [et al.], 2004).

3. L’ESTRES OXIDATIU | ELS AGPI OMEGA-3

Els AGPlI omega-3 d’origen mari es relacionen també amb la millora de
I’'EO, augmenten les activitats de la SOD i la GPx. Aquests efectes poden
explicar l'augment de la capacitat antioxidant total del plasma

determinada mitjangant el métode ORAC (Lluis [et al.], 2013a).

D’altra banda, aquest mateix estudi demostra que els AGPlI omega-3
augmenten la lipoperoxidacié de les LDL en comparacié amb altres AG

vegetals.

3.1. LA PEROXIDACIO LIPIDICA: LA LIMITACIO DELS AGPI
OMEGA-3

En general, quan els greixos insaturats s’exposen a |'oxigen canvien les
seves propietats organoléptiques i, per tant, quimicoestructurals. Aquest
procés és degut que els atoms d’hidrogen dels grups funcionals (CH,) que
es troben units per dobles enllagos, son especialment susceptibles a unir-
se a les ERO. La pérdua de I’hidrogen converteix I’AGPI en un nou RLL, el
qual pot reaccionar amb I'oxigen i desencadenar una reaccié en cadena
que es coneix amb el nom de peroxidacié lipidica (Venarucci [et al],

1999).
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Figura 15: Peroxidacio lipidica

LH+R — RH+L’
L-+02 — LOO -
LOO -+ LH — LOOH + L-

La lipoperoxidacid es divideix en tres etapes : iniciacié, propagacio i

terminacio (figura 15).

a) La primera és causada generalment per I'atac d’'un RLL als AGPI dels
fosfolipids de membrana. En termes quimics es tracta d’una reaccid de
reduccié en qué I'RLL extreu un atom d’hidrogen d’un metilé (-CH2-) i
ddéna lloc a un radical d’acid gras que en la figura esta representat com a

L

b) Aquest L- reacciona rapidament amb |'oxigen i es produeix un radical
peroxil (LO,-). Aquest radical té la capacitat de reaccionar amb un altre
lipid insaturat proxim, i continuar amb la reaccié sostraient-li un atom

d’hidrogen i formant un nou LO,- més un hidroperoxid LOOH.

Aixi doncs, sempre hi haura un radical peroxil per continuar la cadena,

fins a arribar a la destruccié total de la membrana.

¢) La tercera fase es la terminacio que es dona quan dos radicals peroxils

reaccionen entre si i formen un compost no radical.

Per tant, el grau d’insaturacié dels AG no influeix Unicament en la
fluidesa i la capacitat de transport de la membrana, siné que també es
relaciona amb la seva facilitat d’oxidacié. A més nombre de dobles

enllacos, més facil és la peroxidacio lipidica.
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Els AGPI sdn oxidables més facilment que la resta d’AG, de manera que
poden peroxidar-se comprometent la integritat de la membrana i les

seves funcions corresponents (figura 16).

Figura 16: Peroxidacio lipidica de les membranes

Membrana Cel-lular normal Membrana Cel-lular afectada per I'oxidacio
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Un exemple clar de la pérdua de funcionalitat i d’implicacio clinica de la
peroxidacid lipidica és l'oxidacid de les lipoproteines LDL. L'oxidacié
d’aquestes lipoproteines contribueix a la formacié de la placa d’ateroma.

Per tant, augmenta el risc de patir MCV, com hem explicat en la figura 9.
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4. L'ESTRES OXIDATIU, ELS AGPI | ELS
POLIFENOLS

Diferents estudis han classificat els antioxidants d’origen fenolic com els
antioxidants externs que disposen de més afinitat per a les membranes, i
aixi resulten els antioxidants més eficacos per disminuir I'oxidacié de les
membranes riques en AGPl (Maestre, Micol, Funes, & Medina, 2010;

Pazos, Lois, Torres, & Medina, 2006).

La capacitat d’aquests antioxidants per frenar la lipoperoxidacié es dona
per diferents vies, les quals inclouen la quelacié de metalls o la captacié
dels radicals lliures. Totes aquestes vies donen lloc a la disminucié de

I'EO.

Es creu que els captadors de radicals, en angles free radical scavengers
(FRS), actuen principalment sobre els radicals peroxids, a causa que
tenen baixa energia i més temps de vida. L’accié dels FRS sobre radicals
d’elevada energia, com el radical hidroxil, és menys probable perqué
aquest radical és molt reactiu sobre molécules properes de tota mena.
Ara bé, també s’ha vist que els polifenols, més concretament les
procianidines, augmenten el metabolisme del glutatié; per tant,
indirectament també milloren la defensa antioxidant no enzimatica de

I’organisme (Puiggros [et al.], 2005).

Totes les classes fenoliques presenten els requisits estructurals dels FRS,

tot i que la seva activitat varia molt entre si.

En el cas concret de les proantocianidines, diferents estudis han

demostrat que no només actuen com a FRS sind que també estan
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implicades en I'expressié de gens que afecten el sistema redox de

I’organisme (Puiggros [et al.], 2005).

Aixo les relaciona directament amb la proteccié del dany oxidatiu produit
a les cél-lules en situacidé d’EO. Tot i aixi, encara es necessiten estudis per
determinar en quines vies metaboliques concretes intervenen (Puiggros

[et al.], 2005).

5. ELS POLIFENOLS | LA SINDROME METABOLICA

Apart de la seva capacitat antioxidant, els polifenols s’han relacionat amb
alguns trets de I'SM, com ara la inflamacié associada a la obesitat, la
hipertensio i la dislipeémia (Martinez-Micaelo [et al.], 2012; Osakabe,

2013).

Amb relacié a la inflamacid, els polifenols modulen els mediadors
inflamatoris provinents de I'’AA (AGPI omega-6) amb la conseglient
disminucié de la secrecid de citocines i moléecules d’adhesié (Martinez-

Micaelo [et al.], 2012).

Quan a la hipertensid, els polifenols afavoreixen la vasodilatacié per
induccié de I’enzim oxid nitric sintasa (NOS), i pel que fa a la dislipeémia
sembla que els polifenols indueixen I'oxidacié dels AG per part del

mitocondri per la via de les MAP cinases (MAPK). (Osakabe, 2013.)

Aixi doncs, si els polifenols tenen efectes directes sobre I'SM, a banda
dels seus efectes protectors enfront I'oxidacié dels AGPI omega-3. La
possible accid sinergica d’aquests mecanismes fa pensar que els
polifenols sén bons compostos en la prevencié o tractament de I'SM i

I’'EO que s’hi associa.
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Els acids grassos poliinsaturats omega-3, especialment d’origen mari,
tenen efectes positius sobre les diferents variables que componen la

sindrome metabolica (SM).

L'SM és una entitat clinica controvertida que apareix, amb amplies
variacions fenotipiques, en persones amb una predisposici6 endogena
determinada genéticament i fortament condicionada per factors
ambientals com una dieta inadequada. La seva importancia recau en el
fet que patir SM incrementa el risc de patir alguna malaltia

cardiovascular.

Per diagnosticar-la s’"han de donar com a minim tres dels cinc seglients
factors de risc de malaltia cardiovascular: obesitat, trigliceridemia, nivells
de colesterol HDL disminuits, hipertensié arterial i resisténcia a la

insulina.

Els AGPl omega-3 tenen efectes beneficiosos sobre gairebé totes
aquestes variables; perd presenten un handicap important, el seu elevat
grau de peroxidacié. L'SM es relaciona amb |'estres oxidatiu i, en
preséncia de radicals lliures, els AGPI omega-3 de les membranes

pateixen peroxidacid lipidica i arriben a causar la mort cel-lular.

Diferents estudis han classificat els antioxidants d’origen fenolic com els
antioxidants externs que disposen de més afinitat per a les membranes,
aixi resulten els antioxidants més eficacos per disminuir I'oxidacié de les

membranes riques en AGPI.
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Davant d’aquestes evidéncies i la relacié entre els diferents processos, la

nostra hipotesi de treball suposa que:

Una dieta enriquida en AGPI
omega-3, amb la relacio
adequada, prevé la sindrome
metabolica i [I'estres oxidatiu
associat. Aquesta prevencié o
millora dels parametres alterats
en I'SM, es veu incrementada

amb l'administracié dietetica de

polifenols.

Objectiu principal

e Avaluar 'efecte d’'una dieta rica en AGPlI omega-3 i compostos
fenolics, en rates alimentades amb una dieta high fat/ high

sucrose, la qual indueix I'SM.
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Objectius secundaris:

e Definir I'entitat SM en les rates intervingudes.

e Mesurar els diferents biomarcadors d’estrés oxidatiu relacionats

amb I'SM.

e Relacionar I'SM i I'EO amb les ingestes d’AGPl omega-3,

polifenols o la barreja dels dos.
o Definir el perfil lipidic hepatic.

e Relacionar les diferents espécies lipidiques hepatiques amb

I’entitat clinica SM.
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1. DISSENY DE L'EXPERIMENT

Per dur a terme els objectius descrits vam dissenyar el seglent

experiment.

Quatre grups de rates alimentades amb un dieta estandard com a
controls i quatre grups de rates alimentades amb una dieta high fat /
high sucrose (HFHS), van ser suplementades amb AGPI n-3 , amb

polifenols i amb la barreja dels dos, per poder valorar-ne I'efecte.

El disseny de I'experiment junt amb la seva cronologia apareix detallada

en la figura 17.

Les rates van ser alimentades durant sis mesos.

Figura 17. Disseny i cronologia de I’experiment

Rata Wistar-Kyoto

DietaEstandard Dieta HFHS

Control ~ Omega3  Paolifencls Omega 3 + polifenols Control ~ Omega3  Polifenols Omegs 3 + polifenols

SETMANES  0- 6 12 18 23 25

Sacrifici

Pescorporal (CSIC Barcelona) . Extraccié de sang Obtencio de Teixits
-Perfil linidic
. -] Tolera Gl CSIC Bi |
Glucosa plasmatica (CSIC Barcelona) Insulina . olerancia Glucoss | arcelona)

. Extraccid de sang

P 6 Art | {CSIC B: I .
ressi Arterial areelona) -Biomarcadors d'estres oxidatiu
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1.1. MODEL ANIMAL

Els animals utilitzats en aquest estudi van ser rates Wistar Kyoto femelles
de 4 a 6 setmanes de vida (Charles River Laboratories Wilmington,
Massachusetts, EUA). Aquestes rates es van tractar seguint els protocols
establerts pel Comité Etic d’Animals d’Experimentacié del Consell

Superior d’Investigacions Cientifiques (CSIC-Madrid).

Vint-i-vuit rates Wistar Kyoto van ser aleatoritzades com a grup per
alimentar amb dieta estandard. A I'hora aquest grup es va
continuar aleatoritzant en quatre subgrups diferents segons el
suplements afegits a la dieta base (estandard), aixi es van formar 4
subgrups de 7 rates cadascun: tractament control sense suplement
(tractament control), tractament complementat amb AGPI omega-
3 (tractament omega-3), tractament complementat amb polifenols
(tractament polifenols) o tractament complementat amb d’AGPI

n-3 i polifenols (tractament mixt).

Els animals es van mantenir estabulats a I'Institut de Quimica Avancada

de Catalunya (IQA-CSIC) de Barcelona sota les segiients condicions:

- Cicle de 12 hores llum/obscuritat.

- Humitat relativa del 50 £ 10%.

- Temperatura adequada de 22 + 2°C.

- Periode d’aclimatacio de 8 dies abans d’iniciar-se I'estudi.
- Aigua del Montseny (Aigua de Ribes, Barcelona, Espanya).

- Dietes segons el grup experimental (especificades al punt
1.2.).
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1.2. DIETES

Es van utilitzar dos tipus de dietes base per dur a terme I'experiment:

Dieta estandard (ESTD): les 28 rates d’aquest grup van ser alimentades
amb pinso comercial Teklad Global diet® de Harlan Laboratories.INC.
Dissenyat per al manteniment del pes corporal en rosegadors. El seu

contingut caloric és de 2,9 Kcal/g de pinso.

Aguest pinso es va enriquir amb diferents suplements en funcid del grup
de tractament i va donar lloc a quatre pinsos diferents basats en la dieta
estandard. Els suplements afegits (omega-3, soja i polifenols) es van
calcular en funcié de la quantitat de pinso que menjava cada grup de
rates, estandard i HFHS, perqué tots els animals ingerissin la mateixa

quantitat de suplements.

La quantitat exacta dels ingredients per a cada subtipus de pinso

estandard apareix reflectida en les taula 3.

- Tractament ESTD control: pinso comercial Teklad Global

diet® de Harlan Laboratories.INC sense cap suplement.

- Tractament ESTD omega-3: pinso comercial Teklad Global
diet® de Harlan Laboratories.INC enriquit amb olis de peix
n6/n3 (2:1) i en el cas dels n3, amb la relacié EPA/DHA (1:1),
determinada com a Optima en un experiment previ (tesi
doctoral: Laura Lluis, “Efecto de los acidos grasos
poliinsaturados de origen marino sobre el estrés oxidativo
en ratas con sindrome metabolico”, 2012). (Lluis [et al.],

2013a; Molinar-toribio [et al.], 2015; Taltavull [et al.], 2014.)
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Els olis de peix van ser proporcionats per [Institut

d’Investigacions Marines- CSIC de Vigo.

- Tractament ESTD polifenols: pinso comercial Teklad
Global diet® de Harlan Laboratories.INC enriquit amb
polifenols. 95% proantocianidines, provinents de llavors de
raim de la marca comercial Grajfnol® de la casa JF-Natural

Products, China (ref. 002-1109018-23).

- Tractament ESTD mixt: pinso comercial Teklad Global
diet® de Harlan Laboratories.INC enriquit tant amb AGPI

omega-3 com amb polifenols.

-Férmula original:

1.500 g pinso comercial liofilitzat Teklad Global diet® + 2250 mL aigua +
37.5 g de gelatina + els ingredients per afegir en cada cas [omega-3,
polifenols o la barreja dels dos]) + lecitina de soja com emulsionant + TBHQ

(Tetra-butilhidroquinona) com a antioxidant.

Taula 3. Composicio del pinso estandard i dels diferents

tractaments

DIETA ESTANDARD

Pinso comercial Greix afegit TBQH Polifenols Lecitina Gelatina Aigua Colorant
Tractament Teklad Global diet (g) (mL) (mg) (mg) (g) (g) (mL) (mg)
ESTD control 1500 28,5 (soja) 60 9 375 2250
ESTD omega-3 1500 28,5 (AGPIn-3) 60 9 37,5 2250 800(Verd)
ESTD polifenols 1500 28,5 (soja) 60 1320 9 37,5 2250 800(Vermell)
ESTD mixt 1500 28,5 (AGPIn-3) 60 1320 9 37,5 2250 800(Blau)

Es va considerar la puresa dels olis del 100%, la densitat de referéncia va

ser la de I'oli d’oliva d=0.918 g/mL.
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Dieta high fat/high sucrose (HFHS): les 28 rates d’aquest
grup van ser alimentades amb pinso comercial Basal Mix for
HFD® de Harlan Laboratories.INC. Dissenyat per induir o
accelerar caracteristiques lligades al excessiu consum de greix en
animals de laboratori. El seu contingut caloric és de 4,6 Kcal/g de

pinso.

Aguest pinso es va enriquir amb diferents suplements en funcid del grup
de tractament i va donar lloc a quatre pinsos diferents basats en la dieta
HFHS. Els suplements afegits (omega-3, soja i polifenols) es van calcular
en funcié de la quantitat de pinso que menjava cada grup de rates,
estandard i HFHS, perqué tots els animals ingerissin la mateixa quantitat

de suplements.

La quantitat exacta dels ingredients per a cada subtipus de pinso HFHS

apareix reflectida en la taula 4.

- Tractament HFHS control: pinso comercial Basal Mix for

HFD® de Harlan Laboratories.INC sense cap suplement.

- Tractament HFHS Omega-3: pinso comercial Basal Mix for
HFD® de Harlan Laboratories.INC enriquit amb olis de peix

de les mateixes condicions anteriors.

- Tractament HFHS polifenols: pinso comercial Basal Mix for
HFD® de Harlan Laboratories.INC  enriquit amb

proantocianidines amb les mateixes condicions anteriors.

- Tractament HFHS mixt.
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- Férmula original:

TBHQ (tetra-butilhidroquinona) com a antioxidant.

1.500 g pinso comercial liofilitzat Basal Mix for HFD, Harlan® (20.6%) + 375
mL aigua + 37.5 de gelatina + els ingredients per afegir en cada cas [omega-

3, polifenols o la barreja dels dos]) + lecitina de soja com emulsionant +

Taula 4. Composicié del pinso HFHS i dels diferents tractaments

DIETA HFHS

Pinso comercial Greix afegit
Tractament Basal mix for HFD (g) (mL)
HFHS control 1500 36 (soja)
HFHS omega-3 1500 36 (AGPI n-3)
HFHS polifenols 1500 36 (soja)
HFHS mixt 1500 36 (AGPI n-3)

TBQH
(meg)

60
60
60
60

Polifenols
(mg)

1635
1635

(e)
13
33
33
33

Lecitina Gelatina

(e)
37,5
37,5
375
37,5

Aigua
(mL)
375
375
375
375

Colorant
(mg)

800(Verd)
800(Vermell)
800(Blau)

Els dos tipus de dietes es van preparar al CSIC de Barcelona seguint el

diagrama de flux de la figura 18.
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Figura 18. Elaboracid i composicio dels pinsos

[ Procediment comu ]

J

. .
Mescla d mgredlenls_h[ Dieta Estandard ] [ Dieta HFHS ]
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. 5 Pinso Basal Mix for HFD
Pinso estandard Teklad o 5
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Pinso estandard Teklad . 3
Global diet® + AGPI n-3 Pinsa Bacal Mix for HFD
< Harlan® + AGPI n-3 +
+ Polifenols 5
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Envasat al buit

2. OBTENCIO DE LES MOSTRES

Després del tractament, tots els animals van ser sacrificats previa
anestésia amb ketamina/xilacina (ketamina: Imalgene 1.000, Merial
Laboratoris SA, Barcelona, Espanya), (xilacina: Rompun 2%, Quimica
Farmacéutica SA, Barcelona, Espanya) a les concentracions de 80 mg/kg i

10 mg/kg respectivament per via intraperitoneal.

El sacrifici es va dur a terme mitjancant exsanguinacié per puncid
cardiaca (xeringues de 5mL Bs-05s Terumo). Aquesta técnica va
permetre I'obtencié del maxim volum de sang. Un cop extreta la sang, es
va recollir en tubs anticoagulants amb EDTA i heparina-liti. (BD

Vacutainer, ref. 367864 i ref. 368884 respectivament.)
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Abans de l'obtencié dels teixits es va realitzar una perfusid cardiaca
(equip per la infusié de solucions per gravetat Intrafix®, ref.4062957E)
amb serum fisiologic (vitulia 0.9% , ref.99979.5) per tal d’evitar

I'acumulacié de sang en teixits esponjosos com el fetge o els ronyons.

A la figura 19 mostrem un esquema de 'obtencid de les mostres.

Figura 19. Resum de I’obtencié de les mostres

1. | Extraccio 7AT, 3.
sanguinia )“Q A }:
i) S
A e & o Qf?
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ﬁﬁ - H i - W I e
Loscl Hb, HTG

Fat [Homogeneﬁzacié I [Liofmtzacié ]

-l 1T =

Perfil Lipidic.

ORAC sS0D Lipidomica
CAT,
GR,
+H,0 GPx,
ﬁﬁ - Kﬁjﬁ ORAG
SOD

TNF-a, PCR, ICAM

CAT, GR, GPx

2.1. MOSTRES DE SANG TOTAL

Abans de separar el plasma dels eritrocits, es va reservar una aliquota de
sang total del tub d’EDTA per a la determinacié de I’hemoglobina
glicosil-lada (HbA1c), i dues aliquotes del tub d’heparina-liti per a la
quantificacio de I’hemoglobina total (Hb) i I’'hematocrit (HTC).
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2.2. MOSTRES D’ERITROCITS

Els eritrocits es van separar del plasma per centrifugacié dels tubs de

sang durant 15 minuts a 850 xg a una temperatura de 4°C.

Els eritrocits es van rentar dues vegades amb serum fisiologic (NaCl 9%)
amb dues centrifugacions de 5 minuts de durada a 1300 xg a una
temperatura de 49C. Els eritrocits provinents del tub d’heparina-liti es
van aliquotar i reservar a -809C. Els eritrocits provinents del tub d’EDTA
es van processar de la seglient manera depenent de les determinacions

que calia realitzar:

-Eritrocits per analitzar els enzims antioxidants CAT, GR i GPx: els
eritrocits es van diluir 1:10 amb aigua bidestil-lada freda en tubs de
10 ml, fet que provoca la lisi dels eritrocits. Aquest hemolitzat es va

guardar en aliquotes a -802C, fins a la seva determinacid.

-Eritrocits per analitzar I’enzim antioxidant SOD: els eritrocits es
van congelar i descongelar en tubs de 10 ml de vidre pyrex, a -
202C. Un cop descongelats s’afegi aigua bidestil-lada freda per
assegurar-ne la lisi. Tot seguit es va afegir una mescla d’etanol:
cloroform (6,25:3,75) per poder extreure’n I’hemoglobina; després
es van centrifugar 5 minuts a 1900 xg a 42C. La fase del sobrenedat
gue contenia la SOD es va guardar en aliquotes a -209C fins a la

seva determinacio.
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2.3. MOSTRES DE PLASMA

El plasma obtingut dels dos tipus de tubs es va guardar en tubs
d'Eppendorf a -802C aliquotat de manera adient a les determinacions

previstes.

En el plasma del tub d’EDTA es va determinar el perfil lipidic: colesterol
total, colesterol HDL (HDL-C), colesterol LDL (LDL-C), triglicérids (TG) i la

capacitat antioxidant total del plasma (ORAC).

2.4. MOSTRES DE TEIXITS

Les mostres de teixit adipds, fetge, aorta i ronyd es van rentar amb
serum fisiologic; immediatament després es van fixar en formol (CH,0
ref. 141328.1211 Panreac) diluit al 10% i posteriorment es van incloure

en parafina.

Part de la mostra de fetge també es va congelar directament a -802C, per
a I'estudi dels parametres relacionats amb I'EO, la inflamacié i per a les

determinacions de composicié lipidica mitjangant lipidomica.

