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RESUMEN GRÁFICO 

 

 

 

PUNTOS A RESALTAR 

• Los linfocitos T CD4+, como Th1, Th2, Th17 y T reguladores se encuentran 

incrementados en sangre periférica de personas con obesidad. 

• Los linfocitos T reguladores presentan disminuida la capacidad supresora de la 

proliferación celular, asociado con alteraciones en la función mitocondrial en sujetos 

con obesidad. 

• La suplementación con ácidos grasos omega-3: EPA y DHA disminuyó la proporción 

de Th1, Th2 y Th17 en sangre periférica de personas con obesidad 

• La suplementación con ácidos grasos omega-3: EPA y DHA mejoró marcadores de 

función mitocondrial, específicamente la capacidad de reserva respiratoria, lo que se 

asoció con un incremento en la capacidad supresora de la proliferación celular. 

• La suplementación con ácidos grasos omega-3: EPA y DHA mejoró la concentración 

plasmática de citocinas inflamatorias y marcadores metabólicos 
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RESUMEN 

Antecedentes: En la obesidad se presenta un estado inflamatorio crónico de bajo grado y 

sistémico, el cual se caracteriza por un incremento de linfocitos T CD4+ efectores en sujetos 

con obesidad. Los ácidos grasos (AG) omega-3: eicosapentaenoico (EPA) y 

docosahexaenoico (DHA) han mostrado un efecto antiinflamatorio que podría modular las 

alteraciones inflamatorias y metabólicas en la obesidad.  

Objetivo: Determinar el efecto de la suplementación con AG omega-3: EPA y DHA sobre la 

expresión de marcadores y la proporción circulante de los linfocitos T CD4+ y sobre 

parámetros inflamatorios y metabólicos de pacientes con obesidad 

Metodología: Este es un estudio prospectivo en el que se incluyeron participantes con 

obesidad (IMC ≥35 kg/m2) y sujetos normopeso (IMC entre 18.5 y 24.9 kg/m2) que 

llamaremos grupo control. Este estudio se conformó de dos ensayos clínicos, en el primero 

se reclutaron 12 mujeres con obesidad y 12 sin obesidad que recibieron 4.8 g/d de EPA y 

DHA por 3 meses y un mes sin intervención, y se evaluó la expresión de genes de linfocitos 

T CD4+ (TBX21, INF-, GATA3, IL4, FOXP3, IL10, TNFA y IL6) por q-PCR de forma 

mensual. En el segundo ensayo clínico se reclutaron 8 mujeres normopeso y 15 con obesidad, 

solo el grupo con obesidad recibió 5.2 g/d de EPA y DHA por 2 meses. Se evaluó la 

proporción circulante de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ por citometría de flujo. Se 

determinó la funcionalidad y la bioenergética de los linfocitos Treg, mediante un ensayo de 

supresión de la proliferación celular mediado por Treg y por un analizador de flujo 

extracelular, respectivamente. En ambas cohortes se determinaron parámetros metabólicos 

(perfil de lípidos, glucosa, insulina, índice HOMA-IR) e inflamatorios en plasma (factor de 

necrosis tumor alfa (TNF-, interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10, TGF-, leptina, adiponectina). 

Resultados: En el primer ensayo clínico se observó que la expresión de todos los genes de 

linfocitos T CD4+ evaluados fue mayor en el grupo con obesidad comparado con el grupo 

control, lo cual disminuyó desde el primer mes de tratamiento y durante el estudio. En la 

segunda parte del estudio, se observó mayor proporción de las subpoblaciones de linfocitos 

T CD4+ en el grupo con obesidad al comparar con el grupo control, que disminuyeron 



8 

 

después de 1 mes de suplementación con EPA y DHA, excepto la proporción de Treg, que no 

cambió. La funcionalidad de las células Treg se encontró significativamente disminuida en 

el grupo con obesidad al comparar con el grupo control, lo cual se relacionó con alteraciones 

en la bioenergética de las células Treg. La suplementación por dos meses con EPA y DHA 

mejoró la funcionalidad y la bioenergética de las células Treg. Los parámetros inflamatorios 

(IL-6 y TNF-) y metabólicos (insulina, HOMA-IR y triglicéridos) mejoraron con la 

suplementación en el grupo con obesidad.  

Conclusión: La suplementación con EPA y DHA mejoró el estado metabólico e inflamatorio 

de pacientes con obesidad, mediante la disminución de la proporción circulante de linfocitos 

T CD4+ y mediante el incremento de la funcionalidad de Treg a través de una mejora en la 

bioenergética de estas células, sin pérdida de peso ni cambios en el estilo de vida. 
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ABSTRACT 

Background: Obesity is complicated with chronic systemic low-grade inflammation, which 

is characterized by an increase in effector CD4+ T lymphocytes including regulatory T cells 

(Treg). Omega-3 fatty acids (FA): eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acid 

have shown an anti-inflammatory effect, that may modulate inflammatory and metabolic 

alterations in obesity. 

Objective: To determine the effect of omega-3 FA: EPA and DHA supplementation on the 

expression of markers and proportion of CD4+ T lymphocytes and plasma inflammatory and 

metabolic markers in patients with obesity. 

Methods: This is a prospective study that included participants with obesity (BMI >35 

kg/m2) and with normal weight (BMI 18.5 – 23.9 kg/m2). This study consisted in two clinical 

trials, the first one included 12 women with obesity and 12 with normal weight (control 

group), who received 4.8 g/d of EPA and DHA for 3 months and one month without 

intervention, the evaluation of mRNA expression of CD4+ T lymphocyte genes (TBX21, 

IFNG, GATA3, IL4, FOXP3, IL10, TNFA, IL6) by q-PCR was performed monthly. In the 

second clinical trial, included 8 women without obesity and 15 with obesity, only the group 

with obesity received 5.2g of EPA and DHA supplementation for 2 months. The proportion 

of circulating T CD4+ lymphocyte subsets by flow cytometry were determined, and the Treg 

function and bioenergetics were evaluated by Treg-mediated suppression of cell proliferation 

assay and by an extracellular flux analyzer, respectively. Metabolic (lipid profile, glucose, 

insulin, and HOMA-IR) and inflammatory (tumoral necrosis factor alfa (TNF-), interleukin 

(IL) IL-6, IL-8, leptin, and adiponectin) markers were determined in both phases of the study. 

Results: In the first clinical trial, we observed higher expression of genes of CD4+ T 

lymphocytes in the group with obesity, which decreased from the first month of treatment 

and during the study. In the second clinical trial, there was a higher proportion of CD4+ T 

lymphocyte subsets compared with the control group, there was a significant decrease of Th1, 

Th2 and Th17, but not Treg after one-month of EPA and DHA supplementation. The Treg 

proliferation suppressor capacity was decreased in the group with obesity compared with the 

control group, which was related with the alteration in Treg bioenergetics in the group with 

obesity. After 2-month supplementation with EPA and DHA, we observed a tendency to 
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increase the Treg proliferation suppressor capacity which was accompanied by the 

improvement in Treg bioenergetics. The improvement of inflammatory (IL-6 and TNF-) 

and metabolic (insulin, HOMA-IR and triglycerides) was observed at the first month and 

during the EPA and DHA supplementation in both groups. 

Conclusion: The supplementation with EPA and DHA improved metabolic markers and 

modulated inflammation by decreasing the proportion of effector CD4+ T lymphocytes and 

inflammatory cytokines and increased Treg function by improving their bioenergetics in 

patients with obesity without weight loss of lifestyle changes.  