Els blocs de parafina i les preparacions dels talls dels teixits van ser
realitzats per I'empresa Eldine Laboratory, Tarragona. Les seccions dels
blocs es van realitzar amb el microtom (Microm HN 355 s) i van esdevenir
talls de 3 micres de gruix, que, un cop fixats en el portaobjectes, es van

tenyir amb la tincid classica hematoxilina-eosina.
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3. ESTUDI DELS PARAMETRES RELACIONATS AMB
L'SM

3.1. PES CORPORAL

Com mostra la figura 17, el pes corporal es va mesurar cada sis setmanes
al llarg de I'experiment. Es va mesurar amb la balanga Shimadzu model

EB-2800M, al CSIC de Barcelona.
3.2. PRESSIO ARTERIAL

Es va mesurar la pressidé arterial a l'inici de I'experiment, i en les
setmanes 12 i 23, sempre entre les 10:00h del mati i les 15:00 h de la

tarda per evitar variacions degudes al cicle circadia.

Els animals eren col-locats en un cep de manera individual que els
deixava la cua lliure. Un cop immobilitzat, se’ls escalfava la cua amb una
lampada d’infrarojos (Phillips® de 250w) per dilatar la vena cabdal des
d’on es mesurava la pressié amb un mesurador de pressié arterial no

invasiu per a rosegadors (Panlab Harvard Apparatus® ).(Figura 22 A.)

El mesurador de la pressio estava acoblat a un transductor de pols per a

rata.
3.3. GLUCOSA

Per a la determinacid de glucosa, es van rasurar les cames posteriors dels

animals i es van deixar en deju durant 24 h.
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En el moment de la determinacid es va localitzar la vena safena situada
per sobre del moviment de flexiéd del genoll de la pota posterior de
I’'animal. Un cop localitzada s’hi va accedir mitjan¢ant una agulla 23G, de

manera que es produis una gota de sang.

Aguesta gota es va posar en contacte amb I'extrem de la tira reactiva

d’'un glucometre Ascenia ELITE XL (Bayer Consumer care AG, Basel,

Swizerland).(Figura 20 B.)

Figura 20. Mesura de la pressid i la glucosa

-

A: Mesura de la pressi6 arterial. B: Procediment per a la mesura de la glucosa plasmatica.

3.4. INSULINA

La determinacié de la insulina es va portar a terme mitjancant un equip

ELISA de la casa comercial Millipore corporation, Billerica, MA, EUA.
La tecnica ELISA va requerir del segiient procediment:

Es van repartir 10uL de plasma en cada pouet de la placa, els quals es
trobaven recoberts d’anticossos (Ac) monoclonals d’insulina antirata. Es
va deixar incubant 1 hora per permetre la captura de molécules
d’insulina. Després de la incubacio,es van afegir 80 uL de la solucié
d’anticos policlonal conjugat amb biotina, el qual es va unir a la insulina

capturada, i es va tornar a incubar una altra hora. Després de realitzar
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un procés de rentat dels reactius en excés, es van afegir 100 uL de la
solucié de peroxidasa de rave picant conjugada amb avidina (avidina-
HRP), la qual es va unir als anticossos amb biotina. | es va incubar 30
minuts. Es va tornar a realitzar un procés de rentat dels reactius en
excés. Finalment es va afegir el substrat 3,3’, 5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB) que es va unir a I avidina-HRP. Es va incubar la placa de 5 a 20

minuts fins que es va veure d’un color blau intens.

L'activitat enzimatica es va mesurar espectrofotométricament per
I'augment de I'absorbancia a 450 nm en un lector de plaques
(SpectraMax MS5). La concentracid de la insulina es va determinar
comparant la densitat optica (DO) de les mostres amb la corba estandard

mesurada en la mateixa placa. Els resultats es van expressar en ng/ml.
3.5. HEMOGLOBINA GLICOSILADA (HbA1c)

Per a la determinacid quantitativa de I’'HbAlc, es va utilitzar un assaig de
turbidimetria en latex de la casa Spinreact (ref. 43091) en sang total.
L’assaig mesura la inhibicié de I'aglutinacid de les particules de latex de la

seguent manera:

La molécula d’Hb s’allibera dels eritrocits per accié d’'una proteasa. Les
particules de latex estan recobertes per un Ac monoclonal anti-HbAlc
que s’aglutinen en presencia d’un reactiu constituit per particules de
polimer sensibilitzades amb haptens d’HbAlc. Els derivats resultants es
transformen en hematina alcalina que presenta una absorcié a 600 nm.
L'HbAlc present a la mostra es fixa als anticossos de les particules de
latex competeixin inhibint-ne I'aglutinacid. Aixi el grau d’aglutinacio és

indirectament proporcional a la concentracié d’'HbAlc de la mostra i es
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pot quantificar per comparaci6 amb un calibrador de concentracié

coneguda de la casa Spinreact (ref. 43096).

La concentraci6 de I'HbAlc s’expressa com a percentatge respecte

I’'hemoglobina total (THb) de la mostra.
3.6 PERFIL LIPIDIC

3.6.1. Colesterol total (TCOL)

Per a la determinacié quantitativa del TCOL, es va utilitzar un assaig

colorimetric de determinacié en plasma de la casa Spinreact (ref. 41020).

En aquest assaig, el plasma provinent del tub d’EDTA diluit 1:2 amb
seérum fisiologic s’incuba amb I'enzim colesterolesterasa (CHE), el qual
separa el colesterol dels AG. Aquest colesterol lliure, juntament amb
I'oxigen i per I'accié de I'enzim colesterol oxidasa (CHOD), esdevé 4-

colestenona i H,0,.

Finalment, el peroxid d’hidrogen reacciona amb 4-aminofenazona (4-AF)
i p-clofenol, en una reaccid catalitzada per la peroxidasa, que déna lloc a
una coloracié vermellosa que es pot llegir a una longitud d’ona de 500

nm (Young DS,2001).

La intensitat del color format és proporcional a la concentracié de
colesterol present en la mostra i es va mesurar amb |’autoanalitzador

COBAS MIRA.

A banda del calibrador inclos en I'assaig, la determinacié del TCOL, igual
que en l'assaig dels TG i les colesterols HDL i LDL, també requereix dos

controls de qualitat, que s’analitzen juntament amb les mostres,
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SPINTROL H Normal i SPINTROL H patologic (ref. 1002120 i 1002210

respectivament).
Els resultats es van expressar en mmol/L.

3.6.2. Triglicerids (TG)

Per a la determinacié quantitativa dels TG, es va utilitzar un assaig

colorimetric de determinacié en plasma de la casa Spinreact (ref. 41033).

En aquest assaig, el plasma provinent del tub d’EDTA diluit 1:2 amb
serum fisiologic s’incuba amb I'enzim lipoproteinlipasa (LPL), el qual
separa els TG en glicerol i AG lliures. El glicerol és fosforilat per
glicerolfosfatdeshidrogenasa (GPO) gracies a I’ATP i a l'activitat de
I'enzim glicerol quinasa (GK), per produir glicerol-3-fosfat (G3P) i
adenosina-5-difosfat (ADP). El G3P llavors és convertit a dihidroxiacetona

fosfat (DAP) i peroxid d’hidrogen (H,0,) gracies a I'accié de I'enzim GPO.

Finalment, el peroxid d’hidrogen reacciona amb 4-aminofenazona (4-AF)
i p-clofenol, en una reaccid catalitzada per la peroxidasa, que déna lloc a
una coloracié vermellosa que es pot llegir per espectrofotometria a una

longitud d’ona de 500 nm (Buccolo G, [et al.] 1973 i Young DS,2001).

La intensitat del color format és proporcional a la concentracié de TG
presents en la mostra i es va mesurar amb I'autoanalitzador COBAS

MIRA.

Els dos controls de qualitat van ser els mateixos que els utilitzats en la

determinacié del colesterol

SPINTROL H Normal i SPINTROL H patologic (ref. 1002120 i 1002210

respectivament).
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Els resultats es van expressar en mmol/L.

3.6.3. Colesterol HDL (HDL-C)

Per a la determinacié quantitativa del HDL-C, es va utilitzar un assaig
colorimetric de determinacié en plasma de la casa Spinreact (ref.

1001096).

Aguest equip permet la determinacié directa de HDL sense la necessitat

de pretractar o centrifugar la mostra.

El metode es basa en les propietats d’un detergent que solubilitza només
la fracci6 HDL, de manera que el colesterol HDL s’allibera reaccionant
amb la CHE, la CHOD i els cromogens. La resta de lipoproteines i els
quilomicrons sén inhibits a causa de I'adsorcié del detergent en les seves
superficies i les fan resistents a I'enzim. La mostra va ser el plasma

provinent del tub d’EDTA diluit 1:2 amb sérum fisiologic.
La determinacio es realitza en dos passos:

1. Eliminacid de lipoproteina no HDL: la colesterol esterasa (CHE) desfa
els esters de colesterol en colesterol lliure i AG. El colesterol lliure
reacciona amb I'oxigen i amb la colesterol oxidasa (CHOD) i produeix 2
H,0,. La catalasa és I'enzim que degrada aquest peroxid a H,O i oxigen

molecular.

2. Mesura de la HDL-C: la CHE allibera el colesterol que reacciona
amb l'oxigen i la CHOD i produeix H,0,, el qual gracies a I'accio de
les peroxidases produeix un cromofor que es llegeix per

espectrofotometria a 600 nm.
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La intensitat del color format és proporcional a la concentracié d’"HDL-C

present en la mostra.

Igual que en I'assaig dels TG i del TCOL, la determinacié del C-HDL també
requereix dos controls de qualitat, que s’analitzen juntament amb les
mostres, SPINTROL H Normal i SPINTROL H patologic (ref. 1002120 i
1002210 respectivament).

Els resultats es van expressar en mmol/L.

3.6.4. Colesterol LDL (LDL-C)

Per a la determinacid quantitativa del LDL-C, es va utilitzar un assaig
colorimetric de determinacié en plasma de la casa Spinreact (ref. 41023).
Amb el mateix fonament i procediment realitzat per a la determinacio
del HDL-C, pero en aquest cas amb els reactius especifics per la

determinacié de LDL-C

La mostra també va ser plasma provinent del tub d’EDTA diluit 1:2 amb

serum fisiologic. Els resultats es van expressar en mmol/L.

4. ESTUDI DELS PARAMETRES RELACIONATS AMB
L’ESTRES OXIDATIU

4.1. MOSTRES DE SANG

4.1.1.DETERMINACIONS PREVIES

75



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada
Diposit Legal: T 1346-2015

MATERIAL | METODES

La determinacié de I’hemoglobina (Hb) i I’hematocrit (HTC) és una
determinacidé prévia necessaria en I'estudi dels parametres relacionats
amb I'EO i determinats a la sang, ja que les unitats d’alguns dels quals

estan expressades amb relacié als g d’Hb.
4.1.1.1 Hemoglobina (Hb)

La quantitat d’'Hb continguda en sang total es va determinar mitjancant
la reaccié Drabkin (QCA ref. 994933) a partir de sang total provinent del

tub d’heparina-liti.

El ferro ferrés (Fe*) de I’hemoglobina, oxihemoglobina i
carboxihemoglobina, s’oxida a ferro ferric (Fe*") a causa de la preséncia
del ferricianur i dona lloc a la metahemoglobina, la qual, en presencia del
i6 cianur, origina cianometahemoglobina, que es mesura a 540 nm en un

espectrofotometre Perkin Elmer Lambda 25 (Drabkin & Austin, 1935).

Els resultats es van expressar en g d’'Hb per cada 100 ml de sang. La
concentracié es va determinar per comparaci6 amb una recta patrd,

realitzada a partir del I'estandard d’Hb (QCA ref. 999523)

4.1.1.2 Hematocrit (HTC)

Per la determinacié de I'HTC, es va introduir un capil-lar (Hirschann-
Laborgerate ref. 9100270) en el tub de sang amb heparina-liti que es va
omplir per capil-laritat i es va taponar amb plastilina. El capil-lar es va
centrifugar a la centrifuga de capil-lars (Microcentrifuga MPW-55) a 8064

X g durant 3 minuts per separar plasma i eritrocits (figura 21).

Es va calcular el percentatge d’eritrocits presents en la mostra mitjancant

la férmula seglient: % eritrocits = (cm eritrocits/cm totals) x 100.
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Figura 21. Determinacio de ’hematocrit

A: Emplenament deltub capil-lar. B: Centrifuga de tubs capil-lars. C: Tub capil-lar
centrifugat.

4.1.2. SISTEMES ANTIOXIDANTS ENZIMATICS

4.1.2.1 Superoxid dismutasa (SOD)

L’activitat enzimatica de la SOD es va mesurar seguint el metode (Mirsa H

P. and Fridovich I, 1972).

Aguest metode es fonamenta en el fet que I'epinefrina s’oxida a pH
basic. Durant aquesta oxidacié es formen radicals superoxids que actuen
sobre la mateixa epinefrina i formen un adrenocrom detectable per
espectrofotometria a 480 nm. Si en la cubeta on produeix I'oxidacié
s’afegeix una mostra que contingui I'enzim SOD, els radicals superoxids

son captats per aquest enzim i disminueix la produccié d’adrenocrom.

Les mostres utilitzades van ser les extraccions de SOD eritrocitaries,

realitzades anteriorment (veure punt 2.2. de “Material i métodes”).

Els reactius utilitzats van ser els seglients:
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Epinefrina (Sigma ref. E-4375) 6 mM a la concentracié de 19,9 mg/10 mL
d’acid clorhidric 1 mM i Tampd carbonatat 50 mM, pH 10,2 (Na,CO;
Merck ref.6392; NaHCO; Probus ref. 2030) amb EDTA Na®* 0,1 mM
(Merck ref. 1.08418.0100).

Primer es va avaluar la corba d’autooxidacié de I'epinefrina durant 15
minuts i posteriorment es va repetir amb diferents dilucions de mostra
(1:50; 1:25; 3:50 i 2:25) per aconseguir determinar la Is; (concentracid

d’enzim a la qual s’inhibeix la formacié del adrenocrom un 50%).

Les lectures es van realitzar en un espectrofotometre Perkin Elmer
Lambda 25. Els resultats es van expressar en unitats/gHb. En aquest cas,
una unitat és la quantitat de mostra que inhibeix en un 50% la

transformacio de I'adrenalina a adrenocrom a pH basic.

4.1.2.2 Catalasa (CAT)

L’activitat enzimatica de la CAT es va mesurar seguint el metode (Cohen
G. Dembeic D. and Marcus J., 1970), el qual esta fonamentat en I'activitat
fisiologica de I’enzim catalasa. Aquest enzim converteix el perodxid
d’hidrogen en oxigen i aigua, i intervé, per tant, en la destoxicacié de la
cel-lula. Aquest metode mesura el grau de desaparicid o decrement del
peroxid d’hidrogen els 30 primers segons d’entrar en contacte amb la

mostra, amb una lectura espectrofomeétrica a 240 nm.

Les mostres utilitzades van ser els hemolitzats d’eritrocits provinents del

tub EDTA (vegeu punt 2.2. de “Material i métodes”).

Els reactius utilitzats van ser els seglients:
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Tampoé fosfat potassic 100 mM de pH 7,5 (KH,PO, Panreac
ref.121509.1210; K,HPO, Panreac ref. 141512.1210) i tampd fosfat
potassic amb H,0, (Merck ref. 8599) 17%.

Les mostres es van llegir durant 1 minut en I'espectrofotometre Perkin
Elmer Lambda 25. Els resultats es van expressar en mmol

H,0,/minut/gHb (fent referéncia als mmols d’H,0, transformats).

4.1.2.3. Glutatio reductasa (GR)

L’activitat enzimatica de la GR es va mesurar seguint el métode descrit

(Wheeler, Salzman, Elsayed, Omaye, & Korte, 1990).

El metode esta fonamentat en I'activitat fisiologica de la GR que redueix
el GSSG a GSH en preséncia de NADPH, que li cedeix I'hidrogen i es
converteix en NADP®. Aquest métode mesura la formacié de NADP*amb
la lectura espectrofotomeétrica a 340 nm en l'autoanalitzador COBAS

MIRA.

Les mostres utilitzades van ser els hemolitzats d’eritrocits provinents del
tub EDTA (vegeu punt 2.2. de “Material i meétodes”) diluides 1:5 en

tampo fosfat.
Els reactius utilitzats van ser el seglients:

Tampé fosfat 0,25 M 2 mM EDTA pH 7.4 (K,HPO, Panreac
ref.121509.1210; KH,PO, Panreac ref. 121509.1210).GSSG (glutatid
oxidat) 20 mM (Sigma ref. G45501). NADPH 2 mM (Sigma ref. N7550)

Els resultats es van expressar en pmol/minut/gHb (fent referéncia als

umols de NADP* formats).
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4.1.2.4. Glutatio peroxidasa(GPx)

Igual que en el cas de la GR, I'activitat enzimatica de la GPx es va mesurar

seguint el meétode descrit per Wheeler [et al.] (1990).

La GPx és un enzim que depén de seleni que catalitza la reduccié del
peroxid d’hidrogen i dels hidroperoxids fins a H,O en presencia de GSH.
La seva eficacia va molt lligada a la GR, necessaria per regenerar el GSH i,

en consequéncia al NADPH.
Els reactius utilitzats van ser els seglients:

Tampd fosfat 100 mM (K,HPO, Panreac ref.121509.1210; KH,PO,
Panreac ref. 121509.1210) amb EDTA 1 mM, pH 7.NADPH 2,25 mM
(Sigma ref.N7505).

GR 25 U/0,25 mL. (Sigma ref. G3664)GSH 11,5 g/L (Sigma
ref.64251106045K0693). Tert-Butil hidroperoxid 15 mM (Sigma ref.
458139).

La lectura es va realitzar en un COBAS MIRA a 340 nm. Els resultats es
van expressar en pmol/minut/g Hb (fent referéncia als umols de NADPH

desapareguts en la reaccid).

4.1.3. CAPACITAT ANTIOXIDANT TOTAL DEL PLASMA (ORAC)

Les sigles ORAC provenen de I'anglés oxygen radical absorption capacity.
Es una técnica que proporciona una mesura directa de la capacitat que
té la mostra d’absorbir radicals peroxils (ROO). (Ou, Hampsch-woodill,

Prior, Laboratories, & Lane, 2001.)

Els reactius utilitzats van ser els seglients:
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Dihidroclorur de 2,2’-azobis, 2-amidinopropa, un generador de ROO
(AAPH ref. Aldrich 44091). Fluoresceina sodica (FL) (Aldrich 16630-8).
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (Sigma-
Aldrich ref.238813), tampd fosfat potassic 75 mM pH 7,4 (KH,PO, -
K;HPO, Panreac ref.141512.1210i 121509.1210 respectivament).

La fluoresceina és un marcador de fluorescéncia que quan és danyada
pels RLL, perd la capacitat d’emetre fluorescéncia. Aixi, com més
capacitat antioxidant de la mostra, més es manté la fluorescencia en el
temps. Trolox és un antioxidant similar a la vitamina E, que ens serveix
per establir la recta patrd i basar-nos en una concentracié coneguda

d’antioxidant.

Durant l'assaig es mesura la fluorescéncia de I'FL 48nM en mostres de
plasma a una longitud d’ona d’excitacié de 485 nm i d’emissié de 538
nm, cada minut durant dos hores, en el fluorimetre Fluoroskan Ascent

Labsystems.

Junt amb les mostres, es mesuren també el blanc i la recta patré. El
blanc, que es compon d’FL, AAPH i tampd, ens permet establir la perdua
maxima de fluorescéncia, i la recta patré ens proporciona les
concentracions conegudes d’antioxidant per poder extrapolar les

concentracions a les mostres

Els resultats es van expressar en pmols de TE (equivalents de Trolox)/ml

de plasma.

4.2. MOSTRES DE FETGE

4.2.1. Obtencio de la fraccio soluble
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Per a I'obtencié de la fraccid soluble es van descongelar els fetges i es
van homogeneitzar 1:20 amb tampd fosfat sodic 200 mM pH 6,25
(Na,HPO, i NaH,PO, Panreac 121677.1210i 131679.1211).

L’'homogenat resultant es va centrifugar durant una hora a 42C a una
velocitat de 129000 xg. Un cop centrifugat es va recuperar el

sobrenedant i es va guardar en aliquotes a -209C.

4.2.2. Obtencio del liofilitzat per lipidomica

Per als assajos de lipidomica, les mostres de fetge guardades a -802C van
ser liofilitzades directament amb el liofilitzador Cryodos-80 de la marca

IMA-Telstar i molturades un morter de porcellana (figura 22).

Un cop recollides en les seves corresponents aliquotes es van congelar a -

209C fins a la seva determinacio.

Figura 22. Obtencio de les mostres per lipidomica

A: Liofilitzacio de les mostres. B: Molturacio en morter de porcellana. C: Conservacio de les
mostres molturades en aliquotes.

4.2.3.DETERMINACIONS PREVIES
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4.2.3.1 Proteines
La determinacid de proteines es necessaria per referenciar els resultats

d’alguns biomarcadors.

Les proteines es van determinar pel meétode (Bradford, 1976) que es basa
en la formacié d’'un complex entre el blau brillant G i les proteines de la
mostra a partir de la utilitzacié del reactiu de Bradford (Sigma B6016). La
lectura de la formacio del complex es fa a I'espectrofotometre a 595 nm,

i és directament proporcional a la concentracié de proteines.

Els resultats es van expressar en mg de proteina/mL de fraccio soluble,

referenciats a una recta patré d’albimina de concentracié coneguda.

4.2.4. SISTEMES ANTIOXIDANTS ENZIMATICS

Els diferents enzims determinats al fetge van seguir el mateix
procediment que els enzims determinats a la sang (vegeu punt 4.1.2 de

“Material i métodes”).
En el cas del fetge es van determinar: SOD, CAT, GR i GPx.

Les dilucions necessaries en el cas del fetge apareixen reflectides en la

taula 5.
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Taula 5. Dilucions necessaries en el cas del fetge

DETERMINACIO Dilucié de 'Homogenat Dilucié de la técnica

1:30
1:15

S0D 1:20 1:10
17,5
1:6
CAT 1:20 Sense diluir
GR 1:20 1:5
GPx 1:20 1.5

4.2.5. SISTEMES ANTIOXIDANTS NO ENZIMATICS, SISTEMA
GLUTATIO

A la fraccié soluble de fetge destinada a la determinacié del sistema
glutatié se li va afegir acid tricloracetic (TCA Panreac 131067.1609) al
70% per evitar I'oxidacio del GSH i precipitar les proteines. Després d’una
incubacié a 42C durant 20 min, es van centrifugar les mostres a 850 xg,

durant 10 min a 4°C.

Amb aquest sobrenedant, es van determinar el GSH i el GSSG segons el
meétode de Hissin i Hilf (1976), el qual es fonamenta amb la capacitat que
tenen aquestes dues molecules de reaccionar amb I'o-ftalaldehid (OPT)

(Merck ref.11452).

El GSH reacciona amb I'OPT) a pH 8, i el GSSG reacciona amb I'OPT a pH
12. Per aquest motiu, les mostres en les quals s’ha de determinar el GSSG
s’'incuben amb N-etilmaleimida (NEM) 5 mg/mL, durant 30 min per tal

d’augmentar el pH.
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La lectura es fa per fluorimetria, en un espectrofluorimetre Perkin EImer
LS50B a la longitud d’ona d’excitacidé de 350 nm i la longitud d’ona

d’emissio de 420 nm.

Els resultats es van expressar en nmol/mg de proteina, gracies a les

respectives rectes patro de GSH i GSSG.

4.2.6. MARCADORS D’INFLAMACIO

Els marcadors d’inflamacié determinats en fetge van ser PCR, TNF-a i

ICAM.

PCR i TNF-a es van determinar per I'equip ELISA de la casa comercial

USCN Life Science Inc. (ref. E 90821Ra, E 90133Ra, respectivament).
ICAM per equip ELISA de la casa comercial Biorbyt (ref. Orb50029).
La tecnica ELISA per als tres equips va requerir del segiient procediment:

Es van pipetejar 100uL de fraccié soluble de fetge a cada pouet dels
respectius equips, els quals es trobaven recoberts d’anticossos (Ac)
monoclonals antirata de PCR, TNF-a. i ICAM. Es van incubar 90 minuts a
379C, per permetre la captura de les molécules d’inflamacié per part dels
Ac. Després del primer periode d’incubacié es van afegir 100 uL de la
solucidé d’un anticos policlonal conjugat amb biotina, el qual es va unir a
les molecules capturades, i es va tornar a incubar durant 1 hora. Es va
realitzar un procés de rentat dels reactius en excés i es va deixar reposar
un minut. Seguidament es van afegir 100 pL de la solucié de peroxidasa
de rave picant conjugada amb avidina (avidina-HRP), la qual es va unir
als anticossos amb biotina, i es va incubar 30 minuts més. Després de

repetir el procés de rentat dels reactius en excés, es va afegir el substrat
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3,3’, 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), que es va unir a I’ avidina-HRP.
Finalment es va incubar la placa de 16 a 20 minuts fins que es va veure

d’un color blau intens.

Les lectures es van realitzar en un espectrofotometre lector de plaques
Biotek Power Wave XS2 a 450 nm. La concentracié de cada un dels
biomarcadors es va determinar mitjancant corbes estandard. Els

resultats es van expressar en mg/ml.

4.2.7. CONTINGUT LIPIDIC - LIPIDOMICA

L’analisi del contingut lipidic amb lipidomica va ser realitzada pel Centre
de Ciéncies Omiques (COS) de Reus. La determinacié de les diferents
especies lipidiques es va dur a terme mitjancant I'analisi per

espectrometria de masses en tandem (MS/MS).

Es va dur a terme una quantificacié relativa de diacilglicerols (DAG) i
ceramides (Cer), aquest metode va permetre identificar triacilglicerols

(TAG) i monoacilglicreols (MAG).

Els reactius utilitzats van ser els seglients: metanol (MeOH) i acetonitril

(ACN) (ref. 34966 i ref.34967, LC-MS Cromasolv®, Fluka).

Cloroform >99% i 2-Propanol (CHCl; 34854 i 2-PrOH ref.34863, LC-MS
Cromasolv®, Sigma Aldrich). Acid formic >96% (HCOOH) (ref. 695076,
Sigma Aldrich) i aigua MilliQ.

L’extraccio es va realitzar segons el métode (Bligh & Dyer 1959), segons
el qual de 2 mg de mostra liofilitzada i molturada es dissol amb una

barreja de CHCl;: MeOH 1:2 (v/v).
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Després de I'agitacié en un bany d’ultrasons, la fase aquosa es trenca per
I'addicié de 125 pL CHClz;de i 125 uL d’H,0,. Després se centrifuga la

mostra a temperatura ambient i se separa la fase organica.

4.2.7.1. ANALISIS DE DIACILGLICEROLS

Una aliquota de I'extracte es va injectar a un sistema de cromatografia
liguida d’alta eficacia 1290 Infinity UHPLC acoblat a un analitzador qTOF

6545 i a espectrometre de masses (Agilent Thecnologies).

La columna cromatografica va ser C8 BEH 150x2,1mm, 1,7 um (Waters,
Milford), les fases mobils injectades en aquesta columna van ser 0,1%
HCOOH aquds (fase A) i 0,1% HCOOH ACN:2-PrOH 60:40 (v/v) (fase B). Es
va injectar un volum de 2 plL de cada una de les fases a un flux de 0,2
mL/min i amb un gradient de fase mobil de 0-1 min 40% fase B, 1-10 min
100% fase B i 19-20 min 40% fase B. També es va aplicar un post-run de 5

minuts.

La ionitzacid es va realitzar amb electroesprai aplicant gas a 2502C
temperatura i amb 11mL/min. de flux. La pressié de nebulitzat de 45 psi
(de I'anglés pounds-force per square inch), el voltatge per capil-lar de

3000 Vi el voltatge de fragmentacid a través del filtre de 150 V.

La calibracié interna de la relacié massa/carrega (m/z) es va realitzar
durant la lectura amb les segiients referéncies de masses 112,9855 m/z i

1033,9881 m/z.

La quantificacio relativa de DAG va ser duta a terme per |’analisi en mode

MS, aplicant una energia de col-lisié de 10, 20 i 40V, i gravant el producte
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de I'espectre ionic en un rang compres entre 50 i 800 m/z, en un rang

d’escaner de 5 espécies/segon.

La identificacid dels compostos es va establir segons les bases de la
massa exacta dels ions moleculars [M+NH,]" i [M+Na]* en I'analisi d’'MS i
segons els productes idonics [M-R;COOH+H]", [M-R,COOH+H]’,
[R;CO0+C3Hs0+H]", [R,CO0+C3Hs0+H]", [R,CO]" and [R,CO]" en I'analisi
MS/MS dirigida. Es van considerar les normes de fragmentacié per a

aquests tipus de compostos.

La quantificacid relativa dels DAG es va realitzar comparant I'area sota el
pic cromatografic corresponent a [M+NH,]" (Lee, Kim, Ha, Shim, &

Park, 2013).

4.2.7.2. ANALISIS DE CERAMIDES

Una aliquota de I'extracte es va injectar al mateix equip que el que es va
utilitzar en la determinacié dels DAG i amb les mateixes condicions
cromatografiques descrites anteriorment. En aquest cas l'analitzador
acoblat a I'espectrofotometre de masses va ser de triple quadruple (qQq)

6490 (Agilent Thecnologies).

La ionitzacid es va realitzar amb electroesprai aplicant gas a 1502C
temperatura i amb 11mL/min. de flux. La pressié de nebulitzat de 20 psi,
el voltatge per capil-lar de 3000 V i el voltatge de fragmentacié amb el

filtre de 1.000 V.

La quantificacid relativa de Cer va ser duta a terme per I'analisi en mode
“precursos ion mode”, sota un rang de d’escaneig que anava des de 300

m/z a 700 m/z en el primer quadruple a un temps d’escaneig de
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200mseg, aixi es van monitorar els ions producte de les Cer a 282 i 264
m/z en el segon quadruple. L’energia de col-lisié va ser de 30V per les

dues transicions.

Finalment, la identificacié dels compostos es va establir observant les
transicions dels ions [M+H]" i [M-H,0+H]" i es van quantificar
relativament per comparacié de I'area sota el pic cromatografic el qual

corresponia a [M+H]" >264 transicié (Han, 2002; Kasumov [et al.], 2010).

Totes les espeécies lipidiques relativament quantificades es van expressar
en arees sota el pic. Aquesta mesura és una mesura adimensional, per

tant, els resultats apareixen sense cap tipus d’unitat.

Cal remarcar, també, que alguns compostos es van haver d’agrupar, ja
que o bé no van aparéixer cromatograficament prou definits o bé van
donar lloc a un sol pic amb mescla de diferents compostos; aquestes

agrupacions apareixen especificades en I'apartat de resultats.

4.3. MOSTRES DE PINSOS

4.3.1.DETERMINACIONS PREVIES

4.3.1.1 Extraccio de la fraccid lipofila dels pinsos

Per extreure la fraccid lipofila dels pinsos es van barrejar 0,5 g de cada

pinso, préviament triturat, amb 11 mL d’una mescla d’hexa 95% (CgHy4

ref. Panreac 133242.1611) i diclormeta (ref. Merck 106050.2500) (1:1).
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Els matraus rodons que contenien aquest barreja es van posar a
I’agitador (JP-Selecta Vibromatic) durant 20 minuts a una velocitat de 500

unitats/minut.

Posteriorment, els matrassos destapats es van deixar reposar sota la
campana per sedimentar la fraccid solida. Es va recuperar el sobrenedant
amb una pipeta Pasteur i es va portar a evaporar en un evaporador de
nitrogen de la casa Liebish®) fins a sequedat (unes dues hores). Un cop
evaporats els dissolvents, les mostres es van congelar a -202C fins a la

seva determinacio (figura23).

4.3.1.2 Extraccio de la fraccid hidrofilica dels pinsos

Per extreure els components hidrofilics dels pinsos es va barrejar 0,5 g de
cada pinso, previament triturat, amb 11 mL d’una mescla d’Acetona (ref.

Sigma 179124), acid acetic glacial (ref. 45726 Fluka) i aigua (70:29,5:0,5).

Els matrassos rodons que contenien aquest barreja es van posar a
I’agitador durant 20 minuts a una velocitat de 500 unitats/minut (figura

23).

Un cop passats els 20 minuts, van deixar reposar els matrassos destapats
sota la campana, amb la intencié de deixar sedimentar la mostra. Un cop
sedimentada, es va recuperar el sobrenedant amb una pipeta Pasteur i es

va congelar a -202C fins a la seva determinacio.
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Figura 23. Extraccio dels pinsos per a I'analisi de la capacitat
antioxidant

A: Procés d'agitacid. Bi C: Fraccions lipofiliques assecant-se en l'evaporador de
nitrogen.

4.3.2. CAPACITAT ANTIOXIDANT TOTAL

Per determinar la capacitat antioxidant total dels pinsos (vegeu apartat
1.2 de “Material i métodes”) es va utilitzar el métode ORAC. Els reactius i
el procediment van ser els mateixos que els explicats anteriorment

(vegeu punt 4.1.3 de “Material i métodes”).

La fraccid lipofila, es va resuspendre amb 1 mL d’acetona. Un cop
dissoltes totes les mostres, es va realitzar una dilucié 1:50 amb tampé
fosfat potassic 75 mM pH 7,4 tant de la part lipofila com de la part

hidrofilica de cada pinso.

Els resultats es van expressar en mols de TE (equivalents de Trolox)/mg

de pinso.
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5. ESTUDI HISTOPATOLOGIC

Es van estudiar les mostres d’ aorta, fetge, ronyd, i teixit adipos.

L'estudi de totes es va dur a terme valorant el tall en tota la seva
extensid, amb el microscopi Nikon eclipse TE2000-U, en el qual tres
observadors diferents van valorar les variables categoriques establertes
segons la bibliografia (taula 6). Els resultats obtinguts en els tres casos es

van posar en comu, i van ser discutits els casos que ho van requerir.
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Taula 6. Categoritzacio de les variables estudiades en cada teixit

Meaning
AORTA
Thickness of wall (um)
Lumen perimeter (mm)
Lumen area (mm?)
Density of elastic bands
Yes
No
Wrinkling of elastic layers
Yes
Heterogeneous
No
Nuclear hypertrophy
No

Heterogeneous

Grade

1
2

1
2
3

ADIPOSE TISSUE
Differently sized
adipocytes
Yes
No
Macrophages
Presence
Absence
Mast cells
Presence
Absence
Inflammation
No
Light
Moderate
Marked

Wk = O

Meaning
LIVER
Steatosis
<5 %
5-33 %
33-66 %
> 66%
Localization of steatosis
Centrilobular
Periportal

No zonal

Lobular inflammation
No
< 2 focus
2-4 focus

>4 focus

Portal inflammation

No
Yes
Fibrosis
No
Perisinusoidal or periportal
Fibrosis bridges
Cirrhosis
Microgranuloma
Absence
Presence
Lipogranuloma
Absence
Presence
Macrophages
Absence

Presence

Grade

WM - O

w N = O

Meaning
KIDNEY
Glomerulosclerosis

Absence
Presence
Atrophy
Absence
Light
Middle
Marked
Thyroidization
Absence
Light
Middle
Marked
Fibrosis

Absence

Presence

Lipid depositions
Absence
Light
Moderate

Inflammation
Absence
Light
Moderate
Marked

Grade

W N = o WM = o =)

[=]

;=]

W k= O

Taula extreta de Taltavull [et al.] (2014).
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6. ANALISI ESTADISTICA

L'analisi estadistica de les dades va utilitzar el programa estadistic SPSS

IBM 20.

Les variables quantitatives es van expressar amb la mitjana + desviacié

estandard.

La distribucié de les variables es va comprovar amb el test de

Kolmogorov-Smirnof .

Es van comparar els diferents grups per mitja d’ANOVA amb el test post
hoc Scheffé quan la seva distribucidé era normal. Les variables que van
resultar no parametriques es van comparar utilitzant la U de Mann-

Whitney.

En el cas de I'analisi de les dades d’anatomia patologica, es pot dividir en

dos grans grups:

Variables quantitatives: van ser comparades utilitzant ANOVA
amb el test post hoc Scheffé quan la seva distribucié era normal i
utilitzant U-Mann-Whitney, quan la seva distribucid era no

normal.

Variables qualitatives: es van expressar en freqiiéncies (%) en
funcié del nombre d’animals que presentaven o no presentaven
la variable en questié. Les dades es van comparar
estadisticament amb taules de contingéncia utilitzant Chi-

quadrat.
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Pel que fa a les dades de lipidomica, a banda dels testos
estadistics explicats, es va utilitzar I'analisi de component

principal (de I'anglés principal component analysis).

En tots els casos es va considerar com a estadisticament significatiu el p-

valor <0,05.
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1. INGESTA CALORICA | COMPOSICIO
NUTRICIONAL

1.1. INGESTA | COMPOSICIO DE LA DIETA ESTANDARD

Les rates dels grups alimentats amb dieta estandard van tenir una ingesta
mitjana de 15g/dia de la férmula original liofilitzada (vegeu apartat 1.2 de

“Material i métodes”).
La composicié nutricional relativa a aquesta ingesta apareix a la figura 24.

Figura 24: Composicio nutricional de la dieta estandard

15 g/dia i

VET
~ 45 Kcal /dia

o . 4
i ‘, = Greix © Prot mHC <+ % Kcal provinents de cada nutrient

Composicid nutricional de la dieta estandard: El grafic mostra |a distribucio dels principis immediats en relacio
a la ingesta energética total per 15 g de formula original licfilitzada. VET: valor energétic total; Prot: proteines,
HC: Hidrats de Carboni

- AGPI omega-3 total en els grups estandard:

En el cas del grups de tractament suplementats amb AGPI omega-3, es
van incorporar 26,16 g d’AGPl omega-3 per cada 1546,5 g de pinso (1500
g pinso comercial Teklad Global diet® + 9 g lecitina + 37,5 g gelatina).
Aix0 representa un 1,66% d’'omega-3. Tenint en compte que els animals

alimentats amb dieta estandard consumien 15 g de pinso/dia:
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Les rates van tenir un consum mitja de 0,24 g d’AGPI omega-3 /dia, el pes

mitja per rata era de 150 g, aixi la quantitat per dia i kilogram de pes ingerida

-Dosis equivalents en humans, DHE (de [l'anglées dose human

equivalent):

Si es transformen els 1.600 mg/kg/dia a dosis equivalents humanes, amb
la conversié basada en I'area de superficie corporal (Reagan-Shaw [et al.]
2003), multiplicant pel factor 6/37, obtenim una quantitat de 259 mg
d’omega-3/kg/dia.

L'EFSA recomana 250 mg AGPI omega 3/dia per a individus estandard de
70 kg, és a dir, 3,57 mg/kg de pes /dia, aixi doncs:

DHE= 259 mg d’AGPI omega-3 /kg de pes/dia equival a 72,5 vegades la

dosi d’AGPI omega-3 recomanada per I'EFSA

- Relacio EPA:DHA en els grups estandard:

(La guantitat d’EPA i DHA en cada grup de tractament, mantenint la relacié 1:1 en\

els grups suplementats amb AGPl omega-3, va ser:

Per als grups Omega-3 i Mixt: 25,69 mols EPA i 24,31 mols DHA

\ Per als grups Control i Polifenols: 0,65 mols EPAi 0,98 mols DHA

- Polifenols totals en el grup estandard:

En el cas dels grups de tractament ESTD-polifenols i ESTD-mixt la

guantitat de polifenols afegida va ser de 1.320 mg per cada 1.572,6 g de
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pinso final (vegeu apartat 1.2 de “Material i metodes”). Aixo representa
un 0,083% de polifenols. Tenint en compte que aquestes rates

consumien 15 g de pinso/dia:

Les rates van consumir 12 mg polifenols/dia, quantitat que equival a 80 mg

polifenols/kg de pes/dia

-Dosis equivalents en humans, DHE (de l'anglés human equivalent

dose):

Fent la mateixa transformacio realitzada pels omega-3, aquesta quantitat
de 80 mg/kg/dia es converteix en 13 mg polifenols/kg/dia en dosis

equivalents humanes.

Les ingestes recomanades de polifenols no estan encara establertes, tot i
que la bibliografia recomana aproximadament 1g polifenols/dia en
persones de 70 kg (14,3 mg/kg/dia) per poder observar efectes
beneficiosos sobre la salut (Scalbert A, Williamson, 2000). Cal remarcar
que les proantocianidines provinents de les llavors de raim poden
produir toxicitat a dosis elevades; per tant, se solen recomanar dosis al
voltant de 25-50 mg proantocianidines/kg /dia (Caimari A,2013;
Montagut G,2010). Aixi doncs, es va considerar la dosi de 13 mg/Kg/dia

de polifenols correcta.

[ DHE= 13 mg polifenols / kg de pes/ dia en rates ESTD ]
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1.2. INGESTA | COMPOSICIO DE LA DIETA HFHS

Les rates dels grups alimentats amb dieta HFHS van tenir una ingesta de
12 g/dia de la férmula original liofilitzada (vegeu apartat 1.2 de “Material

i metodes”).
La composicioé relativa a aquesta ingesta apareix en la figura 25.

Figura 25: Composicio nutricional de la dieta high fat / high sucrose:

l 12 g/dia I

VET
o ~58 Kcal /dia
1’ e Greix = Prot mHe = % Kcal provinents de cada nutrient

Composicié nutricional de la dieta HFHS: El grafic mostra la distribucié dels principis immediats enrelacidé a
la ingesta energética total per 12 g de férmula original liofilitzada. VET: valer energétic total; Prot: proteines,
HC: Hidrats de Carboni

- AGPI omega-3 total en els grup HFHS:

En el cas del grups de tractament suplementats amb AGPI omega-3, es
van incorporar 33 g d’AGPl omega-3 per cada 1.570,5 g de pinso (1.500 g
pinso comercial Harlan diet Basal Mix for HFD® + 33 g lecitina + 37,5 g
gelatina). Aixo representa un 2,05% d’omega-3. Tot i ser un percentatge
superior als omega-3 de la dieta estandard, s’ha de tenir en compte que
els grups que consumien aquesta dieta menjaven menys que els animals
de la dieta estandard, en concret consumien 12 g de pinso/dia; de
manera que al final la quantitat d’omega-3 consumida era la mateixa pels

8 grups.
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Les rates van tenir un consum mitja de 0,24 g d’AGPI omega-3 /dia, el
pes mitja per rata era de 150 g, aix, aix aixditat per dia i kilogram de

pes ingerida va ser de 1,6 mg / kg de pes/ dia. Igual que en els grups

-Dosis equivalents en humans, DHE (de [l'anglées dose human

equivalent):

DHE= 259 mg d’AGPI omega-3 / kg de pes/dia equival a 72,5 vegades la

dosi d’AGPI omega-3 recomanada per I'EFSA, igual que en els grups

amb dieta estandard

- Relacié EPA:DHA en els grups HFHS:

( La relacié EPA:DHA 1:1 la proporcié en mols de cadascun dels AG van ser \

igual que en la dieta estandard.
Per als grups Omega-3 i Mixt: 25, 69 mols EPA i 24,31 mols DHA

Per als grups Control i Polifenols: 0, 65 mols EPA i 0,98 mols DHA

- Polifenols totals en el grup HFHS:

En el cas dels grups de tractament HFHS-polifenols i HFHS-mixt la
quantitat de polifenols afegida va ser de 1.635 mg per cada 1.603 g de
pinso final (vegeu apartat 1.2 de “Material i métodes”). Aixo representa
un 0,1% de polifenols. Tenint en compte que aquestes rates consumien

12 g de pinso/dia:
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Les rates de grup HFHS van consumir 12 mg polifenols/dia, quantitat que

equival a 80 mg polifenols/kg de pes/dia, igual que en els grups corresponents

-Dosis equivalents en humans, DHE (de I'anglés human equivalent

dose):

DHE= 13 mg polifenols / kg de pes/ dia en rates HFHS, igual que en els

grups corresponents alimentats amb dieta ESTD

1.3. INGESTA ENERGETICA TOTAL

Els resultats de la ingesta energetica total apareixen en la taula 7. En
cada pinso, a representa diferencies respecte al tractament control; b
diferéncies respecte a tractament omega-3, i ¢ diferéncies respecte al
tractament polifenols. A la tercera fila de la taula, apareixen els valors de
significacié p corresponents a la comparacio entre el pinso ESTD i el pinso

HFHS, en cada grup de tractament.

Les rates alimentades amb la dieta ESTD van consumir una mitjana de 15
g de pinso/dia, i les rates alimentades amb HFHS una mitjana de 12 g/dia.
Tot i aixi, des del punt de vista caloric es va observar una diferencia

significativa entre les dues dietes (p <0,001, en tots els tractaments), i les
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rates alimentades amb dieta HFHS sén les que van consumir més

quantitat de Kcal/ dia (taula 7).

- Comparant entre tractaments en la dieta ESTD també es van
observar diferéncies estadisticament significatives: el grup de
tractament ESTD-omega-3 va consumir menys Kcal/dia que la
resta de grups (p<0,001 respecte ESTD-control; p=0,006 respecte
ESTD-polifenols i p=0,002 respecte ESTD-mixt).