  



11 

 

 1.0. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Obesidad y estado inflamatorio de bajo grado 

Se ha descrito que en la obesidad se presenta un estado inflamatorio sistémico crónico de 

bajo grado caracterizado por niveles altos de proteínas proinflamatorias en plasma como 

leptina, interleucina (IL)-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) (Ellulu et al., 

2017). Asimismo, existe un incremento de leucocitos (Bonaccio et al., 2016; Purdy & 

Shatzel, 2021), principalmente de linfocitos T, los cuales se clasifican en T CD4+ también 

llamados T cooperadores o T helper (Th) y T CD8+ o T citotóxicos. El incremento de 

linfocitos observado en la obesidad es debido a los linfocitos T CD4+ (Van Der Weerd et al., 

2012). 

Los linfocitos T CD4+ abarcan distintas subpoblaciones (Figura 1), entre ellas se encuentran: 

los linfocitos Th1 que se caracterizan por expresar el factor de transcripción maestro T-box 

(TBX21) y sintetizar principalmente interferón gamma (INF-); los linfocitos Th2 que se 

caracterizan por expresar el factor de transcripción maestro GATA3 y sintetizar 

principalmente IL-4; los linfocitos Th17 que se caracterizan por expresar el factor de 

transcripción maestro ROR-t y producen principalmente IL-17; y los linfocitos T 

reguladores (Treg) que se caracterizan por expresar el factor de transcripción maestro FOXP3 

y liberar citocinas como IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-) (Travers 

et al., 2015). Los linfocitos Th1 y Th17 son considerados efectores por participar en procesos 

principalmente inflamatorios, en el caso de los linfocitos Th2 se consideran efectores por su 

papel en las reacciones alérgicas (Figura 1).   

Los linfocitos T CD4+ tienen un papel importante en el estado inflamatorio del tejido adiposo 

en la condición de obesidad. Se ha descrito que la subpoblación Th1 promueve el 

reclutamiento y activación de macrófagos con fenotipo inflamatorio (M1) a través de la 

síntesis de INF-. Los linfocitos Th2 promueven la polarización de macrófagos a fenotipo 

anti-inflamatorio (M2) mediante la síntesis de IL-4. En cuanto al papel de los linfocitos Th17, 

no se ha descrito en tejido adiposo, sin embargo, el incremento de linfocitos Th17 en tejido 

adiposo se relaciona con el incremento de IL-6 (Nyambuya et al., 2019), en circulación, el 

incremento de Th17 se relacionó con alteraciones metabólicas asociadas con la obesidad 
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(Artemniak-Wojtowicz et al., 2022). Los linfocitos Th2 y Treg regulan el proceso 

inflamatorio, mientras que las células Th1 y Th17 son células con actividad proinflamatoria 

(Nyambuya et al., 2019; Purdy & Shatzel, 2021). En conjunto, los linfocitos T CD4+ y sus 

subpoblaciones celulares, juegan un papel importante en el desarrollo de resistencia a la 

insulina, diabetes y síndrome metabólico (Ahmed et al., 2021). El estado inflamatorio crónico 

de la obesidad, se caracteriza por el incremento de linfocitos T CD4+, lo cual podría tener 

relación con alteraciones en la regulación inmunológica, la cual se encuentra en gran parte 

mediada por los linfocitos Treg (Han & Levings, 2013). 

 

Figura 1. Subpoblaciones de linfocitos T CD4+. Dentro de la célula se muestra el factor de transcripción maestro de cada 

subpoblación, los círculos más pequeños ilustran las citocinas que cada subpoblación sintetiza de forma principal. Lo 

linfocitos Th1, Th2 y Th17 se consideran linfocitos efectores y la vía metabólica preferencial por la cual obtienen energía 

es a través de la glucólisis. Los linfocitos T reguladores (Treg) son linfocitos con función antiinflamatoria y utilizan 

principalmente la fosforilación oxidativa (OXPHOS) para alcanzar su demanda energética. 