- Comparant entre tractaments dintre de la dieta HFHS, el grup de
tractament amb menys consum energetic va ser el grup HFHS-
polifenols amb diferéncies significatives respecte la resta: p=
0,005 respecte al grup HFHS-control, p=0,032 respecte al grup
HFHS omega 3 i p= 0,032 respecte al grup HFHS mixt.

Taula 7: Kcal/dia

Tractament

Control Omega3 Polifenols Mixt
VARIABLE Mitjana DE Mitjana DE  p Mitjana DE  p Mitiana DE  p p total
ESTD Kcal /dia 4557 + 2 3958+ 2 a 4433+ 2 b 4508 + 2 b <0,001
HFHS Kcal /dia 5538+ 2 545+ 2 5105+3 ab 5432+1 c 0,003
ESTD-HFHS <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Keal/dia: La taula mostra els resultats de la ingesta energética total expressada en mitjanes + (DE) desviacio estandard.
Les lletres representen les diferéncies estadisticament significatives entre tractaments dins una mateixa dieta i els
colors les diferéncies estadisticament significatives entre dietes. (Kcal) kilocalories.

L'augment del valor total energetic en la dieta HFHS respecte a la
dieta ESTD és atribuible a la distribucié dels principis immediats
(figura 24 i figura 25). Ara bé, les diferencies entre tractaments en
una mateixa dieta fan pensar en funcions dels biocomponents

afegits, en aquest sentit alguns estudis han mostrat com tant els
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AGPI omega-3 com els polifenols provinents de la llavor del raim,
tenen efecte sobre la ingesta energetica total (Harden [et al.], 2014;

Parra [et al.], 2008; Vogels, Nijs, & Westerterp-Plantenga, 2004).

Pel que fa als AGPI omega-3, el 2008 Parra [et al.] van comprovar un
increment de la sacietat i, per tant, menys consum energetic en
dones que van consumir altes dosis d’AGPl omega-3 respecte a les

gue van consumir baixes dosis (Parra [et al.], 2008).

Estudis més recents, com el de Harlen [et al.], han demostrat amb
assajos clinics com I'administracid diaria d’AGPl omega-3 durant 12
setmanes redueix la ingesta energetica total en dones (Harden [et
al.], 2014). Els mecanismes que proposen els autors fan referéncia en
part a l'acci6 dels omega-3 sobre [lalliberament d’hormones
intestinals saciants i en part a I'accid d’aquests acids grassos sobre
les vies mesolimbiques i endocannabinoides, les quals es relacionen

amb la ingesta.

Amb relacié als polifenols, Voguels [et al.] (2004), també per mitja
d’assaig clinic, conclouen que els polifenols provinents de la llavor del
raim redueixen la ingesta energeética en humans (Vogels [et al],
2004). El mecanisme atribuit a aquesta disminucié de la ingesta és
basicament l'increment de la lipolisi. L'augment de la lipolisi
postpandrial produeix un increment de I'oxidacié de greixos al fetge i

augmenta aixi la sacietat.

Pel que fa a les hormones relacionades amb la sacietat, sembla que
les procianidines tenen efecte sobre I'adiponectina perd no pas sobre

altres hormones com la leptina o la grehelina. Aixo concorda amb els
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mecanismes descrits en el paragraf anterior, ja que els nivells
d’adiponectina correlacionen negativament amb la lipolisi (Parra [et

al.], 2008).

Aixi doncs, i amb relacié als nostres resultats, en una dieta ESTD els
biocomponents amb més efecte sobre la sacietat sén els AGPI omega-3;
pero en una dieta HFHS sén els polifenols els que tenen un pes més gran
en la sacietat que no pas els AGPl omega-3. Aquesta diferéncia podria
estar deguda als mecanismes d’accié descrits en la bibliografia, explicats

anteriorment.

1.4 CAPACITAT ANTIOXIDANT DELS PINSOS INGERITS

La capacitat antioxidant total del pinsos que es van administrar apareix a

la taula 8.

En cada pinso, a representa diferéncies respecte al tractament control i b
diferéncies respecte al tractament omega-3. A la tercera fila de la taula,
hi ha els valors de significaci6 estadistica p corresponents a la
comparacié entre el pinso ESTD i el pinso HFHS, en cada grup de

tractament.

Taula 8: ORAC mmol TE /mg mostra soélida

Tactament
Control Omega3 Polifenocls Mixt

VARIABLE Mitjana DE Mitjana DE _ p Mitjana DE _ p Mitjana DE  p  p total

ESTD ORAC . 69,8+ 14 9158+23 a 9571+ 18 a 10352z 15 a <0,001
pumol TE/ mg mostra solida

ORAC

HFHS . 45,98 + 22 66,0615 a 8733+ 14 ab 89,71+ 15 ab <0,001

pmol TE/ mg mostra sélida
ESTD-HFHS <0,001 <0,001 0,103 0,006

ORAC mmol TE/mg mostra solida: (ORAC) Oxigen Radical Absorbance Capacity ; (TE) Trolox Equivalents. E |s resultats s'expressen en
mitjanes + (DE) desviacio estandard. Les lletres representen les diferéncies estadisticament significatives entre tractaments dins una
mateixa dieta i els colors les diferéncies estadisticament significatives entre dietes.
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- Comparant les dues dietes, ESTD i HFHS, es va veure una
disminucié significativa de la capacitat antioxidant en la dieta a
HFHS respecte la dieta ESTD en tots els tractaments excepte en
el tractament polifenols.

- Comparant els diferents tractaments en la dieta ESTD es va
observar que tots els pinsos suplementats tenien més capacitat
antioxidant que el control, amb diferencies significatives
(tractament ESTD-omega-3 p=<0,001; tractament ESTD-
polifenols p=<0,001 i tractament ESTD-mixt p=0,003).

- En els grups amb dieta HFHS es va observar el mateix que en el
cas anterior: tots els pinsos amb suplements tenien valors més
alts d’ORAC amb diferéncies respecte al tractament HFHS-control
(tractament HFHS-omega-3 p= 0,037; tractament HFHS-
polifenols p=<0,001 i tractament HFHS-mixt p=<0,001). A més,
els dos pinsos suplementats amb polifenols (HFHS-polifenols i
HFHS-mixt) van presentar valors més elevats de capacitat
antioxidant total, segons el métode ORAC, que el pinso HFHS-

omega-3 (p=<0,001 ambdds casos).

En resum, el tractament que va presentar més capacitat antioxidant,
segons el métode ORAC, va ser el pinso ESTD-mixt mentre que I'HFHS-

control va presentar els valors més baixos.

Aquests resultats sembla que coincideixen amb |'efecte antioxidant
descrit per les proantocianidines (Hollman [et al.], 2011; Pietta, 2000) i

reforcen la nostre hipotesi en el sentit que la capacitat antioxidant total
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es troba augmentada en el tractament mixt, que inclou els dos

biocomponents AGPl omega-3 i polifenols.

2. PARAMETRES RELACIONATS AMB L’'SM

Els resultats dels parametres analitzats amb relacié a I'SM apareixen
resumits a la taula 9, en que a representa diferéncies respecte al
tractament control, b diferéncies respecte al tractament omega-3 i ¢
diferéncies respecte al tractament polifenols. Els p-valors comparant les
dues dietes, ESTD i HFHS, apareixen en 'apartat final de la taula, i en groc

es destaquen les diferéncies estadisticament significatives.
2.1. PES CORPORAL

Abans d’iniciar I'estudi, el pes mitja de les rates tractades amb ESTD era
de 144 gi el de les rates tractades amb HFHS de 149 g, sense diferéncies

significatives entre els dos grups.

Els dos grups de rates van augmentar de pes al llarg de I'experiment, a
I'inici els dos grups de rates es van mantenir dins dels rangs de normalitat
per la soca i I'edat. A partir de la setmana 7 (en les HFHS) i la setmana 15
(en les ESTD els dos grups de rates van superar el llindar de normalitat

establert per rates Wistar Kyoto (<www.crivers.com>, n.d.).

- Al llarg de I'estudi, les rates alimentades amb dieta HFHS van
augmentar més de pes que no pas les alimentades amb pinso
ESTD. Comparant les dues dietes, ESTD i HFHS, es veu un

increment de pes en les rates alimentades amb la dieta HFHS
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respecte a la dieta ESTD en tots els tractaments excepte en el
tractament mixt.

- Comparant els diferents tractaments amb els seus controls en
una mateixa dieta, no es van veure diferéncies en cap de les dues

dietes, ESTD o HFHS.

En resum, la dieta HFHS va provocar un increment de pes en tots els

tipus de tractaments a excepcié del grup de tractament HFHS-mixt.
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2.2 GREIX CORPORAL

- Comparant dietes, ESTD i HFHS, la quantitat de greix corporal va
ser més alta en els grups de tractament HFHS-control i HFHS-

omega-3.

Els grups de tractament polifenols i mixt van presentar la mateixa

guantitat de greix independentment de la dieta ingerida.

- Pel que fa a diferéncies entre tractaments en una mateixa dieta,
es van trobar només en la dieta ESTD, en qué els tractaments
ESTD-polifenols i ESTD-mixt van presentar nivells de greix
corporal significativament més alts que el tractament ESTD-

control (p= 0,001 i 0,013 respectivament).

En resum, podem observar com la dieta HFHS va augmentar el contingut
de greix corporal en comparacié amb la dieta ESTD en els grups control i
en els grups tractats amb AGPI omega-3, mentre que en els grups
tractats amb polifenols (tant el grup HFHS-polifenols com el grup HFHS-

mixt) van disminuir lleugerament.

El tractament HFHS-mixt dona lloc a un cimul de greix corporal inferior i

va proporcionar els valors més baixos de greix corporal en aquesta dieta.

En la bibliografia disponible fins ara es conclou que, tot i que aquests AG
no tinguin efectes sobre el pes corporal o no disminueixin I'augment de
pes en una dieta HFHS, sembla que si que disminueixen el contingut de
greix corporal (Kim [et al.], 2013; Martinez-Victoria & Yago, 2012). Els
nostres resultats no donen suport a aquestes afirmacions a no ser que

aquests AGPlI omega-3 es combinin amb els polifenols en una dieta HFHS.
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Amb relacié a I'efecte de les procianidines, diversos mecanismes d’accié
han relacionat les procianidines de la llavor de raim amb una disminucid
del contingut de greix corporal (Caimari, del Bas, Crescenti, & Arola,
2012). En aquest sentit, els nostres resultats també mostren que aquests
biocomponents poden tenir un efecte protector en front a I'adipositat
induida per una dieta HFHS. Fins i tot eviten 'augment de pes quan es

combinen polifenols amb AGPI omega-3.
2.3. PERFIL LIPIDIC

2.3.1. Colesterol total

- Els grups suplementats amb omega-3, polifenols i mixt van
presentar valors de colesterol més baixos que els seus respectius
grups ESTD (p <0,001, p= 0,001 i p=0,007 respectivament). Els
valors més baixos els van proporcionar els dos grups de
tractament amb AGPl omega-3.

- Comparant els diferents tractaments en la dieta ESTD es va
observar que els grups tractats amb AGPI omega-3,tant el grup
ESTD-omega-3 com el grup ESTD-mixt, van presentar menors
valors de colesterol total respecte al grup de tractament ESTD-
control, tot i que no es van observar diferéncies estadisticament
significatives.

- Comparant els diferents tractaments en la dieta HFHS es van
observar diferéncies: els grups tractats amb AGPlomega-3 van
tornar a ser els grups que van presentar menors valors de

colesterol respecte al grup de tractament HFHS-control (HFHS-
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omega-3 p=0,002 i HFHS-mixt p=0,009) i respecte al grup amb
polifenols (HFHS-omega-3 p<0,001; HFHS-mixt p=0,001).

En resum, qualsevol dels tractaments millora els valors de colesterol total
en seguir una dieta HFHS. Els valors més baixos, en una dieta HFHS, es
van donar en els grups de tractament que contenien AGPl omega-3.
Aguests resultats seguien la mateixa tendéncia en una dieta estandard;

pero no es van observar diferencies significatives.

Aguests resultats difereixen dels d’una revisié recent en quée es conclou
qgue no es va trobar un efecte dels AGPlI omega-3 sobre la disminucié del
colesterol total (Mori, 2014). També difereixen de la metaanalisi
realitzada per Lorente-Cebrian [et al.] (2013) en que es conclou que tot i
que els AGPI omega-3 tinguin efectes sobre diferents components del
perfil lipidic, per exemple en la disminucié dels TG, no s’han demostrat
efectes significatius amb relacid a la disminucié dels nivells de colesterol
total. Segons la literatura (Lorente-Cebrian [et al.], 2013), la reduccié de
colesterol total que s’observa en els nostres resultats podria ser deguda a
un efecte indirecte d’aquests AGPl omega-3. Es a dir, la reduccié de
colesterol total pot ser indirecta a la disminucié de les lipoproteines
VLDL, que es tradueix amb una disminucid del colesterol LDL. En els tres
tractaments en qué es va observar una disminucié del colesterol total
també es va observar una disminucié del colestrol LDL (taula 9). La
disminucié de les lipoproteines VLDL per part dels AGPl omega-3 si que
esta demostrada per diversos autors segons les revisions publicades

(Lorente-Cebrian [et al.], 2013).

116



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada

Dipdsit Legal: T 1346-2015 RESULTATS I DISCUSSIO

Pel que fa a I'efecte del polifenols provinents de la llavor de raim, s’ha
vist que disminueixen el colesterol total amb I'expressié de gens hepatics

relacionats amb la seva biosintesi (Caimari [et al.], 2012).

Aixi doncs, els nostres resultats demostren que tant els AGPl com els
polifenols tenen un efecte positiu sobre els nivells de colesterol en rates
amb dieta HFHS. Si observem el tractament conjunt, podem veure com
aquest efecte no és sumatori, ja que la disminucié en el tractament mixt
és similar a la disminucid en el tractament AGPI omega-3, ara bé aquesta
disminucié és significativament superior al tractament amb polifenols

sols.
2.3.2. Triglicerids (TG)

- Els resultats de triglicérids en sang no van presentar diferéncies
significatives entre dietes.

- Tampoc es van veure diferencies entre els diferents grups de
tractament en la dieta ESTD.

- Enla dieta HFHS es va observar que el tractament amb polifenols
va presentar els nivells de trigliceridemia més elevats (p<0,001
respecte al grup HFHS-control, p=0,002 respecte al grup HFHS-
omega-3 i p=0,001 respecte al grup HFHS-mixt).

El paper dels AGPI omega-3 amb relacié a la disminucié de TG plasmatics
esta ampliament demostrat, com mostra la revisié (Mori, 2014). Els
nostres resultats mostren que, tot i no disminuir els nivells de TG per

sota del grup control, els grups que contenen AGPlI omega-3 van
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presentar nivells més baixos que el grup amb polifenols en els animals

alimentats amb dieta HFHS.

Pel que fa als polifenols, els nostres resultats sén contraris a I‘estudi de
Del Bas [et al.] (2008), en el qual demostren com les procianidines
provinents de la llavor de raim redueixen els TG en rates
normolipidiques. També sdén contraris a S. Wang [et al.] (2014), una
metanalisi en que es conclou que en models animals obesos els

polifenols també redueixen els nivells plasmatics de TG.

Cal recalcar que Wang (2014) també discuteix les dosis administrades en
els estudis d’intervencid, les quals son molt elevades. Per tant, el paper

atribuit a aquests biocomponents és discutible a dosis més fisiologiques.

Segons el nostre experiment, el paper dels polifenols amb relacié als TG a
la sang (quan s’administren dosis de 80 mg/kg/dia) no és rellevant llevat
que actuin de manera conjunta amb els AGPl omega-3 en una dieta

HFHS.
2.3.3. Colesterol HDL

- Els dos grups control van presentar valors similars. El colesterol
HDL va ser significativament més baix en les rates HFHS que en
les rates ESTD en els tres grups de tractament (taula 9).

- Comparant els diferents tractaments, tot i que en realitzar la
comparativa semblava que si (p-valor total en HFHS =0,026), les
proves post hoc de les dades no van mostrar diferencies entre si

en cap de les dues dietes.
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Des de fa anys es reconeix el paper protector de les HDL, davant de les
malalties cardiovasculars (Mataix Verdu, 2009); també s’ha vist com el
nivell d’aquestes lipoproteines esta relacionat amb la ingesta d’AG, de
manera que la ingesta excessiva d’AG disminueix els nivells d’aquesta
lipoproteina (Mataix Verdu, 2009; Yanai [et al.], 2015). El que no esta
tant clar és el paper que poden tenir diferents agents de la dieta, com ara
els AGPI omega-3, (Yanai, 2015), és una revisio exhaustiva de |'efecte del
greix alimentari sobre el metabolisme de I’'HDL, s’hi conclou que I'efecte

dels omega-3 avui dia continua sense estar clar.

Els nostres resultats confirmen aquesta teoria en qué els AGPl omega-3

no afecten significativament els nivells d’HDL.

Pel que fa a la bibliografia amb relacié als polifenols, el 1994 es van
estudiar els tanins de les llavors del raim sobre les lipoproteines en rates,
i van concloure com els tanins de les llavors de raim augmentaven
significativament les lipoproteines HDL (Tebib, Besangon, & Rouanet,
1994), les procianidines sén tanins condensats, per tant, s’esperaria
obtenir els mateixos efectes. El 2005 Del Bas [et al.] van demostrar un
lleuger augment de les lipoprot HDL per part de les procianidines
provinents de la llavor de raim. Estudis més recents en rates també han
observat un increment del colesterol HDL en rates després del consum

de pols de pell de raim (Mildner-Szkudlarz & Bajerska, 2013).

Tot i aquestes dades, els nostres resultats no van donar canvis

significatius en el colesterol HDL en els tractament amb polifenols.

2.3.4. Colesterol LDL (LDL-C)
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- Si comparem els dos tipus de dieta, el colesterol LDL segueix el
mateix patré que el colesterol HDL: els dos grups control van
presentar valors similars, i les rates alimentades amb dieta HFHS
van presentar uns nivells de colesterol LDL més baixos en els tres
grups de tractament (omega-3 p=0,027; polifenols p< 0,001 i mixt
p=0,008).

- En comparar tractaments, es van observar diferencies en la dieta
ESTD: el tractament polifenol va ser significativament més alt que
el grup ESTD-control i que el grup ESTD-omega-3 p<0,001 i
p=0,002 respectivament. El tractament ESTD-mixt, tot i donar
valors més alts que el grup control (p=0,005), va disminuir el
colesterol LDL respecte els polifenols sols (p=0,008).

- Enla dieta HFHS, tot i que en realitzar la comparativa semblava
que si (p-valor total en HFHS <0,001), les proves post hoc de les
dades no van mostrar diferéncies estadisticament significatives

en cap dels tractaments.

En aquest cas, podriem parlar d'un efecte més beneficidos dels AGPI
omega-3 que dels polifenols. Com déiem en I'apartat de colesterol total,
aquests acids grassos disminueixen la sintesi de les lipoproteines VLDL
des del punt de vista hepatic, les quals acaben traduint-se en una

disminucié del colesterol LDL (Lorente-Cebrian [et al.], 2013).
2.3.5. Ratio HDL/LDL

- En comparar dietes, només el tractament HFHS-polifenols va ser
diferent d’ESTD-polifenols (p= 0,004) i va donar lloc a una ratio
HDL/LDL més elevada.
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- Comparant tractaments, ambdues dietes, els tractaments control
i omega-3 van presentar valors més alts que els tractaments
polifenols i mixt (p=0,002 en tots els casos en dieta ESTD) i en
dieta HFHS (p=0,002 i p=0,012 respecte a HFHS-polifenols i
p=0,002 i p=0,028 respecte a HFHS-mixt).

En resum, els millors valors en la ratio HDL/LDL, van venir dels
tractaments control i omega -3 tant en la dieta ESTD com en la dieta

HFHS.

El 2008, la NCPA va recomanar la ratio HDL/LDL com a eina estandard de
mesura del risc cardiovascular (Fernandez & Webb, 2008); ara bé, el
nostre estudi és un exemple clar de com molts cops un parametre sol no

ens pot indicar un estat de risc.

En els nostres resultats, el tractament polifenols va augmentar aquesta
ratio en rates HFHS respecte a ESTD, tot i aixi cal veure com aquesta ratio

va augmentar per la disminucié tant de I’'HDL com de I'LDL.

Per aix0, calen altres indicadors de risc cardiovascular i un exemple

recent és la ratio TG/HDL.
2.3.6. Ratio TG/HDL

En els dltims anys la relacié TG/colesterol HDL ha estat estudiada com a
marcador o indicador de risc cardiometabolic (Bailey, Savory, Denton,
Davies, & Kerr, 2014; Belén [et al.], 2014). S’ha establert en la literatura
gue un index de TG/HDL > 3 es correlaciona amb augment del risc
cardiometabolic. Aquest index és correlaciona positivament amb factors

com: rigidesa de les parets aortiques, signes preclinics al fetge, augment
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del greix visceral, augment del colesterol i disminucid dels nivells

d’adiponectina (Bailey [et al.], 2014).

Segons diversos autors, aquest quocient també permet distingir els
individus amb particules LDL més petites i denses, fet que ha estat
relacionat amb un augment més gran de risc cardiometabolic (Bailey [et

al.], 2014; Belén [et al.], 2014).

En el nostre experiment, aquest index no va superar en cap cas el limit.

Ara bé, si observem els resultats de la taula 9:

- Comparant dietes, el grup de tractament polifenols va augmentar
significativament la ratio TG/HDL (p=0,014) en la dieta HFHS.

- En la dieta ESTD no es van observar diferéncies entre
tractaments.

- Pero en la dieta HFHS, tots els tractaments van augmentar la
ratio TG/HDL respecte el control (HFHS-omega-3 p=0,016; HFHS-
polifenols p=0,002 i HFHS-mixt p=0,040). El grup HFHS-mixt va
donar una ratio més baixa que el grup de tractament HFHS-

polifenols (p=0,017).
2.4. PRESSIO ARTERIAL (PA)

- No es van trobar diferéncies significatives entre els dos tipus de
dietes pel que fa als nivells de pressio arterial, ni sistolica ni
diastolica.

- Comparant els tractaments en la dieta ESTD, es van observar

diferéncies en la PA sistolica: el tractament ESTD-polifenols dona
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uns nivells de pressid sistolica significament més baixos que el

tractament ESTD-omega-3 (p=0,034).