 

1.2. Linfocitos T reguladores en presencia de obesidad 

Los linfocitos Treg contribuyen en la regulación de la inflamación, se caracterizan por 

expresar el factor de transcripción de la familia forkheard p3 (FOXP3) y por la alta expresión 

de la cadena α del receptor de IL-2 (CD25+). Por lo que sus marcadores característicos de 

esta subpoblación son (CD4+ CD25+FOXP3+). Los linfocitos Treg pueden suprimir la 

respuesta de distintas células incluyendo linfocitos B, células natural killer (NK), células 

dendríticas, monocitos, linfocitos CD4+ efectores y CD8+ mediante diferentes mecanismos. 
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Se ha descrito que modulan células presentadoras de antígeno mediante la expresión de la 

molécula de inhibición llamada linfocito T citotóxico asociado a antígeno 4 (CTLA-4); por 

otra parte mediante la síntesis de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, TGF-, contribuye 

a limitar los procesos inflamatorios; asimismo, la captación de IL-2 a través del receptor de 

IL-2 de las Treg limita la proliferación de linfocitos T CD4+ efectores y por último, uno de 

los mecanismo de supresión más importantes incluye el contacto célula a célula, de esta 

manera inducen apoptosis de linfocitos efectores mediante la síntesis de granzimas y 

perforinas (Schmidt et al., 2012). 

En modelo murino se ha descrito una disminución en la cantidad de linfocitos Treg 

infiltrantes en tejido adiposo con obesidad (Chen et al., 2013). En humanos, la evidencia no 

es concluyente, algunos reportes muestran que la cantidad de linfocitos Treg se encuentra 

disminuida en tejido adiposo de pacientes con obesidad mórbida secundario a un incremento 

de Th1 y de IFN- (Bradley et al., 2022); y en sangre periférica de pacientes con obesidad 

considerada por los autores como índice de masa corporal (IMC) superior a 27 kg/m2 (Wagner 

et al., 2013). Mientras que otros reportes, describen un incremento en la expresión de 

marcadores de linfocitos Treg en tejido adiposo visceral y subcutáneo de pacientes con 

obesidad mórbida (Travers et al., 2015; Zeyda et al., 2011), así como en sangre periférica 

(Gómez F, 2011; Van Der Weerd et al., 2012). No se conoce el motivo de estas 

inconsistencias, sin embargo, es posible que la cantidad de linfocitos Treg dependa del grado 

de obesidad del sujeto, sin embargo, se requieren más estudios que permitan dilucidar, en 

humanos, la proporción de Treg en distintos niveles de IMC. 

Se ha sugerido que la obesidad y la resistencia a la insulina podrían suprimir la diferenciación 

de linfocitos Treg o bien podrían alterar la función estas células (Feuerer et al., 2009), sin 

embargo, se requieren más estudios que contribuyan a dilucidar la cantidad y función de Treg 

en personas con obesidad. 

1.3. Metabolismo y función de los linfocitos Treg  

Las vías metabólicas activas a través de las cuales los linfocitos alcanzan su requerimiento 

energético son cruciales en su activación, función y fenotipo (Palmer et al., 2015). El 

metabolismo de los linfocitos T CD4+ efectores como Th1, Th2 y Th17 es preferentemente 

glucolítico (Palmer et al., 2015), mientras que los linfocitos Treg dependen del metabolismo 



14 

 

oxidativo (Newton et al., 2016), es decir, la fosforilación oxidativa (OXPHOS), la cual les 

permite mantener un fenotipo y función reguladora y supresora de inflamación (Breda et al., 

2019). La activación de vías oxidativas en las células Treg es mediada por FOXP3 del cual 

depende la sobreexpresión de los complejos mitocondriales incluyendo el complejo V 

mitocondrial o ATP sintasa, para producir más ATP (Howie et al., 2017). Sin embargo, 

también se ha descrito que la activación de los complejos mitocondriales III y IV en la 

OXPHOS está involucrado específicamente en la generación de Treg (Yin & O’Neill, 2021). 

1.4. Ácidos grasos omega-3 sobre la inflamación 

Los AG omega-3 son ácidos grasos poliinsaturados, que tienen su primer doble enlace en el 

carbono 3 de la nomenclatura omega. El ácido alfa linolénico (ALA) (18:3n-3) es un AG 

omega-3, es esencial ya que debemos obtenerlo de la dieta, el ser humano no tiene las 

desaturasas para sintetizarlo. De ALA  derivan el ácido eicosapentaenoico (EPA) (20:5n-3) y 

el ácido docosahexaenoico (DHA) (22:6n-3). Los ácidos grasos EPA y DHA se definen como 

dos tipos de ácidos grasos de la serie omega-3 de cadena muy larga, 20 carbonos con 5 

insaturaciones en el caso de EPA y 22 carbonos con 6 insaturaciones en el caso de DHA. EPA 

y DHA han mostrado efectos antiinflamatorios (Kavyani et al., 2022; Schweitzer et al., 2021).  

El efecto antiinflamatorio de los AG omega-3 es en parte mediado por la generación de 

mediadores lipídicos resolutivos (SPM) como resolvinas (Rv) de la serie E (RvE1 a 4) las 

cuales proceden de EPA, mientras que las Rv de la serie D (RvD1 a 6) se sintetizan a partir 

de DHA (Chiang & Serhan, 2020). Los SPM se sintetizan a partir de al menos dos reacciones 

de oxigenasas como ciclooxigenasa o lipoxigenasa, sin embargo, la capacidad de los 

leucocitos de producir SPM es muy baja (Schebb et al., 2022).  

 1.5. Ácidos grasos omega-3 y su efecto sobre los linfocitos T CD4+ 

Se ha descrito que los AG omega-3 atenúan la activación de linfocitos T CD4+ (Yang-Yi Fan, 

et al., 2018) y la migración de los linfocitos T CD4+ al tejido adiposo (Cucchi et al., 2020). 

In vitro se ha observado que los linfocitos T CD4+ tratados con EPA y DHA tienen una menor 

síntesis de citocinas y una disminución en la diferenciación a fenotipo Th1 (Lee et al., 2021).  

Por otra parte, las SPM como RvD1, RvD2 y maresinas disminuyen la diferenciación de 

linfocitos a fenotipos inflamatorios como Th1 y Th17 y promueven la diferenciación a Treg  

(Chiurchiù et al., 2016).  
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1.6. Ácidos grasos omega-3 y su efecto sobre los linfocitos Treg 

En un modelo murino in vivo y ex vivo se ha observado que los AG omega-3 incrementaron 

los linfocitos Treg (Carlsson et al., 2015; Kim & Lee, 2013). Un estudio en un modelo murino 

mostró que la administración de DHA incrementó la expresión de FOXP3+ y CTLA–4 

(Carlsson et al., 2015). Por otra parte, una inyección intraperitoneal de EPA en un modelo 

murino de trasplante mostró un incremento en la población de células Treg (Iwami et al., 

2011).  Los ácidos grasos EPA y DHA podrían inducir la expresión de FOXP3 en linfocitos 

T CD4+ a través del receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma (PPAR), 

lo que podría disminuir la respuesta inflamatoria, esto se ha descrito en ratones a los que se 

les indujo daño hepático, en donde el consumo de EPA y DHA por 3 meses disminuyó el 

daño hepático inducido, a través del incremento de la proporción de Treg y expresión de 

PPAR en hígado (Iwami et al., 2011; Lian et al., 2015). 

1.7. Ácidos grasos omega-3 y su efecto sobre bioenergética  

Se ha descrito que alteraciones en las mitocondrias de las células del sistema inmune, como 

los linfocitos, está vinculado a la progresión de la inflamación en la obesidad (Faas & de Vos, 

2020). Como se mencionó anteriormente, los linfocitos con fenotipo proinflamatorio 

requieren principalmente de la vía glucolítica para cubrir su demanda energética de 

activación y producción de citocinas inflamatorias, mientras que, los linfocitos Treg 

requieren del metabolismo oxidativo para mantener su fenotipo antiinflamatorio y su 

capacidad de supresión de inflamación (Faas & de Vos, 2020; O’Neill et al., 2016). La 

disfunción mitocondrial de los linfocitos T genera un incremento en la vía glucolítica y 

promueve la diferenciación a fenotipos inflamatorios (Baixauli et al., 2015). 