- Comparant tractaments en la dieta HFHS també es va veure com
el tractament HFHS-polifenols donava lloc a uns nivells de PA

sistolica més baixos que el tractament HFHS-omega-3 (p=0,044).

En resum, només el tractament polifenols va disminuir la PA sistolica

independentment de la dieta consumida.

Segons la bibliografia, tant els AGPI omega-3 com els polifenols tenen
efectes sobre la disminucio de la PA en rates alimentades amb dietes de

cafeteria (Cabo [et al.], 2012; Pons [et al.], 2014).

Aguestes evidencies s’han estudiat en individus i models animals d’HTA.

En el nostre cas, cap dels grups es pot classificar com a hipertens.

2.5. METABOLISME DE LA GLUCOSA

2.5.1. Glucemia

- Pel que fa a la glucosa plasmatica, no es van observar diferencies
significatives entre les dues dietes.

- Entre tractaments en la dieta ESTD es va observar un augment de
la glucémia en el grup alimentat amb omega-3 respecte al grup
ESTD-control i al grup ESTD-polifenols (p= 0,017 i p=0,001
respectivament).

- Entre tractaments dintre de la dieta HFHS no es van

observar diferéncies.
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Segons els nostres resultats, sembla que els polifenols podrien tenir un
paper protector més gran que no pas els AGPl omega-3, pel que fa a la
regulacié de glucéemia en dietes ESTD. Cal remarcar el fet que, tot i no
donar diferencies estadisticament significatives, el grup ESTD-mixt dona

valors de glucemia similars al grup ESTD-control.

Aquests fets concorden amb la literatura, mentre I'efecte dels AGPI
omega-3 sobre els nivells de glucosa i la IR en general continuen sent
controvertits (Lorente-Cebrian [et al.], 2013), I'efecte de les procianidines
provinents de les llavors de raim esta ben documentat. Chis IC [et al.],
2009 i Hwang IK [et al.] (2009) van demostrar que els extractes de llavors
de raim disminuien la concentracié de glucosa plasmatica en models
animals de DM. Segons aquests autors, el mecanisme pel qual les
procianidines podrien tenir aquest efecte sobre els nivells de glucémia és
pel seu paper antioxidant. Segons els autors, una glucemia elevada
indueix EO a les cel-lules amb la formacid6 de ROS. Aixi doncs, les
procianidines redueixen I'EO i milloren els nivells de glucémia (Chis [et

al.], 2009; Hwang [et al.], 2009).

Altres estudis descriuen altres mecanismes d’accid, per exemple en
I'article de Montagut G [et al.] (2010), en el qual es conclou que les
procianidines provinents de la llavor de raim estimulen la captacio de

glucosa en adipocits insulinoresistents (Montagut [et al.], 2010).

Estudis més recents (Gonzalez-Abuin [et al.], 2014) demostren que
ambdds mecanismes continuen vigents per explicar la disminucié de la

glucemia, pero, a més, s’inclou la modulacié dels nivells d’'un peptid
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similar al glucagé-1 (GLP-1), la qual podria explicar en part I'efecte

hipoglucemic d’aquests components.
2.5.2. Insulina

- Comparant en dietes els nivells d’insulinemia, van ser més
elevats en rates alimentades amb dieta HFHS en els dos grups de
tractament sense omega-3 (taula 9). Es a dir, en aquest cas, els
omega-3 protegeixen de I'IR.

- Comparant tractaments, no es van trobar diferéncies en cap de
les dues dietes; pero en la dieta HFHS, es va poder observar que
el grup HFHS mixt va reduir la insulina una quarta part si es

compara amb el grup de tractament HFHS control.

La relacid de les procianidines provinents del raim i la millora de la
insulinemia esta ben descrita (Castell-Auvi [et al.], 2012), tot i que els

nostres resultats no coincideixen amb publicacions d’aquests autors.

Encara que la relacié dels AGPlI omega-3 amb la millora dels nivells
d’insulina és controvertida pel que fa als mecanismes d’accié (Flachs [et
al.], 2014; Mori, 2014), altres estudis estableixen una relacié positiva
entre els AGPI i la disminucié de la insulinémia com en el nostre cas,
Poudyal H. (2011) fa una revisid de la relacid entre els omega-3 i la

insulina entre d’altres parametres de I'SM (Poudyal [et al.], 2011).

2.5.3. Hemoglobina glicosilada (HbA1c)
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- En el nostre estudi, només el tractament mixt va donar un
percentatge significativament més baix en comparar dietes (p=
0,003).

- No es van veure diferéncies entre tractaments en cap de les dues

dietes.

Tot i les variacions en els valors d’insulinémia, els valors de HbAlc tant
entre dietes com entre tractaments van ser similars. Tots es podien
classificar en els valors de normalitat en individus no-diabétics. En el cas
de les rates de soca Wistar kyoto, aquest valor es considera dins de la

normalitat fins al 4,6% (Figueroa, Pérez, & Mejia, 2013).
2.5.4. index HOMA

En estudis epidemiologics, la resisténcia a la insulina es quantifica amb
I'index HOMA (de I'anglés Homeostatis Model Assesment), de manera
que aquest index correlaciona perfectament amb la resistencia a la
insulina. Un estudi recent ha demostrat com alhora aquest index de
resisténcia a la insulina es troba significativament associat a I'SM

(Vonbank, Saely, Rein, & Drexel, 2013).

Els nostres resultats concorden amb els resultats d’insulinemia, ja que en
comparar dietes es van observar diferéncies en els grups control
(p=0,004) i en els grups tractats amb polifenols (p=0,009). En aquests dos
grups I'index HOMA fou més alt en rates alimentades amb HFHS que en

rates alimentades amb dieta ESTD.
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2.6. VALORACIO GLOBAL

Taula 10: VALORACIO GLOBAL DE LA SM

Tractament
Control Omega3 Polifenols Mixt
DIETA VARIABLE HFHS-ESTD IC HFHS-ESTD (o4 HFHS-ESTD IC HFHS-ESTD
Obesitat
PES (g) 36,043 KN 45,914 1+ 24,086 t 17,400
GREIX CORPORAL (g) 14,701 +~ 8,966 1 -0,908 -0,570
Perfil lipidic
COL TOTAL (mmol/L) -0,821 -1,114 <4 -0,660 J -0,682
TG (mmollL) 0,276 0,173 0,283 -0,101
HDL-col (mmoliL) -0,230 -0,404 4 -0,194 J -0,322
LDL-col (mmollL) 0,061 0,123 3 0,194 N 0,187
HDLLDL 0,060 -0,014 0,467 T 0,442
TGHDL 0,029 0,229 0,400 q« 0,181
Pressi6 arterial
PA SISTOLICA (mm Hg) 0,857 -0,286 8,571 2,286
PA DIASTOLICA (mmHg) 6,286 2,300 0,300 -0,143
Metabolisme de la glucosa
GLUCOSA (mg/dL) 1,286 -6,857 4,429 2,143
INSULINA (ng/mL) 1,079 +~ 0,794 1,393 T -0,001
HbAlc (%) 0,005 -0,012 -0,135 -0,659
index HOMA 3,314 1T 2,514 5,286 N 0,214

Valoracié global de la $M: La taula mostra les diferéncies dels parametres relacionats amb la (SM) Sindrome Metabolica entre dieta HFHS i dieta ESTD.
Les diferencies estadisticament significatives apareixen marcades en groc. (IC): Importancia Clinica; (J )Disminucié amb IC negativa; (') Augment amb IC
negativa; (- )Disminucié amb IC positiva; (1°)Augment amb IC positiva. (COL) Colesterol; (TG) Triglicerids; (HDL-col) Colesterol associat a lipoproteina
d'elevada densitat; (LDL-col) Colesterol associat a lipoproteina de baixa densitat; (PA) Pressio Arterial; (HbA1c) Hemoglobina glicosil-lada; (HOMA)
Homoeostasis Model Assessment.

A manera de resum, la taula 10 expressa les diferéncies quantitatives
entre dietes de cada un dels parametres analitzats. Els parametres
significativament afectats apareixen marcats en groc. Al costat, el sentit
de les fletxes, ascendent o descendent, representa l'augment o la
disminucié respectiva dels valors dels grups HFHS respecte els grups
ESTD, i el color de les fletxes la importancia clinica (vermell=negatiu;

verd=positiu).

El tractament control va mostrar afectacié dels parametres relacionats
amb l'obesitat i afectacidé de dos parametres del metabolisme de glucosa,

Insulina i index HOMA, i va augmentar en els quatre casos.

El tractament omega-3 també va presentar alteracié negativa en els

parametres d’obesitat, ja que va augmentar pes i greix corporal i en el
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perfil lipidic va disminuir el colesterol HDL. En el perfil lipidic van millorar

dos parametres, ja que van disminuir colesterol total i ratio HDL/LDL.

En el cas dels polifenols també hi va haver afectacié del pes, el perfil
lipidic va presentar canvis en gairebé tots els parametres, en dos de
manera negativa, disminucid de colesterol HDL i augment de la ratio
TG/HDL, i en tres de manera positiva, disminucié del colesterol total i del
colesterol LDL i augment de la ratio HDL/LDL). En el metabolisme de la
glucosa igual que en el tractament control es van afectar negativament

insulina i index HOMA, els valors dels quals van augmentar.

Finalment, pel que fa al tractament mixt, aquest tractament només va
presentar alteracions negatives en un parametre del perfil lipidic,
disminucié del colesterol HDL. Alhora dos parametres més del perfil
lipidic i un del metabolisme de la glucosa van canviar positivament,

disminucié del colesterol total, del colesterol LDL i de la HbA1c).

Valorant tots els parametres relacionats amb I’'SM i segons la definicio
establerta pels diferents organismes oficials (taula 1), no es va induir I'SM
en cap dels grups de tractament, ja que és necessaria |'afectacié d’un
minim de tres dels cinc parametres descrits. Tot i aixi, en desglossar
aquests cinc parametres generals es va poder concloure que el grup de
rates alimentades amb dieta HFHS es trobava davant d’una SM incipient

O primerenca.

Com comentem en el capitol | de I'apartat “Introduccié” (vegeu punt
2.2), la fisiologia de I'SM s’explica amb una série d’afectacions
encadenades entre si (figura 26). Com s’observa a la figura, el primer

grad de la cadena és I'obesitat i I'Ultim la hipertensid arterial. En aquest
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sentit, els nostres resultats demostren la tendencia al desenvolupament
de I'SM i com els diferents tractaments ocupen diferent lloc en aquesta

tendencia (figura 26).

SM
P, AGluconeogenesis
Obesitat 4 Greix Sintesi LDL ~ |
plasmatic | | sintesi HDL

Control >
Omega-3 >
Polifenols >
Mixt =

,i\sintesi HTA
insulina

Estadi en la progressié de la SM: La figura representa on es situa cada grup de tractament en la evolucié de la SM. Amb
|'obesitat els (AG) acids grassos lliures augmenten en plasma. En el fetge la major oferta d’AG augmenta la gluconeogénesis
i la produccié de apoliporoteines LDL i fa disminuir la produccié de les HDL. En resposta a I'augment de la gluconeogénesis
el pancrees incrementa la produccié d'insulina. La hiperinsulinémia intensifica la reabsorcié d’aigua i sodi i augmenta la
vasoconstriccio provocant (HTA) hipertensio arterial. La suma d'aquests estats esdevé P'entitat clinica SM ( Albornoz-Ldpez,
2012 ; Eckel, et al., 2005)

129




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada

Dipodosit Legal: T

1346-2015 RESULTATS | DISCUSSIO

3. PARAMETRES RELACIONATS AMB L’ESTRES
OXIDATIU A LA SANG

Els resultats dels parametres analitzats amb relaci6 a I'EO a la sang
apareixen resumits en la taula 11, en la qual a representa diferéncies
respecte al tractament control; b diferéncies respecte al tractament
omega-3, i ¢ diferéncies respecte al tractament polifenols. Els valors de
significacié estadistica p comparant les dues dietes, ESTD i HFHS,
apareixen en l'apartat final de la taula, i en groc es destaquen les
diferéncies estadisticament significatives. El sentit de les fletxes,
ascendent o descendent, representa l'augment o la disminucié

respectiva dels valors dels grups HFHS respecte als grups ESTD.

Taula 11: ESTRES OXIDATIU EN SANG

Tractament
Control Omegal Polifenols Mixt
DIETA VARIABLE _Wjana DE ijana DE P ijana  DE P iffana  DE I p total
ESTD Eritrocits
SOD U/g Hb 3698 x 512 3277 = 395 3033 = 274 2285 + 1083 a 0,004
CAT mmoal/min/ g Hb 78,11 + 14,15 61,25 + 698 65,55 + 6,60 7873 £ 1295 b 0,010
GR pmol/ minfg Hb 0,35 + 0,05 0,58 + 0,15 a 042 + 0,10 0,35 + 0,08 b 0.002
GPx pmol/ min/g Hb 035 £ 0,11 118 = 0,68 6,10 = 0,48 ab 1924 £+ 3,01 abc <0001
Plasma
ORAC pmol TE/ mL plasma 17,62 + 8,30 18,84 + 4,43 16,66 + 5,09 22,07 + 2,90 0.308
HFHS Eritrocits
SOD U/g Hb 4688 + 1344 3856 + 689 2619 + 1338 a 2787 + 1462 0.016
CAT mmol/min/ g Hb 90,16 + 5,94 68,67 = 10,29 a 70,64 = 6,64 a 78,29 £ 13,65 0,002
GR pmol/ min/ g Hb 0,41 + 0,10 0,45 + 0,10 043 + 0,12 032 + 0,14 0,273
GPx pmol/ min/ g Hb 043 £ 0,04 3,81 = 094 1342 £ 1,90 ab 36,70 £ 851 abc <0001
Plasma
ORAC pmol TE/ mL plasma 17,70 + 7,89 10,66 + 5,73 19.25 + 4,97 23,96 + 3,48 b 0,004
P P P P
dif E-HF  Eritrocits
SOoD 0,094 0,078 0,451 0,492
CAT 0,060 ™ 0,140 0,194 0,953
GR 0,290 0,069 0,861 0,654
GPx 0,013 T 0,002 ™ 0,002 T 0,003 T
Plasma
ORAC 0,985 0,011 A 0,385 0,309

Estrés oxidatiu en sang: La taula mostra els resultats dels biomarcadors d'estrés oxidatiu, tots ells expressats en mitjanes * (DE) desviacio estandard.
Les lletres representen les diferéncies estadisticament significatives entre tractaments dins una mateixa dieta i els colors les diferéncies estadisticament
significatives entre dietes. (SOD) Superoxid dismutasa; (CAT) Catalasa; (GR) Glutatid reductasa; (GPx) Glutatio peroxidasa; (ORAC)Oxygen radical absorbance

capacity.
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3.1 SISTEMES ANTIOXIDANTS ENZIMATICS EN
ERITROCITS

3.1.1 SOD ERITROCITARIA

- Comparant dietes, tots els grups van presentar valors elevats de
SOD, per sobre de 2000 U/g Hb i en la majoria de grups per sobre
de 3000 U/g Hb; perdo cap va presentar diferéncies
estadisticament significatives.

- Comparant tractaments en la dieta ESTD es van observar valors
de SOD significativament més baixos que el grup ESTD-control en
el tractament ESTD-mixt (p=0,005). Tot i no presentar diferéncies
amb cap altre grup de tractament, el grup ESTD-control va
presentar els nivells de SOD més elevats, va indicar una capacitat

antioxidant més gran.

- Comparant tractaments en la dieta HFHS, es van observar valors
de SOD significativament més baixos en el grup HFHS-polifenols
que en el grup HFHS-control (p=0,039). Igual que en la dieta

ESTD, el grup control va presentar els nivells de SOD més elevats.

3.1.2. CAT

- Comparant dietes, I'enzim CAT en eritrocits va ser
significativament més alta en el grup HFHS-control que en ESTD-
control. En la resta de grups de tractament no es van veure

diferéncies entre dietes.
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- En comparar tractaments en la dieta ESTD, el grup de tractament
ESTD mixt va presentar valors de CAT més alts que el grup de
tractament ESTD omega-3 (p=0,046).

- En la dieta HFHS el tractament HFHS-control va presentar uns
valors de CAT significativament més elevats que els tractaments
HFHS-omega-3 i HFHS-polifenols (p=0,004; p=0,013
respectivament). En aquesta dieta, el tractament mixt, tot i no
presentar diferéncies significatives respecte la resta de
tractament, va mantenir els valors de CAT similars als valors de la

dieta ESTD.

3.1.3 GRi GPx

- Pel que fa als enzims del sistema glutatid, tots els grups de
tractament de la dieta HFHS van presentar més activitat de
I’enzim GPx que els respectius grups amb dieta ETD (Taula 11).
Ara bé, aquestes diferéncies no es van trobar en I'activitat de
I’enzim GR.

- En la dieta ESTD es va veure que la GR era superior en el grup
amb omega-3 que en el control (p=0,007) i que el mixt (p=0,012).
Aquest ultim va presentar valors similars al tractament control.
L'enzim GPx va presentar molta més activitat en els dos
tractaments que contenien polifenols, sobretot en el grup mixt
que va presentar la GPx més alta. Ambdds grups de tractament
van ser diferents de la resta i entre si (p<0,001 en tots els casos).

- En la dieta HFHS no es van veure diferéncies en l'activitat de
I’enzim GR. L’'activitat de I'enzim GPx va seguir el mateix patré
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que en la dieta ESTD, en queé els dos tractaments suplementats
amb polifenols es van diferenciar de la resta (p<0,001 en tots els

casos, excepte entre HFHS-polifenols i HFHS-omega-3 p=0,003).

3.2 CAPACITAT ANTIOXIDANT TOTAL DEL PLASMA
(ORAC)

- Els omega-3 disminueixen 'ORAC plasmatic en una dieta HFHS
respecte una dieta ESTD (taula 11). Els diferents suplements no
modifiquen la capacitat antioxidant dels grups alimentats amb
dieta ESTD, encara que el tractament ESTD-mixt va donar els
valors més alts.

- En els grups amb dieta HFHS, el tractament HFHS-mixt va

augmentar 'ORAC respecte al grup amb omega-3 sols (p=0,005).
3.3 VALORACIO GLOBAL

Els nostres resultats d’estrés oxidatiu no coincideixen amb la bibliografia
que relaciona I'SM amb I'EO, ja que segons diferents estudis realitzats els
individus que presenten obesitat persistent en el temps o SM, presenten
una activitat dels enzims antioxidants SOD, CAT i GPx més petita en
comparacié amb individus sans (Fernandez-Sanchez [et al.], 2011; Yen [et
al.], 2008). Els nostres resultats, per contra, mostren un increment de
I'activitat dels tres enzims en la dieta HFHS, encara que la significacié
estadistica es presentés en només en GPx i en un sol tractament en el cas

de I'enzim CAT.
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L’estres oxidatiu derivat de I'obesitat s’ha associat al desenvolupament
de diferents estats patologics, entre els quals el més important I'SM

(Fernandez-Sanchez [et al.], 2011).

Per aquest motiu, diversos autors recalquen la importancia dels
biomarcadors d’estres oxidatiu com a eina pel pronostic d’SM

(Fernandez-Sanchez [et al.], 2011; Ho [et al.], 2013).

En aquest sentit, segons Yubero-Serrano [et al.] 2013, I’enzim SOD podria
ser el marcador d’estrés oxidatiu més rellevant en casos d’SM, de
manera que es podria tenir en compte com a eina per determinar el grau
d’afectacié en aquesta entitat clinica. Segons aquest estudi, com més
components de SM tenen els individus, més activitat de la SOD (Yubero-

Serrano [et al.], 2013).

En el nostre treball els diferents graus d’SM primerenca (figura 26)
haurien de mostrar valors de SOD més elevats en funci6 de com més
avangada estigués la sindrome. Els nostres resultats no van mostrar
aquesta relacid, en el sentit que, tot i que el tractament amb la sindrome
més avancada (tractament control) I'activitat SOD va ser més alta, en el
tractament amb la sindrome menys avancada (tractament mixt)

I’activitat SOD no va ser la més baixa.

Pel que fa a la capacitat antioxidant total del plasma, segons la
bibliografia s’esperava trobar un augment en els tractaments
suplementats, ja que tant omega-3 com polifenols tenen capacitat
antioxidant en si mateixos i, per tant, poden augmentar la capacitat

antioxidant de I'organisme (Lluis [et al.], 2013a; Puiggros [et al.], 2005).
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S’esperava trobar un increment de la capacitat antioxidant en els
tractaments suplementats, especialment el suplementat amb la mescla
de polifenols i AGPl omega-3; per contra, només el tractament omega-3
va mostrar diferéncies. El tractament omega-3 va disminuir els valors
d’ORAC en rates alimentades amb dieta HFHS en haver estat comparades

amb rates alimentades amb dieta ESTD.

Una possible explicacid podria ser l'estadi primerenc. Els sistemes
antioxidants sén una defensa natural de I'organisme; el seu desequilibri,
és a dir, I'estres oxidatiu, es deu a una sobrecarrega del sistema en qué
els sistemes antioxidants esdevenen superats per les ERO (B Halliwell,
2007). Els biomarcadors d’estrés oxidatiu son les moléecules que
responen o pateixen canvis en resposta a l'estrés oxidatiu (Ho [et al.],
2013). Es a dir, aquests biomarcadors tenen rang o marge abans de

trobar-se afectats per la produccié d’ERO.

En aquest sentit, tenint en compte la fase inicial de I'SM, potser els
parametres relacionats amb [I'estrés oxidatiu no sén el millor
biomarcador en estadis primerencs, a causa que els sistemes
antioxidants endogens encara son capacgos de mantenir I'equilibri i evitar

I’estres oxidatiu, fent que els biomarcadors romanguin encara inalterats.
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4. PARAMETRES RELACIONATS AMB L’ESTRES

OXIDATIU AL FETGE

Els resultats d’estrés oxidatiu al fetge apareixen descrits en la taula 12,

en la qual a representa diferéncies respecte al tractament control; b

diferencies respecte al tractament omega-3, i ¢ diferéncies respecte al

tractament polifenols. Els p-valors, comparant les dues dietes, ESTD i

HFHS, apareixen a 'apartat final de la taula, i en groc es destaquen les

diferéncies estadisticament significatives.

Taula 12. ESTRES OXIDATIU EN FETGE

Tractament

Control Omegald Polifenals Mixt
DIETA VARIABLE mana DE MJna DE p Mitiana  DE P Mh.]:ma DE [ p total
ESTD Enzims
SOD U/ mg proteina 147 + 59 139 + 27 122 + 47 118 + 33 0452
CAT mmoal/min/ mg 2,28 = 1,01 3,82 = 1,40 269 £ 085 2,80 * 0,53 0,052
Sistema glutatio
GSH nmol/mg proteina 172,34 £ 1785 258,68 = 83,1 24551 = 1234 330,91 x 885 0,155
GSSG nmol/ mg proteina 313,51 = 475 262,85 = 48,1 308,20 = 1088 24897 + 638 0,260
GSSGIGSH 45 =38 1,1 205 1.9+20 08203 a 0,017
Dany oxidatiu
TBARS nmol/mg proteina 1,26 + 047 941 + 6380 a 719 + 376 838 +286 a 0,005
~HFHS Enzims
S0D U/ mg proteina 132 + 18 122 £ 71 139 + 20 135 £ 29 0619
CAT mmol/min/ mg 294 + 148 3,50 = 0,99 294 + 046 3,39 074 0,607
Sistema glutatio
GSH nmol/mg prateina 10547 + 76,8 154,65 + 792 24427 + 1158 24344 + 159 0,084
GSSG nmol/ mg prateina 308,61 + 68,0 29321 = 924 25413 £+ 489 28431 +768 0,569
GSSG/GSH 54 49 29 32 09+03 1,711 0,064
Dany oxidatiu
TBARS nmol/mg proteina 092 = 0,32 4,39 = 1,67 6,77 = 3,02 a 6,38 383 a 0,001
ESTO-HFHS D D ) n
Enzims
SOD 0,949 0,253 0,406 0,142
CAT 0,351 0,636 0,516 0,118
Sistema glutatio
GSH 0,381 0,042 0,085 0,228
GSSG 0,878 0,456 0,254 0,368
GSSGIGSH 0,705 0,169 0,255 0,058
Dany oxidatiu
TBARS 0,180 0,153 0,848 0,277

Estrés oxidatiu en fetge: La taula mostra els resultats dels biomarcadors d'estrés oxidatiu, tots ells expressats en mitjanes + (DE) desviacio estandard.
Les lletres representen les diferéncies estadisticament significatives entre tractaments dins una mateixa dieta i els colors les diferéncies estadisticament

significatives entre dietes. (SOD) Superoxid dismutasa; (CAT) Catalasa; (GSH) Glutatié reduit ; (GSSG) Glutatio oxidat, (TBARS) Thioharbituric acid reactive

substances.
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4.1 SITEMES ANTIOXIDANTS ENZIMATICS

Els enzims antioxidants determinats al fetge no es van veure afectats, no
es van observar diferéncies ni en comparar dietes ni en comparar

tractaments en cada dieta.

4.2 SISTEMES ANTIOXIDANTS NO ENZIMATICS

4.2.1 GSH

- Comparant dietes, només les rates tractades amb AGPI omega-
3 en la dieta HFHS van presentar el GSH disminuit respecte a les
rates alimentades amb dieta estandard (p=0,042). La resta de
tractaments no va presentar diferéncies entre dietes; pero els
grups alimentats amb HFHS tendeixen a tenir menor GSH,
excepte el grup amb polifenols.

- No es van observar diferencies entre tractaments en les dietes.
4.2.2 GSSG

- No esvan trobar diferencies ni entre dietes ni entre tractaments.
4.2.3 GSSG/GSH

- Elsvalors de la ratio GSSG/GSH van ser superiors en la dieta HFHS
que no pas en la dieta ESTD en tots els grups de tractament
excepte en el grup polifenols, en el qual van ser més baixos. No
es van observar diferéncies entre dietes.

- Comparant tractaments en la dieta ESTD, la ratio va ser

significativament menor en el tractament ESTD-mixt respecte al
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tractament ESTD-control. La resta de tractaments no va mostrar
diferéncies.

- En la dieta HFHS no es van observar diferencies entre
tractaments; pero els polifenols van mostrar tendéncia a

disminuir la ratio.

Pel que fa al sistema glutatié, un estudi recent (Fernandez-lglesias [et
al.], 2014) que valora l'efecte conjunt entre AGPI omega-3 i
proantocianidines dels raim sobre el sistema glutatié al fetge, demostra
que el tractament conjunt disminueix el GSH, augmenta GSSG en rates
Wistar després de 14 hores d’administracié per sonda de la mescla d’oli

de peix i d’extracte de procianidines.

Els nostres resultats demostren com a llarg termini amb I'administracié

via oral aquest efecte no es déna.

Si que es va veure com entre dietes el tractament AGPl omega-3 va
mostrar una disminucid significativa del GSH, perd segurament aquest
canvi és degut a la composicié greixosa de la dieta i no pas pel
component afegit, ja que en una mateixa dieta els AGPI omega-3 no van

mostrar aquest efecte.

De fet, en comparar dietes, en el tractament polifenols els nivells de GSH
es van mantenir i els GSSG van disminuir probablement pel seu efecte
antioxidant. En el cas del tractament mixt si que va disminuir el GSH pero
el GSSG es va mantenir. Aixi doncs, es podria dir que en una dieta HFHS
comparada amb una dieta estandard, els polifenols milloren el perfil

glutatid hepatic, mentre que els AGPI omega-3, ja siguin administrats sols
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o juntament amb polifenols tenen tendéncia a disminuir el GSH i

augmentar el GSSG.

4.3 DANY OXIDATIU

4.3.1 TBARS

No es van trobar diferencies entre dietes pel que fa a dany
oxidatiu pel métode TBARS.

- Entre tractaments en la dieta estandard, el tractament ESTD
control va ser el que va presentar els valors més baixos. Totes les
suplementacions en aquesta dieta van fer augmentar el valor
dels TBARS amb diferencies respecte al control dels grups
omega-3 i mixt (p=0,013 i p=0,026 respectivament).

- En la dieta HFHS es va observar el mateix patré: els suplements
van augmentar els TBARS amb diferencies dels grups polifenols i

mixt respecte el control (p=0,003 i p=0,006 respectivament).

Diferents estudis demostren com la determinacié de MDA després de la
reacci6 amb les TBARS, determinen d’una manera genérica o global
diverses modificacions lipidiques. Aixi doncs, per determinar el dany
oxidatiu a lipids, aquestes substancies mostren poca especificitat. Per tot
aix0, la validesa d’aquestes substancies com a biomarcador d’estres
oxidatiu ha estat ampliament discutida (HF Moselhy, RG Reid, S Yousef,
2013). Ara bé, recentment s’ha vist com les TBARS aporten una gran
homogeneitat de resultats quan la seva mesura és duu a terme amb
espectrometria de masses en lloc de tecniques cromatografiques o

fluorimetriques (Mateos, Lecumberri, Ramos, Goya, & Bravo, 2005; Neri
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[et al.], 2015), fent que no es descarti el paper d’aquestes substancies

com a biomarcadors de dany oxidatiu.

5. PARAMETRES D’INFLAMACIO AL FETGE

Els biomarcadors estudiats al fetge per determinar la inflamacié

apareixen resumits en la taula 13, en qué a representa diferéncies

respecte al tractament control; b diferéncies respecte al tractament

omega-3 i ¢ diferéncies respecte al tractament polifenols. Els p-valors

comparant les dues dietes, ESTD i HFHS, apareixen en |'apartat final de la

taula.

Taula 13. INFLAMACIO EN FETGE

Tractament

_Contro\ . Omega3 _ Polifenols . Mixt

DIETA VARIABLE Mitjiana DE Mitjana DE P Mitjana  DE P Mitjana  DE P (OL
ESTD

PCR mg/mL 9143 + 216 4535 + 157 a 4968 + 79 a 56,07 + 26,5 0,008

TNFa mg/mL 116,03 £ 72,5 63,84 £ 26,3 a 73,13 £ 66,7 a 62,62 £ 476 0,054

ICAM-1 mg/mL 506 + 0,89 4,10 £ 0,81 3,67 £143 3,21 £1,00 0,021
HFHS

PCR mg/mL 9391 + 53,7 64,29 £ 18,9 76,68 £ 41,7 60,29 + 46,9 0,146

TNFa mg/mL 91,51 = 47,8 55,16 = 49,3 a 85,23 £ 59,5 54,62 + 654 0,040

ICAM-1 mg/mL 466 + 0,85 3,70 + 0,68 3,06 £ 0,56 347 £217 0,132

ESTD-HFHS P o p p

PCR 0,180 0,064 0,180 0,749

TNFa 0,253 0,153 0.475 0,116

ICAM-1 0,406 0,335 0.324 0,774

Inflamacio en fetge: La taula mostra els resultats dels biomarcadors d'inflamacié, tots ells expressats en mitjanes + (DE) desviaci6 estandard.
Les lletres representen les diferéncies estadisticament significatives entre tractaments dins una mateixa dieta. (PCR) Proteina C reactiva; (TNFa) Factor
de necrosi tumoral alfa; (ICAM-1) Factor d'adhesié intercel-lular 1.
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5.1 PCR

- Comparant dietes no es van observar diferéncies estadisticament
significatives.

- Comparant els diferents tractaments en la dieta ESTD es va
observar com els tres tractaments redueixen les concentracions
hepatiques de PCR respecte al tractament ESTD-control (ESTD-
omega-3 p= 0,002, ESTD-polifenols p=0,002 i ESTD-mixt p=0,048).

- Enla dieta HFHS no es van observar diferencies significatives. Tot
i aixi, el tractament que va donar els valors més baixos de PCR va

ser el tractament HFHS-mixt.

Els nostres resultats coincideixen amb I’estudi de Terra [et al.] (2011), en
que els polifenols, concretament les procianidines, disminueixen la PCR
hepatica, i amb el treball de Burlamaqui [et al.] (2011), en queé els nivells
de PCR hepatica també disminueixen gracies a la suplementacié dels
AGPl omega-3 en rates alimentades amb una dieta amb elevat contingut

lipidic (Burlamaqui [et al.], 2011; Terra [et al.], 2011).

Segons la revisio sobre els efectes de diferents components bioactius en
els parametres d’inflamacio (Rosa [et al.], 2012), els flavanols en general,
entre els quals les procianidines, no sembla que tinguin efectes sobre els
marcadors d’inflamacié en éssers humans. Encara que alguns autors
afirmen que els nivells plasmatics de PCR no sén un bon indicador
d’inflamacid (Terra [et al.], 2011), altres recalquen que, des del punt de
vista hepatic, els nivells de PCR aporten una informacié addicional al

pronostic de I'aparicié d’SM i, per tant, de MCV (Kerner [et al.], 2005).
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Bakker [et al] (2010) van estudiar una mescla dietetica de
biocomponents relacionats amb les malalties cardiovasculars i I'SM, els
quals incloien AGPl omega-3 i alguns compostos antioxidants. Els seus
resultats, com els nostres, van demostrar que la combinacié d’AGPI
omega-3 i polifenols resulta la millor opciéd de tractament en rates
alimentades amb dieta HFHS, en el cas concret de la PCR hepatica

(Bakker [et al.], 2010).

5.2 TNFa

- Comparant dietes no es van observar diferencies estadisticament
significatives.

- Comparant els diferents grups en la dieta ESTD es va observar
com els tres tractaments reduien les concentracions hepatiques
de TNFa respecte al tractament ESTD-control (ESTD-omega-3 p=
0,037, ESTD-polifenols p=0,037 i ESTD-mixt p=0,022).

- En la dieta HFHS els tractaments HFHS-omega3 i HFHS-mixt van
donar valors significativament més baixos que els grup HFHS-

control (p=0,035 i p=0,032 respectivament.

Els nostres resultats coincideixen amb la bibliografia en qué els AGPI

omega-3 disminueixen els nivells hepatics de TNFa (Rueda [et al.], 2011).

Els polifenols redueixen I'expressié génica de TNFa i tenen un efecte
protector sobre la inflamacié hepatica amb la inhibicié de I'expressié de
citocines (Chen [et al.], 2012), els nostres resultats demostren aquest

efecte dels polifenols en una dieta ESTD; perd no vam arribar a trobar
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diferencies en una dieta HFHS, encara que la tendéncia a la disminucio

existeix.
5.3 ICAM-1

- No es van observar diferéncies entre estandard i HFHS en cap
grup de tractament.

- Comparant els tractaments en una mateixa dieta, només es van
trobar diferéncies en el grup ESTD-mixt respecte al grup ESTD-
control en la dieta ESTD (p=0,029).

Tot i que 'ICAM-1 esta considerat un dels millors marcadors d’inflamacié
al fetge (Miller, Ferguson, & Dillon, 2011), els nostres resultats no sén
gaire concloents, ja que no s’han observat diferéncies estadisticament

significatives.
5.4 VALORACIO GLOBAL

Tot i no haver-hi diferéncies estadisticament significatives, els diferents
biomarcadors d’inflamacié hepatics, els tres van ser més elevats en la
dieta HFHS que no pas en la dieta ESTD. En les dues dietes tots els grups
amb suplements van tenir valors més baixos de biomarcadors
d’inflamacié que el grup control; per tant, un millor estat inflamatori que

els tractaments control.

El tractament ESTD-mixt va ser I’Gnic tractament que va presentar valors
significativament més baixos de els tres biomarcadors respecte al

tractament ESTD-control.
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6. LIPIDOMICA

De manera general, els resultats de perfil lipidic del fetge analitzats per
lipidomica apareixen en les taules 14 per dieta ESTD i 15 per dieta HFHS:
a representa diferencies respecte al tractament control; b diferéencies
respecte al tractament omega-3, i ¢ diferéncies respecte al tractament
polifenols. Les diferents especies lipidiques identificades apareixen en la
primera columna de la taula i estan separades amb linies verdes segons
els tipus d’espécie (TAG, DAG, MAG o Cer) i amb linies negres segons el

nombre de dobles enllacos en una mateixa categoria.
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La taula 16 expressa els valors de significacid estadistica p en comparar
les especies lipidiques en els dos tipus de dietes (ESTD i HFHS), els p-

valors estadisticament significatius apareixen marcats en color verd.

150



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada

Diposit Legal: T 1346-2015 RESULTATS | DISCUSSIO

Taula 16. DIFERENCIES DELS PERFILS LIPIDICS HEPATICS ENTRE DIETES

Tractament
LIPID Control Omega3 Poﬁenols Mixt
TAG n n A n
saturats 12.0,16.0,18.0-TAG 0,083 0,003 0,180 0,003
14016016 0-TAG 0,032 0,003 0110 0,003
14:0,16:0,18:0-TAG 0,046 0,003 0,482 0,003
16:0,16.0,18.0-TAG 0,153 0,004 0,482 0,004
meonoinsaturats 14:0.14:0,16:1-TAG 0,046 0,009 0,225 0,003
16.0.16.1,16.1-TAG 0,063 0,003 0,085 0,003
14:0,14:0,18:1-TAG 0,032 0,003 0,048 0,003
14°0,16:0,181-TAG 0,022 0,003 0,048 0,003
18:1,16:0,1G:0-TAG 0,063 0,003 0,035 0,003
160168018 1-TAG 0,015 0.003 0.025 0,003
poliinsaturats 150,181, 20:4-TAG 0,380 0,007 0,866 0,001
16:0,16:1,18:1-TAG 0,116 0,003 0,482 0,003
181,181,181 TAG 0,116 0,004 0,142 0,003
16:0,18:1,18:1-TAG 0,032 0,003 0,025 0,003
18:0,18:1,18:1-TAG 0.046 0,003 0,035 0,003
DAG
saturats 16:0,16:0 DAG 0,108 0,282 0,380 0,257
16:0,16:0-DAG 0,585 0.438 0.699 0,000
16:0,18:0-DAG 0,402 0,096 0,341 0,327
16:0,18:0-DAG 0,153 0,568 0,406 0,086
180:0,16:0-DAG 560 0,010 0,565 0,063
monoinsaturats 16:0,16:1-DAG 0,018 0,003 0,180 0,003
16:0,16:1-DAG 0,015 0,032 0.064 0,003
16:0,18:1-DAG 0,010 0,003 0,085 0,003
peliina2aturata 20:5,22:6 DAG 0,046 0,022 0,002 0,004
182 22°6-DAG 0,003 0,475 0,002 0,022
18:2,22:5-DAG 0,018 0,568 0,006 0,010
10:0,20:5-DAG + 16:2,18:3- 0,253 0,116 0,013 0,004
DAG
18:1,20:5-DAG + 16:0,22.6- 0,003 0,010 0,003 0,003
DAG
18:1,22:6-DAGC 0,153 0,003 0,035 0,003
16:0,22:5-DAG 0,775 0,022 0,035 0,003
18.1.22.5-DAG 0.153 0.003 0,035 0,003
1670, 1872-DAG + 1670, 1872- 1,000 U, G55 0,004 0,668
NAG
18:1,18:2-DAG 0,199 0,253 0,406 0,007
18:1,18:1-DAG 0,007 0,046 0,035 0,003
MAG
aaturata 16:0 MAG 0,315 0,162 0,611 0,502
18:0-MAG 0,291 0,762 0,073 0,228
monoinsaturats 18:1-MAG 0,116 0,568 0,035 0,046
Cer
Car(d18:1/16:0) 0,004 0,116 0,949 0,003
Cer(d18:1/18:0) 0,001 0,649 0,001 0,004
Cer(d18:1/20:0) 0,045 0,886 0,848 0475
Cer(d18:1/24.1(152)) 0,190 0,000 0,070 011a
Coi(U10 1/22 D) 0,124 0,003 0,020 0,00+
Car(d18-1/23:0) 11,18 0,024 /a1 0,024
Cer(d18:1/240) 0,186 0,000 0,239 0,897
Cer(d18:1/25:0) 0,046 0,153 0,749 1,000
cor(aiaigrieL)) U,002 0,019 U, uu2 w002
Diferencies dels perfils lipidics hepatics: La taula mostra les diferencies entre els perfi lipidic hepatics. Els resultats apareixen expressats envalors de significacic estadistica p.
(TAG) Triacilgli : (DAG) Diacilgli g : (Cer) Ceramides; {11 i6 de varies espécies, al no estar sufici resoltes -

M,
o al formar un sol pic amb mescla de components; (Z) posicio de la isomeria.
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6.1 TAG

Pel que fa la composicidé de TAG presents al fetge, la figura 27 mostra una

representacié grafica de les diferents espécies determinades.

- Comparant dietes es poden observar clarament dos perfils
lipidics diferents de TAG. En general, n’hi havia molta més
qguantitat en els grups amb la dieta HFHS; en molts casos de
I’ordre de sis vegades més alts. Els dos tractaments que contenen
AGPl omega-3 (tractament omega 3 i tractament mixt) van
presentar canvis significatius entre dietes en totes les espécies
de TAG identificades (taula 15). El tractament control va
presentar diferéncies en 8 especies de TAG i el tractament

polifenols en 6.

- En la figura 27 observem que en la dieta ESTD la quantitat de
TAG és més alta en el tractament ESTD-polifenols. La taula 13
mostra les diferéncies entre tractaments en qué s’observen
significacions en dues especies concretes: 16:0,18:1,20:4-TAG i
16:0,18:1,18:1-TAG. En els dos casos el tractament ESTD-
polifenols va augmentar-ne els valors respecte al tractament
ESTD-omega-3 i el tractament ESTD-mixt va disminuir-ne els
valors respecte a la resta de tractaments, ESTD-control, ESTD-
omega-3 i ESTD-polifenols. Cal remarcar també que els valors de
TAG 16:0,18:1,20:4-TAG en el grup ESTD- omega-3 van ser
significativament més baixos que els valors del grup ESTD-control

(p<0,05 en tots els casos)

152



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada

Dipdsit Legal: T 1346-2015 RESULTATS I DISCUSSIO

- En la dieta HFHS, la figura ens permet observar, de manera
general, com la quantitat de TAG en aquesta dieta és més gran
en el tractament HFHS-omega-3. La taula 14 mostra les
diferéncies entre tractaments en que s’observen significacions en
quatre espécies concretes: 16:0,16:0,18:0-TAG; 14:0,16:0,18:1-
TAG ; 18:1,16:0,16:0 TAG; 16:0,16 :1,18:1 TAG. En aquestes
quatre espeécies, els tractaments HFHS-polifenols i HFHF-mixt van
presentar valors significativament més baixos que el tractament

HFHS omega-3 (p<0,05 en tots els casos).
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L’analisi de component principal (figura 28) ens mostra que en la dieta
ESTD, els diferents tractaments van donar lloc a una composicié similar;
mentre que en la dieta HFHS els components principals es comencgaven a

diferenciar segons el tractament seguit.

Figura 28. TAG: Analisi de component principal

ESTD HFHS
* 9 Mixt AGPI omega 3
Control
°
°
s
Mixt :,;. & ) Control
AGPlomega3 @ 4
.

PC1(89,5%) PC1 (86,9%)

14:0,14:0,18:4- TAG
16:0,18:1,20:4- TAG

i se)

Analisi de

ipal: (TAG) Triacilgli

16:0,18:1,18:1- TAG
16:0.16:1,18:1- TAG

14:0,16:0,16:0- TAG
14:0,16:0,18:0- TAG
16:0,16:1,18:1- TAG
18:0,18:1,18:1- TAG
14:0,16:0,18:1- TAG
14:0,14:0,18:1- TAG
16:0,16:1,16:1- TAG

PC2(6.A%)

12:0,16:0,16:0- TAG
14:0,16:0,16:0- TAG
14:0,14:0,18:1- TAG
18:0,18:1,18:1- TAG
14:0 16:0 18°0- TAG
16:0.18:1.20:4- TAG
16:0.18:1,18:1- TAG
16:0,16:1,18:1- TAG
18:1,16:0,16:0- TAG

PC1(38.9%)

ols. En el grafic superior cada punt representa individu, els diferents tractaments estan diferenciats per

colors. En correlacié amb els grafics superiors,en els grafics inferiors cada punt representa una espécie lipidica. Aquestes espécies lipidiques sén les que
tenen més pes dintre de cada tractament i per tant separen els tractaments per component principal.

En la figura 29 es representa la suma de tots els TAG trobats al fetge i es

distingeix per grups de tractament.
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Figura 29. TAG hepatics totals

8000000

* ESTD HFHS
7000000 |
8000000
5000000
* *
4000000 " \ i y
b be
3000000 -
2000000 4
1000000 bc
0
Control Omega3 Polifenols Mixt

TAG hepatics totals: El grafic representa la totalitat de (TAG) triacilglicerols determinats en fetge en cada tractament .
La determinacio segons les arees sota el pic és adimensional. (*) diferencies entre dietes; (b) diferencies
estadisticament significatives respecte al tractament Omega 3 (c) diferencies estadisticament significatives respecte al
tractament polifenols.