Los AG omega-3 podrían mejoran la función mitocondrial de las células del sistema inmune 

(Lyons et al., 2016). En mitocondrias de hígado y músculo, se ha descrito que la 

administración de AG omega-3 disminuye la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y a través de la mejora en la dinámica mitocondrial, donde se ha descrito el incremento 

de marcadores de fusión mitocondrial, lo cual se ha vinculado con la mejora de la sensibilidad 

a la insulina (Putti et al., 2015). 
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1.8. Ácidos grasos omega-3 y su efecto sobre marcadores inflamatorios y metabólicos en  

en plasma 

En humanos, la evidencia muestra que la suplementación con AG omega-3, disminuye la 

concentración de TNF-, IL-6 y proteína C reactiva (Li et al., 2014). Sin embargo, la 

heterogeneidad en la metodología descrita en diferentes estudios muestra resultados no 

concluyentes sobre el efecto de la suplementación con AG omega-3 sobre marcadores 

inflamatorios en plasma(Rangel-Huerta & Gil, 2018; Ridker et al., 2022). En la mayoría de 

los estudios en los que se ha encontrado la reducción de marcadores inflamatorios en plasma, 

utilizan dosis superiores a 3 g/d (Rangel-Huerta & Gil, 2018). Sin embargo, se han observado 

que 4g de EPA en individuos mayores de 45 años con hipercolesterolemia no mostró efectos 

sobre marcadores inflamatorios en plasma (Ridker et al., 2022). 

A nivel metabólico, meta-análisis muestran que la suplementación con AG omega-3 no 

cambia las concentración de colesterol total, colesterol de baja densidad (LDL-C), ni aumenta 

significativamente la concentración de colesterol de alta densidad (HDL-C) (Y.-X. Liu et al., 

2023).  

El efecto de la suplementación de AG omega-3 a nivel metabólico, que se ha descrito de 

forma más consistente, es la reducción de triglicéridos, esto se ha descrito que es dosis 

dependiente (Y.-X. Liu et al., 2023; Yee et al., 2010). La Asociación Americana del Corazón 

(AHA) sugiere que para el manejo de hipertrigliceridemia se debe administrar una dosis de 

4g/d de AG omega-3, en específico, sugiere un mínimo de 3g de EPA y DHA o solo EPA 

(Skulas-Ray et al., 2019). 

Por otra parte, no es concluyente el efecto de la suplementación con AG omega-3 sobre 

niveles de insulina, índice HOMA-IR y glucosa. Se ha observado la disminución de Índice 

HOMA-IR, sin embargo, no todos los reportes en los que se ha dado una suplementación con 

AG omega-3 han mostrado esta disminución. Esto se debe a las diferentes dosis y grupos de 

estudio en los que estos ensayos clínicos se han llevado a cabo (Lalia & Lanza, 2016). 
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2.0. OBJETIVOS DEL ESTUDIO 

2.1. Objetivo General 

Evaluar el efecto de la suplementación con altas dosis de ácidos grasos omega-3: 

eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) sobre los genes marcadores de 

subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y la proporción circulante de subpoblaciones de 

linfocitos T CD4+, así como sobre parámetros inflamatorios y metabólicos en plasma de 

pacientes con obesidad.  

 

2.2. Objetivos Específicos 
 

• Comparar la expresión de genes de linfocitos T CD4+ en células mononucleares de 

sangre periférica, la proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y la 

concentración de parámetros metabólicos e inflamatorios en plasma de pacientes con 

obesidad vs normopeso. 

• Comparar la función y bioenergética de linfocitos Treg en pacientes con obesidad vs 

normopeso. 

• Evaluar el efecto de la suplementación con altas dosis de ácidos grasos omega-3 (EPA 

y DHA) sobre la expresión de genes de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en 

células mononucleares de sangre periférica en sujetos con obesidad. 

• Evaluar el efecto de la suplementación con altas dosis de ácidos grasos omega-3 (EPA 

y DHA) sobre la proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en sujetos con 

obesidad. 

• Evaluar el efecto de la suplementación con altas dosis de ácidos grasos omega-3 (EPA 

y DHA) sobre la bioenergética y funcionalidad de las células T reguladoras de sujetos 

con obesidad.  

• Evaluar el efecto de la suplementación con altas dosis de ácidos grasos omega-3 (EPA 

y DHA)  
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3.0. HIPÓTESIS 

• La expresión de genes marcadores de linfocitos T CD4+, la proporción de 

subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y los marcadores metabólicos e inflamatorios 

en plasma se encuentran incrementados en pacientes con obesidad al comparar con 

un grupo control. 

• La suplementación con altas dosis de ácidos grasos omega-3 (EPA y DHA) modula 

la proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y el estado inflamatorio y 

metabólico de sujetos con obesidad.  



19 

 

4.0. SUJETOS Y MÉTODOS 

Este estudio se realizó en el Departamento de Fisiología de la Nutrición del Instituto Nacional 

de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ), fue aprobado por el comité 

de ética del INCMNSZ con el número de referencia 1832 y con registro internacional 

NCT05219890 en Clinical Trials.  

4.1. Población de estudio 

Se estudiaron mujeres de entre 25 y 45 años con obesidad y se compararon con voluntarios 

normopeso, que fueron considerados como el grupo de referencia. Esta edad fue elegida para 

evitar sesgos por el proceso inflamatorio presente en la menopausia. No se controló por fase 

del ciclo menstrual. El grupo de pacientes con obesidad se conformó de participantes que 

tenían al menos obesidad Grado 2 (≥ 35 kg/m2) según lo establecido por la Organización 

Mundial de la Salud (WHO, 2018), mientras que el grupo sin obesidad se conformó de 

voluntarios con un IMC entre 18.5 y 24.9 kg/m2 (considerado como normal) (WHO, 2018). 

No se incluyeron pacientes con diagnóstico de diabetes mellitus, hipertensión arterial, 

enfermedades autoinmunes, cáncer, enfermedad renal, insuficiencia hepática, mujeres 

embarazadas o en lactancia materna, sujetos que hayan consumido algún suplemento 

nutricional 3 meses antes del estudio y/o que consuman medicamentos hipolipemiantes, 

antihipertensivos, hipoglucemiantes, esteroides, quimioterápicos, inmunosupresores. Todos 

los participantes firmaron el consentimiento informado. Durante el estudio se les pidió que 

no consumieran ningún suplemento nutricional aparte de las cápsulas de aceite de pescado 

que fueron brindadas por el personal del estudio y que no cambiaran su dieta habitual ni nivel 

de actividad física. 

4.2. Diseño del estudio 

Este estudio corresponde a un ensayo clínico, prospectivo, experimental, abierto (no cegado) 

y comparativo.  

La investigación se conformó por dos ensayos clínicos, conformados por cohortes diferentes 

(Figura 2): 

• Ensayo clínico-1: Se desarrolló para determinar la efectividad de la suplementación 

de EPA y DHA sobre la expresión de marcadores de linfocitos T CD4+ en células 
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mononucleares de sangre periférica (PBMC) y marcadores inflamatorios y 

metabólicos en plasma. 

• Ensayo clínico-2: Se desarrolló para determinar el efecto de la suplementación sobre 

la proporción circulante de subpoblaciones de linfocitos T CD4+, y determinar la 

funcionalidad y bioenergética de linfocitos Treg en pacientes con obesidad y 

marcadores inflamatorios y metabólicos en plasma. 

La obtención de las muestras analizadas a lo largo de esta investigación, se realizaron en el 

INCMNSZ en la Unidad de paciente ambulatorio (UPA) posterior a un ayuno entre 8 y 12 

hrs (en caso de que no se cumpliera con este requisito se reagendaba la visita). Se utilizaron 

tubos con anticoagulante EDTA k2 para la obtención de todas las muestras de sangre.  