Comparant dietes es van donar valors més alts de TAG hepatics
en la dieta HFHS. Aquests valors van ser estadisticament
significatius en els tres tipus de tractaments: HFHS-omega-3
(p=0,003), HFHS-polifenols (0,048) i HFHS-mixt (0,003).

En la dieta ESTD el grup de tractament ESTD-mixt va diferenciar-
se significativament dels grups de tractaments ESTD-omega-3
(p=0,0032) i del grup de tractament ESTD polifenols (p=0,003) i
va ser el grup de tractament que va donar menors valors de TAG
hepatics. Entre la resta de tractaments no es van trobar
diferéncies significatives; pero la tendéncia observada va ser que
els omega-3 disminueixen els TAG i els polifenols els augmenten.

En la dieta HFHS, els tractaments amb polifenols i mixt van donar
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valors significament més baixos que el tractament amb omega-3

(p=0,015 i p=0,032 respectivament).

En resum, en cas de dietes ESTD, la suplementaci6 amb omega-3
juntament amb polifenols seria til per disminuir els TAG al fetge. En cas
de dietes hipercaloriques, la inclusi6 d’omega-3 no millora el perfil

hepatic dels TAG i sGn més tils els suplements amb polifenols.

Diferents estudis han demostrat la relacié entre els AGPl omega-3 i el
menor cumul de TAG al fetge. Pel que fa al mecanisme d’accié (figura
30), sembla que els AGPI omega-3 inhibeixen la lipogenesi amb la
inhibicié del sistema LXR-SREB1-c (Lamaziere, Wolf, Barbe, Bausero, &
Visioli, 2013; Shin, Yoon, & Moon, 2010). Els nostres resultats confirmen

aquesta hipotesi en dietes ESTD, perd no en dietes HFHS.

Pel que fa als polifenols també s’ha estudiat el seu efecte sobre la
composicio lipidica hepatica de manera que també prevenen el cimul de
TAG al fetge. Pel que fa al mecanisme d’accid (figura 30), els polifenols
regulen les nivells de TAG hepatics per dues vies: a) per mitja de
I’activacio de la sirtuina-1 acaben activant I’enzim Acetil-CoA carboxilasa,
el qual augmenta la beta oxidacié mitocondrial dels greixos i, per tant, es
disminueix el contingut hepatic de TAG; i b) activen la proteina PGC-1a
(Peroxisoma proliferator activated G-receptor coactivador-1a), la qual és
un lligand dels PPAR, familia de receptors nuclears que també
incrementen la -oxidacid de greixos per part del mitocondri (Aoun [et
al.], 2010). Aquest mateix estudi demostra que el sistema de la SREBP1-c

no es veu afectat per la suplementacié de polifenols.
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Els nostres resultats concorden amb la bibliografia, de manera que en

una dieta HFHS, els polifenols disminueixen el contingut de TAG al fetge.

Figura 30: Mecanismes d’accié implicats amb el caimul de TAG al fetge

AGPlomega 3 Polifenols

ISirtuina-1
SREBP1-c
AMP cinasa 1PGC-1a
Litogenesis | Acetil-CoA carboxilasa

Vi
B-oxidacié

*'g_m;w/.g?w

ﬂTAG hepatics

Mecanismes d’accié implicats en el cimul de TAG en fetge: La figura representa les vies per les quals els AGPl omega-3 i
els polifenols disminueixen els nivells de TAG en fetge. (SREBP1-c) Sterol-regulatory-element-binding protein-1c. (AMP
cinasa) Protein-cinasa activada per adenosin monofosfat. (PGC-1a) Peroxisoma proliferator activated G-receptor
coactivador-1a. (TAG) Triacilglicerols. ( Esquema adaptat de Manar Aouar, 2010)

6.1 DAG

Pel que fa la composicido de DAG presents al fetge, la figura 31 mostra
una representacié grafica de les diferents especies determinades en les

dues dietes.

158



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARI I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME

METABOLICA EN RATES.

‘Q
%)
(%)
-]
O
=2
[a)
(%)
-
<<
—
|
-]
(%)
wl
o<

n

—

o
T N
T |
® ©
— <
o™
o -
<

=
—_
— e
S5
>
© O
£ 0
— A
@
HoP

-~
T 0
-~ O
S0
5 A
Z 0

DAG en dieta estandard

B Omega3 m Polifenols o Mixt

M Control

4500000 A

4000000 A

3500000 -+

3000000 +

2500000 A

2000000 -

1500000 -

1000000 -

500000

DAG en dieta HFHS

| Mixt

= Polifenols

B Omega3

H Control

4500000 -

4000000 -

3500000 A

3000000 -

2500000 -

2000000 -

1500000 -

1000000 -

159




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada

Dipdsit Legal: T 1346-2015 RESULTATS I DISCUSSIO

- Comparant dietes, es poden observar diferents perfils lipidics de
DAG, tant des del punt de vista quantitatiu com qualitatiu,
sobretot en els DAG poliinsaturats (taula 16). El tractament amb
el perfil més diferent va ser el perfil mixt, en qué es van
diferenciar significativament 13 especies diferents. Els
tractaments omega-3 i polifenols van presentar canvis
significatius en 10 especies de DAG i el tractament control en 8
especies.

- Enlataula 14, en la qual es comparen els tractaments en la dieta
ESTD, s’observa que la majoria de canvis es donen entre DAG
poliinsaturats. Només dos DAG de tipus saturat, 16:0,16:0-DAG i
16:0,18:0-DAG i un DAG monoinsaturat, 16:0,18:1-DAG, van
mostrar canvis respecte algun dels altres tractaments (p<0,05 en
tots els casos). En el grup de tractament ESTD-omega-3, totes les
especies de DAG amb diferéncies significatives van ser més
elevades que en el grup ESTD-control a excepcié del DAG
18:1;18:2 DAG que va ser més baix. En el grup de tractament
ESTD-polifenols es van trobar valors significativament més baixos
que el grup ESTD-omega-3 excepte en tres especies concretes les
tres poliinsaturades (18:2;22:6 DAG; 18:1;20:5 DAG i 18:1,22:5
DAG) en que els valors van ser més alts que els grups ESTD-
control i ESTD-omega-3. Només va ser significativament més
baixa que els grup ESTD-control I'espécie 16:0;18:0 DAG (ll).
Finalment el grup ESTD-mixt es va diferenciar principalment dels
grups ESTD-control i ESTD-polifenols. L'Unica espécie

significativament més baixa que el grup ESTD-omega-3 va ser
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16:0,16:0 DAG. Pel que fa a les diferéncies amb el grup ESTD-
control, la majoria va presentar valors més alts en el grup mixt,
només dues espécies van donar valors més baixos. Respecte al
grup ESTD-polifenols, també la majoria van ser valors més alts en
el grup mixt a excepcid de tres espécies amb valors més baixos.

- En la dieta HFHS (taula 15), el nombre de diferéncies per part
dels tractaments va ser més gran. Tres de les espécies que van
presentar diferéncies en el grup de tractament HFHS-omega-3
van presentar valors més baixos que el grup de HFHS-control, les
altres cinc espécies van ser significativament més elevades.
També en el grup HFHS-polifenols totes les espécies que es va
diferenciar del grup HFHS-control ho van fer amb valors més
baixos i també van ser menors respecte al grup HFHS-omega-3
amb I'excepcio del 18:0;18:0-DAG la qual va presentar valors més
alts. Si ens fixem en els DAG diferents del grup HFHS-mixt,
s’observa que tots sén més alts que en la resta dels grups,
excepte I'especie 16:0;16:0 DAG que era menor en el grup mixt

gue en els altres tres.

Pel que fa la composici6 des DAG presents al fetge, I'analisi de
component principal (figura 32) ens mostra com cada tractament va tenir
uns components principals diferents. Tant en una dieta com en I'altra, els
dos tractaments amb AGPl omega-3 van donar lloc a un perfil de DAG
similar. Els dos grups de tractament que més es van diferenciar entre si
van ser els tractaments polifenols i mixt. Aquesta diferencia es veu més

clara en la dieta HFHS, en la qual mentre que el tractament mixt va tenir
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com a component principal DAG de tipus poliinsaturats en el tractament

polifenols els DAG principals van ser de tipus saturat majoritariament.

Figura 32. DAG: Analisi de component principal

ESTD HFHS
Mixt AGPlomega3 AGPlomega3 - - Mixt
-
F z .
Control 2 7 ; ° e °
g Control g -« % S, 2
°
)
P
revgean) PC1(59,3%)
16:0,18:0- DAG ws 16:0,18:0- DAG
180, 22:6- DAG 184975, DAG
182, 22:6- DAG 16222°6. DAG
225, 226- DAG el
! 18:1,22:6- DAG
E 181,18:2-DAG  18:0,18:0- DAG T
¢ 16:0,16:1-DAG  16:0,16:0- DAG G0HTDDAG
18:1,18:1- DAG 16:016:0- DAG
1811, 22:5- DAG 160484, DAG
PC1(56,2%) 16:0'181- DAG PC1(59.3%)
16:0,20:5-DAG+18:2,18:3-DAG
Analisi de principal: (DAG) Diacilgli Is. En el grafic superior cada punt representa individy, els diferents tractaments estan diferenciats

per colors. En correlacié amb els grafics superiors,en els grafics inferiors cada punt representa una espécie lipidica. Aquestes espécies lipidiques sén
les que tenen més pes dintre de cada tractament i per tant separen els tractaments per component principal.

De manera conjunta, els nostres resultats van demostrar que en una
dieta ESTD els nivells de DAG no es van veure afectats per cap dels
tractaments; pero en una dieta HFHS, els polifenols van disminuir els
DAG respecte al control (p=0,002) i respecte al tractament mixt

(p=0,048). (Figura 33.)
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Figura 33. DAG hepatics totals
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DAG hepatics totals: El grafic representala totalitat de (DAG) Diacilglicerols determinats en fetge encada tractament.
La determinacio segons les arees sota el pic &s adimensional. (a) diferencies estadisticament significatives respecteal
tractament control (c) diferencies estadisticament significatives respecte al tractament polifenols.

En aquest cas, I'efecte dels polifenols és el millor per prevenir el cimul

de DAG des del punt de vista hepatic.

Es interessant que el nombre més gran de diferéncies es doni en els DAG
poliinsaturats, ja que aix0 permet associar-los directament a la ingesta

d’AGPI de la dieta.

Gordon Lee (2011) va demostrar que el cimul de DAG al fetge és un bon
biomarcador per determinar la progressio del fetge gras tant en animals
com en éssers humans. Altres estudis també relacionen el cimul hepatic
d’aquests mediadors lipidics amb la insulinoresisténcia (IR). (Jornayvaz &
Shulman, 2012.) Per tant, sembla que el contingut de DAG des del punt

de vista hepatic és de gran rellevancia en I'estudi de I'SM.

Tot i aixi, s’ha discutit el paper d’aquests mediadors lipidics com a

biomarcadors, ja que depenent de la seva localitzacié en la cél-lula la
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seva accié pot ser totalment diferent (Jornayvaz & Shulman, 2012;
Samuel & Shulman, 2012), aix0 podria explicar per que tot i saber el
mecanisme d’accié d’aquestes especies lipidiques en el metabolisme de
la insulina per exemple, alguns estudis no han pogut correlacionar la seva
presencia amb la IR en alguns models animals (Cowart, 2009; Lamaziere

[et al.], 2013).

6.2 MAG

Només tres especies de MAG van ser determinades en aquest
experiment. Els resultats es mostren a les taules 13, 14 i 15 i a la figura

34.

Figura 34. ContingutenMAG
MAG en dieta estandard MAG en dieta HFHS
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- De les tres les especies de MAG determinades, només el MAG
monoinsaturat (18:1) va presentar diferéncies entre dietes,

concretament en els tractaments polifenols i mixt (taula 16).
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- Comparant tractaments en la dieta estandard (taula 14), els tres
grups de tractament van presentar valors de MAG 18:1
significativament més baixos que el grup ESTD control (p<0,05 en
tots els casos).

- Sis’observen les diferéncies entre tractaments en la dieta HFHS
(taula 15), es va veure que els omega-3 disminueixen el 18:1
MAG respecte als grups HFHS-polifenols i HFHS-mixt, i que els

polifenols el disminueixen respecte al HFHS-control.

Tot i que els MAG sén especies lipidiques derivades dels TAG, pocs
treballs han estudiat la importancia fisiologica d’aquestes espéecies amb

relacié a patologies com I’SM.

Ja el 1988 es va estudiar el paper dels MAG com a inhibidors de diferents
enzims relacionats amb la biosintesi i el metabolisme dels DAG (Coleman,
1988), i si aquests sén considerats bons biomarcadors d’IR i d’SM, es
podria esbrinar si alguns d’aquests enzims intervenen directament en la

fisiopatologia de I’'SM.

Estudis més recents recalquen la importancia dels MAG
independentment de la seva relacié amb els DAG o amb els TAG. Per
exemple, s’ha descrit que la inactivaci6 de [I'enzim hepatic
monoacilglicerol transferasa (MGAT), el qual es troba altament activat en
models d’animals obesos, millora la tolerancia a la glucosa i la
senyalitzacid hepatica de la insulina independentment dels nivells

intrahepatics de DAG o TAG (Hall [et al.], 2014).
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Els nostres resultats remarquen la importancia de continuar investigant

el paper d’aquestes especies lipidiques, en especial del 18:1 MAG.

6.3 CERAMIDES

La composici6 de ceramides presents al fetge apareix resumida

graficament en la figura 35:

- Comparant dietes, es poden observar canvis en els perfils lipidics
hepatics de diverses ceramides. La taula 15 mostra com tant el
grup control com la resta de grups de tractament van presentar
canvis estadisticament significatius en diverses espécies de
ceramides.

- En la dieta estandard, la figura 35 i la taula 14 mostren que el
grup de tractament ESTD-mixt va tenir el menor contingut de
ceramides; ara bé no es van observar diferéncies significatives
entre cap dels tractaments.

- Enla dieta HFHS, la figura 35 i la taula 15 mostren que els omega-
3 van disminuir els nivells de cinc espécies de les nou ceramides
determinades respecte al grup HFHS-control. Els polifenols van
augmentar els nivells de dues ceramides respecte al grup dels
omega-3 i, finalment, el grup HFHS-Mixt va ser el que més canvis
va presentar: de les nou espécies determinades, set espécies van
donar nivells significativament més alts respecte a algun dels

altres grups.
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En I'analisi de component principal (figura 36) podem observar que hi va
haver una amplia variacié entre individus en les dues dietes. Tot i aixi, els
diferents tractaments en la dieta HFHS defineixen millor un determinat
perfil quant a la composicié hepatica de ceramides, ja que cada
tractament estava diferenciat per un component principal diferent, fet

gue no es va observar en la dieta ESTD.

Figura 36. Ceramides: Analisi de component principal
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AGPlomega3 & Control 2
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Analisi de component principal: En el grafic superior cada punt representa individu, els diferents tractaments estan diferenciats per colors. En
correlacié amb els grafics superiors,en els grafics inferiors cada punt representa una espécie lipidica. Aquestes espécies lipidiques sén les que tenen
més pes dintre de cada tractament i per tant separen els tractaments per component principal.

La figura 37 representa la suma de totes les espécies de ceramides

trobades al fetge.
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Figura 37. Ceramides hepatiques totals
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Ceramides hepatiques totals: El grafic representa la totalitat de ceramides determinades en fetge en cada tractament .
La determinacio segons les arees sota el pic és adimensional.

Comparant dietes no es van trobar diferéncies estadisticament
significatives; tot i que els omega-3 amb una dieta hipercalorica
van disminuir les ceramides totals respecte una dieta estandard
amb omega-3.Entre tractaments, en la dieta ESTD, es va observar
una lleugera disminucié del contingut total de ceramides en els
tres tractaments respecte al control, sense diferéncies.

Comparant tractaments amb dieta HFHS, els omega-3 i els
polifenols van disminuir el contingut total de ceramides respecte
als grups HFHS-control i HFHS-mixt, sense diferencies

significatives.

Ara bé, en el cas de les ceramides resulta interessant analitzar les

especies una a una, ja que la bibliografia recent relaciona la llargada de la

seva cadena amb I'IR i I'SM. Les ceramides de cadena llarga (cer 18-20)

estan relacionades amb un agreujament de la resisténcia a la insulina en

fetge i amb les malalties cardiovasculars; mentre que les ceramides de

169



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada

Dipdsit Legal: T 1346-2015 RESULTATS I DISCUSSIO

cadena molt llarga (cer 20-25) estan relacionades amb un efecte
protector davant d’aquests dos trets de I'SM (Hage Hassan, Bourron, &

Hajduch, 2014; Turpin [et al.], 2014).

L’analisi de component principal en cada un dels tractaments (figura 38)
ens permet veure quin pes tenen aquetes especies de ceramides en cada

tractament en les dues dietes.

S’observa que, en general, la dieta HFHS engloba les ceramides de
cadena llarga/agreujants (marcades en vermell) i la dieta ESTD agrupa les

ceramides de cadena molt llarga/protectores (marcades en verd).

Aquest patrd general es va comprovar en tots els grups de tractament.
Sorprenentment, tots els tractaments control, omega-3 i polifenols en la
dieta HFHS contenien la majoria de ceramides agreujants i alguna de
protectora; pero en el tractament HFHS-Mixt aquesta petita aportacio de

les ceramides protectores desapareix.

Aix0 fa pensar que, tot i que puguem haver vist efectes protectors de la
barreja polifenols i AGPl omega-3 des del punt de vista bioquimic, en un
nivell més intern pot ser és un indicador dels efectes d’aquests
biocomponents a llarg termini, per aixo calen més estudis a llarg termini
per poder assegurar I'efecte sobre I'SM tant dels omega-3 com dels

polifenols en una dieta HFHS.
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7. ESTUDI HISTOPATOLOGIC

7.1 AORTA

Els resultats de les variables quantitatives analitzades en [l'aorta

apareixen reflectits en la taula 17.

TAULA 17. VARIABLES QUANTITATIVES ANALITZADES EN AORTA

Tractament

Control Omega3 Polifenols Mixt
DIETA VARIABLE Mitjana DE Mitjana ~ DE Mitana ~ DE Mitjana ~ DE p total
ESTD
Gruix de la paret (um) 964 + 23 103,1 £ 17 110,8 + 38 989 £ 11 0,458
Perimetre de l'aorta (mm) 31 £1 31 %1 311 331 0,775
Area de la llum (mm?) 490,8 + 394 6054 + 355 507,1 £ 202 5155 + 253 0,968
HFHS
Gruix de la paret (um) 1219 £ 25 101,5 + 16 108,2 + 13 101,5 £ 19 0,963
Perimetre de l'aorta (mm) 27 =1 29 1 331 32+1 0,849
Area de la llum (mm?) 562,1 + 420 3825 + 184 5946 + 291 6976 * 385 0,285
ESTD-HFHS P ) » »
Gruix de la paret 0,577 0,442 0,124 0,506
Perimetre de l'aorta 0,951 0,721 0,745 0,858
Area de la lum 0,655 0,946 0,423 0,397

Variables quantitatives analitzades en aorta: Els resultats s'expressen en mitjanes + (DE) desviaci6 estandard.

- No es van trobar diferéncies entre dietes en cap de les variables
estudiades (gruix de les parets, perimetre del vas i area de la llum).

- Tampoc es van observar en comparar tractaments.

En referéencia al gruix de les parets, tot i no observar diferéncies entre
dietes ni entre tractaments, es pot intuir un possible paper protector dels
tres tractaments, ja que mentre que el grup HFHS control va augmentar
els valors de gruix amb relacid al grup ESTD control, la resta de
tractaments van mantenir valors similars. El fet que no s’observessin
diferéncies significatives ni entre els perimetres ni entre les llums de les
aortes, és un indicador que les mostres d’aorta van ser extretes de la
mateixa zona i que, per tant, els possibles efectes en la resta de
parametres estudiats poden ser atribuits a la dieta o als tractaments i no

pas a la localitzacio del teixit.
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Els resultats de les variables categoriques es resumeixen en la figura 39,
en la qual se segueix una escala de color tipus semafor en qué el color
verd indica millor estat, seguit del taronja, que indica estat entremig, i
del vermell, que indica el pitjor estat. Aquests resultats s’expressen en
freqUéncies, és a dir, percentatge d’animals que van presentar la

variable.
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Figura 39. VARIABLES CATEGORIQUES ANALITZADES EN AORTA
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Variables categoriques analitzades en aorta: El s resultatss'expressen en frequéncies, ésa dir, en el percentatge
d'animals que van presentar la variable categorica.
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- Comparant dietes, les variables hipertrofia de nuclis i densitat es
van veure augmentades en la dieta HFHS, pero aquests augments
no van presentar diferencies estadisticament significatives. Pel
que fa al festonejat de les elastiques, és a dir, a la funcionalitat,
va ser una mica superior en la dieta HFHS que no pas en la dieta
ESTD, tot i que tampoc no es van observar diferencies.

- Entre tractaments, tant en la dieta ESTD com en la dieta HFHS,
les diferents variables no van donar lloc a diferéncies

estadisticament significatives.

7.2 FETGE

De la histologia del fetge es van obtenir dades del grau d’esteatosi (figura
40) i de la seva localitzacié (taula 18). En els dos casos els resultats estan

expressats en percentatge d’animals.

Figura 40. ESTEATOSI
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Esteatosi: El s resultats s'expressen en freqléncies, ésadir, en el percentatge d'animals gue van presentar la variable
categorica esteatosi.
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Taula 18. LOCALITZACIO DE L'ESTEATOSI

Tractament

DIETA VARIABLE Control Omega3 Polifenols Mixt
ESTD

Localitzacié no zonal (%) 0 0 0 0
HFHS

Localitzacié no zonal (%) 14 57 0 14

Localitzacié de I'estetosi: Els resultats s'expressen en frequéncies, és a dir, percentatge d'animals que van
presentar la variable categorica localitzacid no zonal

Pel que fa a I'esteatosi:

Comparant dietes es va observar esteatosi hepatica en les rates
alimentades amb la dieta HFHS, sobretot en els grups de
tractament suplementat amb AGPI omega-3, és a dir, HFHS-
omega-3 i HFHS-mixt. Tot i aixi, no es van veure diferéncies
estadisticament significatives.

Tampoc van apareixer diferencies entre tractaments en cap de

les dues dietes.

Amb relacié a la localitzacié de I'esteatosi:

Si comparem els dos grups de tractament suplementats amb
AGPl omega-3,(HFHS-omega-3 i HFHS-mixt) veiem com el
tractament HFHS-mixt, tot i presentar el mateix grau d’esteatosi
va donar lloc a una distribucié no zonal menor que el grup HFHS-

omega-3.

Shin [et al.] (2010) van demostrar que els polifenols presents en les

llavors de raim, entre ells les procianidines, tenen un efecte

hepatoprotector amb efectes antiinflamatoris, antifibrotics i antioxidants

(Shin [et al.], 2010).
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Segons els nostres resultats, també sembla que els polifenols tenen un
efecte protector davant del cimul de greix al fetge perquée el 100% dels
animals alimentats amb HFHS-polifenols van presentar el menor grau
d’esteatosi (figura 40) i una localitzacid d’aquesta menys perjudicial
(taula 18). La localitzacié no zonal de I'esteatosi és un indicador negatiu
de 'estat del fetge. En general |'esteatosi comenga amb una distribucié o
localitzacié periportal, que s’estén a localitzacié de tipus centrolobulillar i

acaba en una distribucid o localitzacié no zonal.

En cap dels tractaments es van observar cel-lules blanques (inflamacid),
fet que resulta estrany si 'esteatosi es troba ja amb una distribucié no
zonal. Aquest fet es podria explicar per I'accié tant dels AGPI omega-3
com de les procianidines sobre la inflamacié, ja que ambdds inhibeixen
I'activitat de les ciclooxigenases i disminueixen l'activacié del factor de
transcripcié NF-kB (Martinez-Micaelo [et al.], 2012). De fet, els resultats
dels marcadors d’inflamacié analitzats al fetge (taula 13), mostraven com
tots els tractaments disminuien els marcadors d’inflamacid en dieta ESTD
i com el TNFa també estava disminuit en la dieta HFHS pels tractaments

HFHS-omega-3 i HFHS-mixt.
7.3 RONYO

Les mostres de ronyd no es van veure afectades en cap dels nivells

analitzats.
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7.4 TEIXIT ADIPOS

Els resultats dels parametres estudiats en el teixit adipds apareixen

reflectits en la taula 19 la figura 41.

Taula 19. TEIXIT ADIPOS

Tractament

DIETA VARIABLE Control Omega3 Polifenols Mixt
ESTD Mida variable (%) 28 33 14 43
Presencia Macrofags(%) 14 17 14 29
Presencia Mastocits (%) 29 0 0 o]
HFHS Mida variable (%) o] 14 29 29
Presencia Macrofags(%) 86 57 71 57
Presencia Mastocits (%) 0 29 0 0

Teixit adipos: Els resultats s'expressen en freqiiéncies, és a dir, percentatge d'animals que van presentar la variable categorica.

No es van observar diferencies significatives en cap de les variables
estudiades, ni entre dietes ni entre tractaments. De totes maneres, si que

es van observar canvis depenent de la dieta i del tractament seguit:
7.4.1. Mida variable

- Comparant dietes el percentatge d’animals que va presentar
mida variable en els adipocits va ser més alt en rates alimentades
amb dieta ESTD que no pas amb dieta HFHS.

- Entre tractaments en la dieta ESTD es va observar més
variabilitat en els grups omega-3 i mixt.

- Entre tractaments en la dieta HFHS hi va haver més variabilitat en
el cas dels dos grups que incorporaven polifenols (HFHS-

polifenols i HFHS-mixt).

7.4.2. Macrofags
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- Comparant dietes el percentatge d’animals que va presentar
macrofags en els adipocits va ser més alt en rates alimentades
amb dieta HFHS que no pas amb dieta ESTD.

- En els grups amb dieta ESTD hi va haver més preséncia de
macrofags en el tractament ESTD-mixt. En els grups amb dieta
HFHS la preséncia més gran de macrofags es va donar en el grup

HFHS-control.

7.4.3. Mastocits

- Comparant dietes el percentatge d’animals que va
presentar mastocits en els adipocits va ser similar.

- Entre tractaments en la dieta ESTD, I'Gnic tractament que
va presentar mastocits va ser el tractament ESTD-control.

- Entre tractaments en la dieta HFHS, I'Gnic tractament que

va presentar mastocits va ser el tractament HFHS-omega-3.
7.4.4. Inflamacié

Com que té més categories que la resta de variables, la inflamacio del

teixit adipds es presenta a la figura 41.
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Figura 41. INFLAMACIO TEIXIT ADIPOS
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Inflamacié del teixit adipds: El s resultats s'expressen en frequiéncies, és a dir, en el percentatge d'animals que van
presentar La variable categorica.

- Comparant dietes, la dieta que va presentar més percentatge
d’inflamacié en general va ser la dieta HFHS.

- Entre tractaments en la dieta ESTD, els dos tractaments que no
presentaven inflamacié van ser els que incloien polifenols (ESTD-

polifenols i ESTD-mixt).

L'Unic tractament que no va mostrar inflamacié va ser el tractament

HFHS-mixt en el grup amb dieta hipercalorica.
7.5 VALORACIO GLOBAL

Els resultats de I'anatomia patologica no mostren alteracions descrites en
I'entitat de I'SM, com poden ser densitat de les parets aortiques
disminuides, fetge gras, disfuncié del teixit adipds o alteracions renals
com la hipertrofia glomerular. S’ha de tenir en compte que les

alteracions descrites en I’'SM solen tenir lloc en processos avancats del
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guadre clinic. En els nostre cas, no estem davant d’una afectacié clara
d’SM sind en un estat previ i, en aquest sentit, els parametres

d’histopatologia estudiats reforcen aquesta idea.
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L’estudi dels diferents bicomponents de la dieta que poden actuar, tant
des del punt de vista preventiu com d’intervencid nutricional, sobre
I’entitat clinica coneguda com SM és essencial. Aixi doncs, I'objectiu
principal d’aquest treball és avaluar I’efecte de I'enriquiment amb els
biocomponents AGPlI omega-3 i polifenols en rates alimentades amb

una dieta rica en greixos i sucres.

La font d’obtencié d’aquests dos bicomponents ha estat d’origen mari en
el cas dels AGPI omega-3 (EPA i DHA) i provinents de les llavors del raim
en el cas dels polifenols (proantocianidines). Els dos s’han estudiat de
manera individual i de manera conjunta en una dieta equilibrada (dieta
ESTD) i en una dieta amb elevat contingut de greix i de sucre (dieta
HFHS), per poder discernir les accions individuals i les accions conjuntes,
tant pel que fa a prevencié com millora dels parametres relacionats amb

I'SM.

El model animal escollit va ser la rata Wistar Kyoto, un model sa, que va
ser alimentat amb una dieta HFHS, com a possible mecanisme per induir
I’'SM. La via d’administracié dels biocomponents estudiants d’eleccié va

ser la via oral amb consum de pinso enriquit.

Existeixen diferents models animals per a I'estudi de I'SM. Els animals
modificats genéticament, concretament amb vies de la leptina no
funcionals, sén apropiats per a l'estudi de I'SM, ja que la patologia
desenvolupada per aquests animals és bastant similar al que passa en els
éssers humans, sobretot quan la hipertensié arterial hi esta implicada.
No obstant aix0, la resisténcia a la leptina en éssers humans poques

vegades és a causa d'una mutacié del gen. Aquesta diferéncia podria

185



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTE DELS ACIDS GRASSOS OMEGA-3 D'ORIGEN MARf I ELS POLIFENOLS SOBRE LA SINDROME
METABOLICA EN RATES.

Nuria Taltavull Anglada

Diposit Legal: T 1346-2015 DlchSSlO GLOBAL

limitar el valor d’aquests models. També cal remarcar que en els models
animals modificats geneticament, a diferéncia dels éssers humans, la
resisténcia a la leptina és irreversible. Aixi doncs, els models d’'SM
induida per una dieta alta en greixos sén més representatius de la
patogénesi de la sindrome humana (Fellmann, Nascimento, Tibirica, &

Bousquet, 2013).

Segons la metanalisi duta a terme per Lorente-Cebrian [et al.] (2013),
I'efecte dels omega-3 sobre [I'obesitat, I'SM i les malalties
cardiovasculars, depen del disseny experimental realitzat. Aixi, una de les
limitacions dels estudis relacionats amb omega-3 i la seva implicacié a
I’SM sén les marcades diferencies en els dissenys experimentals; tant pel
que fa la durada, com al tipus d’intervencid,caracteristiques de la
poblacié d’estudi, dosis administrades com la inclusié o no de variables
importants com I'exercici fisic o la ingesta energética total (Lorente-

Cebrian [et al.], 2013).

En aquest sentit, el nostre disseny experimental és un dels punts forts
d’aquest treball. Pel que fa a la durada, la induccié per mitja de la dieta
de I’'SM en models animals varia de 2 a 18 setmanes (Aydin [et al.],
2014). En el nostre experiment la durada de la intervencio es va allargar

fins a les 25 setmanes.

La quantitat d’AGPI omega-3 administrats es va calcular en funcié de les
recomanacions establertes per I'EFSA: 250 mg d’omega-3/dia per a
éssers humans. En aquest experiment es van administrar 72 vegades les
dosis recomanades, ja que la ingesta de greixos requerida per induir

anormalitats metaboliques és més gran en els rosegadors que en els
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éssers humans, perque els rosegadors sén menys sensibles al

desenvolupament de trastorns metabolics (Fellmann [et al.], 2013).

La proporcié entre la quantitat d’EPA i DHA en el suplement va ser la 1:1.
Segons els estudis previs del nostre grup, aquesta proporcié és la més
adient amb relacié a la millora dels marcadors de risc cardiovascular,
estrés oxidatiu i alteracions histologiques en I’'SM (Lluis [et al.], 2013;

Molinar-toribio [et al.], 2015; Taltavull [et al.], 2014).

Finalment, les procianidines s’han classificat com els composts fenolics
amb una biodisponibilitat més gran (Fraga & Oteiza, 2011). Alguns
estudis d’intervencié en models animals reforcen I'administracié de dosis
de procianidines entre 25-50 mg/kg/dia per demostrar el seu efecte
sobre alteracions metaboliques (Caimari [et al.], 2012; Montagut [et al.],
2010). D’altra banda, estudis de cohorts realitzats en éssers humans
demostren com fins i tot quantitats relativament petites d'aliments rics
en procianidines poden ser beneficioses per disminuir el risc per
desenvolupar malalties cardiovasculars i disminuir la mortalitat. En

aquest estudi es va considerar la dosi 13 mg/kg /dia.

El nostre primer objectiu secundari va ser definir I’entitat SM en les
rates intervingudes. Com s’ha vist en I'apartat de resultats, aquesta
induccié amb la dieta rica en greixos i sucres ha donat lloc a un estadi
primerenc de I'SM (figura 26), ja que, tot i la durada de I'estudi de 25
setmanes, vam poder observar pocs canvis en els criteris de definicio de
I’'SM. Existeixen pocs estudis sobre els primers nivells d’SM, pero s’han
descrit riscos i comorbiditats associades que reforcen la necessitat

d’estudiar el quadre clinic en aquests estadis previs. Per exemple, Park
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[et al.] (2015) va associar I'SM amb |'aterosclerosi subclinica i amb I'alt
risc d'esdeveniments cardiacs. Un altre exemple recent és |'estudi de
Hasemipour (2015), en el qual es relaciona la insulinoresistéencia amb
I’'SM, encara que els individus presentin pes normal (Hashemipour [et
al.], 2015). Aquestes troballes suggereixen la importancia de reduir les

condicions metaboliques desfavorables en individus asimptomatics.

L’analisi dels diferents parametres establerts en el diagnostic de I'SM va
permetre observar que el tractament mixt d’AGPI omega-3 i polifenols
després de la ingesta continuada d’una dieta HFHS, ddéna una afectacio
inferior d’aquesta entitat clinica, ja que aquest tractament només va
presentar la disminucid del colesterol HDL com a parametre negatiu. La
resta de tractaments (AGPI omega-3, polifenol i control) donaven tres

parametres alterats negativament, com a minim.

Els nostres resultats també van permetre observar com aquest
tractament mixt augmentava la sacietat, aportava més capacitat
antioxidant total en el plasma, evitava I'augment de pes i el caimul de
greix, disminuia els TG plasmatics, proporcionava millors valors de la
ratio TG/HDL i disminuia la glicosilacié de I’'Hb, comparat amb la resta de

pinsos.

El segon i tercer objectiu secundaris feien referéncia a I’estrés oxidatiu i
la relacié amb I’'SM, d’una banda, mesurar els diferents biomarcadors
d’estreés oxidatiu relacionats amb I’'SM i, d’altra banda, relacionar I'SM i

I’estres oxidatiu amb els biocomponents afegits a les dietes.

Existeix una relacié directa entre la capacitat antioxidant ingerida amb la

dieta i la capacitat antioxidant plasmatica total (Georgoulis [et al.], 2015;
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Narmaki [et al.], 2015). De fet, la modificacid de I'estil de vida per pal-liar
els factors de risc associats a I'SM és la primera linia terapéutica pels
pacients que no es troben en elevat risc de patir alguna malaltia
cardiovascular (Lopez-Huertas, 2012). El nostre experiment va mostrar
que l'addici6 de compostos augmentava la capacitat antioxidant total
(expressada en valors d’ORAC) en la dieta; pero aquest increment no es
va reflectir en els biomarcadors classics d’estrés oxidatiu ni a la sang ni al
fetge. Cal recalcar la gran capacitat homeostatica de I'organisme, en el
sentit que, perque s’arribi a un estat d’estres oxidatiu, aquesta capacitat

ha d’haver estat sobrepassada durant molt de temps (B. Halliwell, 2007).

Ara bé, els valors d’'ORAC estaven incrementats en alguns grups, cosa que
reforga la idea que aquest métode és valid perquée dona una idea general
de I'efecte antioxidant dels tractaments. En la dieta HFHS, 'ORAC en el
tractament mixt va augmentar la capacitat antioxidant total mentre que
el tractament omega-3 la va disminuir; per tant, afegir polifenols evita la
disminucié produida pels omega-3. La disminucié de 'ORAC per part dels
AGPl omega-3 podria estar donada per la seva tendéncia a la peroxidacio
(Lluis [et al.], 2013; Venarucci [et al.], 1999), la qual ddna lloc a I'augment
d’especies reactives de I'oxigen. Aquesta disminucié de la capacitat
antioxidant total s’observa en la dieta HFHS. Per tant, el paper dels
omega-3 com a protectors en una dieta estandard no es descarta. Ara bé,
segons aquest treball, el seu paper com a pal-liants de I'EO després del
seguiment d’una dieta amb elevat contingut de greix i sucre és

gliestionable.

Definir el perfil lipidic hepatic era el nostre quart objectiu. El fetge gras

no alcoholic (NAFLD) s’ha considerat una manifestacié hepatica de I'SM
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(Cahova [et al.], 2012). De fet, s’ha vist que la prevalenca de NAFLD
augmenta de 10-80% en individus obesos, 26-58% en individus amb
dislipeémia, de 35-90% en individus amb diabetis mellitus tipus 2 i de 30-

56% en individus amb hipertensié (Tarantino, 2014).

En el nostre experiment, els fetges no van mostrar afectacié des del punt
de vista histopatologic; és a dir, els fetges de les rates alimentades amb
dieta HFHS no es podien classificar com a fetges grassos; perd en
determinar la composicid lipidica hepatica vam poder observar com tant
les diferents dietes com els diferents tractaments en cada dieta donaven

lloc a perfils lipidics hepatics diferents.

Darrerament, s’"ha donat gran importancia als mediadors lipidics al fetge
per la relacié que tenen amb la insulinoresisténcia hepatica i amb les
malalties cardiovasculars (Hage Hassan [et al.], 2014; Samuel & Shulman,
2012). Relacionant-los, per tant, amb altres alteracions metaboliques
desencadenades com I’'SM. Els mediadors lipidics més estudiats sén els
diacilglicerols (DAG) i les ceramides. Tant uns com les altres poden actuar
sobre diferents vies relacionades amb la insulinoresistencia al fetge

(Jornayvaz & Shulman, 2012).

La identificacid i la validacié de biomarcadors lipidics pot ser atil en la
practica clinica per millorar la quantificacié del risc de malaltia i la
identificacié primerenca de la sindrome (Meikle & Christopher, 2011).
Tenint en compte que l'estudi s’ha realitzat en estadis primerencs de
I’'SM, en aquest treball plantegem la determinacié de DAG i CER com a
biomarcadors primerencs d’insulinoresisténcia des del punt de vista

hepatic, els quals poden tenir rellevancia clinica. D’una banda, perquée
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hem demostrat com el tractament mixt que millora I'SM primerenca
també millora els nivells d’aquests biomarcadors en una dieta estandard.
D’altra banda, per la possibilitat d’'una determinacié clinica senzilla: un
estudi recent conclou que fins al 60% dels canvis en la composicid lipidica
del fetge poden ser monitorats mitjangant una analisi de serum, entre les

quals els de les ceramides (Eisinger [et al.], 2014).

Finalment, com a cinqué objectiu ens vam proposar relacionar les

diferents espécies lipidiques determinades amb I’entitat SM.

Com hem comentat al llarg del treball, |a fisiopatologia d’SM s’explica per
mitja d’una série d’afectacions encadenades entre si. Aquest primer graé
és l'augment del greix. A mesura que el greix va substituint la glucosa
com a substrat energetic en els teixits, el pancrees respon augmentant la
secrecié d’insulina, la qual acabara donant lloc a una glucosa basal i

postprandial alterada i a un estadi d’hipertensio arterial.

Pero I'evidéncia indica que algunes vegades, tot i la sensibilitat de les
cél-lules Beta pancreatiques, la glucémia postprandial i basal poden
aguantar inalterades fins i tot anys (Hamaguchi [et al.], 2012; Tarantino,
2014). Per aquest motiu, Tarantino i Finelli (2014) proposen modificar els
criteris diagnostics de I'SM, canviant el criteri de glucosa basal alterada
per fetge gras no alcoholic o algun altre parametre que defineixi millor la
resisténcia a la insulina. Els nostres resultats reforcen aquesta hipotesi,
de manera que les especies lipidiques determinades al fetge poden ser

un bon indicador de l'inici i progrés de I'SM.

Tot i que l'estudi ha estat adequat, també presenta una serie de

limitacions que caldra tenir en compte en futurs estudis:
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Com a primera limitacid cal comentar la durada de I'experiment. Tot i ser
un temps forca llarg, 25 setmanes, no ha estat suficient per aconseguir la
induccié de I'SM en rates sanes, en el sentit que ha induit un estadi previ

de I'entitat clinica.

També hem considerat una limitacio la produccié propia dels pinsos en el
laboratori. En introduir un contingut de greix, els pelets resultants van
ser de consisténcia tova. Tenint en compte la natura rosegadora del
model animal, potser el pinso administrat no tenia la textura adequada
per afavorir un consum elevat. Per tant, caldria estudiar i millorar el
procés d’elaboraciéo de cara a futurs estudis per acabar induint prou
alteracions metaboliques a les rates i aixi estudiar I'SM induida per la

dieta.

Finalment cal recalcar que, tot i que els models murins serveixin per a
I’estudi de la majoria d’alteracions metaboliques degudes al consum de
dietes amb elevat contingut de greix i sucre, hi ha estudis cientifics que
remarquen la gran diferéncia amb relacié al metabolisme del colesterol
entre models murins i humans (Santos-Gallego, Badimon, & lbafez,
2013). Davant d’aquestes evidéncies, cal plantejar-se si els rosegadors
son els millors models per a I'estudi del perfil lipidic, concretament pel

que fa als diferents tipus de colesterol (Santos-Gallego [et al.], 2013).
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1. Laingesta de 57 kcal/dia d’una dieta HFHS durant 25 setmanes
indueix un estadi primerenc d’'SM en rates Wistar Kyoto.

2. Enun estadi primerenc d’SM el tractament mixt d’AGPl omega-3
i polifenols déna lloc a una menor afectacié d’aquesta entitat
clinica.

3. Enun estadi primerenc d’SM, el tractament mixt d’AGPI omega-3
i polifenols augmenta la sacietat, disposa de més capacitat
antioxidant total, evita I'augment de pes i el camul de greix,
disminueix els TG plasmatics, proporciona millors valors de la
ratio TG/HDL i disminueix la glicosilacié de ’hemoglobina, en
comparacié amb els altres tractaments.

4. Enun estadi primerenc d’SM, el tractament amb AGPl omega-3
disminueix els nivells de colesterol total i de colesterol LDL i evita
la insulinoresistencia provocada per la dieta HFHS estandard.

5. Enun estadi primerenc d’SM el tractament polifenols millora la
pressio sistolica, disminueix els nivells de colesterol total i
colesterol LDL.

6. L'estadi primerenc de I'SM no afecta els biomarcadors classics
d’estrés oxidatiu: SOD, CAT, i GR ni a la sang ni al fetge. Al fetge
tampoc s’afecta el sistema glutatid; pero si que augmenta
I’enzim Gpx eritrocitari independentment del tractament seguit.

7. Laingesta d’AGPI omega-3 en una dieta HFHS disminueix la
capacitat antioxidant total del plasma i la ingesta del tractament
mixt la normalitza. En rates HFHS el tractament mixt proporciona
valors de capacitat antioxidant total més elevats.

8. L’estadi primerenc de I'SM no afecta els biomarcadors hepatics
d’inflamacid: PCR, TNFa. i ICAM-1. Els tractaments mixt i omega-3
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10.

11.

12.

13.

14.

milloren els valors del marcador TNFa en els dos tipus de dieta
amb relacié als grups control.

Una SM primerenca no provoca les seglients alteracions
histopatologigues: esteatosi i inflamacié hepatica, funcionalitat
de I'aorta, morfologia i inflamacié del teixit adipds i morfologia i
inflamacid renal.

La ingesta de 57 kcal/dia d’una dieta HFHS durant 25 setmanes fa
variar el perfil lipidic hepatic. Aquest perfil també varia en funcié
del tractament seguit.

Les ceramides i els DAG sén biomarcadors primerencs
d’insulinoresistencia hepatica.

El consum d’una dieta HFHS augmenta el contingut de TAG al
fetge. El tractament amb AGPI omega-3 millora aquest cimul en
una dieta estandard, pero I'empitjora en una dieta HFHS.

El consum d’una dieta HFHS augmenta el contingut de ceramides
al fetge. El tractament amb AGPI omega-3 tendeix a disminuir els
nivells totals de ceramides hepatiques.

El tractament mixt millora el perfil lipidic hepatic: TAG, DAG i
ceramides en una dieta estandard. Després de la ingesta d’una
dieta HFHS durant 25 setmanes, el tractament mixt millora els
TAG hepatics pero empitjora DAG i ceramides.
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