4.3. Características de la suplementación 

Todos los participantes recibieron 2 frascos de 120 cápsulas cada mes durante 3 meses. Los 

suplementos fueron donados por Inflammation Research Foundation (Peabody, MA).  

En el ensayo clínico-1, se pidió a los participantes que consumieran 8 cápsulas al día, 

repartidas en 2 tomas (4 en el desayuno y 4 en el almuerzo), correspondientes a una dosis de 

4.8 g de AG omega-3 (3.2 g de EPA y 1.6 g de DHA). En el ensayo clínico-2, se pidió a los 

participantes que consumieran 7 cápsulas al día, para alcanzar una dosis de 5.2g (3.5g de EPA 

y 1.75g de DHA). Esto debido a que la presentación del producto cambió, y buscábamos dar 

la dosis más parecida posible para todos los participantes. 

Esta dosis fue elegida ya que es la dosis mínima necesaria para alcanzar una concentración 

plasmática de EPA y DHA similar a dosis mayores de suplementación (Yee et al., 2010) y 

también se considera una dosis eficaz para mejorar la concentración de triglicéridos y 

disminuir el riesgo cardiovascular en un 25 % (Kris-Etherton et al., 2019). 
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Figura 2. Diseño del estudio. El estudio se conformó por dos ensayos clínicos, cada uno con cohortes diferentes. 

A) Ensayo clínico-1. se evaluó el efecto de la suplementación con EPA y DHA sobre la expresión de genes de 

linfocitos T CD4+ en PBMC y sobre parámetros metabólicos e inflamatorios en plasma. B) Ensayo clínico-2. 

Se desarrolló para evaluar si existen diferencias en la proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ 
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periféricos y en la funcionalidad y bioenergética de Treg entre sujetos con y sin obesidad y para determinar el 

efecto de la suplementación con EPA y DHA sobre la proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ 

periféricos y sobre la funcionalidad y bioenergética de Treg en sujetos con obesidad. 

4.4. Antropometría, composición corporal y presión arterial 

La evaluación antropométrica y de composición corporal se realizó por la mañana después 

de 8 a 12 horas de ayuno, incluyó la evaluación de peso, porcentaje de masa grasa y masa 

libre de grasa con el analizador de composición corporal X-CONTACT 357S (Corea del Sur). 

La altura se midió con un estadímetro 274 (SECA, Deutschland, Hamburgo, Alemania). El 

IMC se determinó según lo indicado por la Organización Mundial de la Salud. La presión 

arterial se midió utilizando el tensiómetro digital de brazo HEM-7120 (Omron, Kyoto, Taiyo, 

Japón). 

4.5. Ensayo clínico-1 

El estudio se conformó de un total de 4 meses de seguimiento, y se dividió en un periodo de 

intervención correspondiente a 3 meses de suplementación con EPA y DHA (Tiempo 0, 1,2,3) 

y por un periodo sin intervención correspondiente a un mes (Tiempo 4). En total, los pacientes 

asistieron 5 ocasiones al INCMNSZ, en la primera y la cuarta visita se evaluaron la 

composición corporal y presión arterial. En todas las visitas se obtuvo una muestra de sangre 

para evaluar la expresión de mRNA de marcadores de linfocitos T CD4+ en PBMC y para la 

determinación de parámetros metabólicos e inflamatorios en plasma (Figura 2A).  

4.5.1. Consumo, apego al tratamiento y cuantificación de ácidos grasos. 

En el Tiempo 1, 2, 3 se pidió a los participantes que llevaran los frascos vacíos o con las 

cápsulas sobrantes y su hoja de registro de consumo del suplemento, hoja que fue brindada 

por el personal del estudio, con el objetivo de indicar las cápsulas que tomaban diariamente 

y si se reportaban efectos adversos. También se determinó el cumplimiento del tratamiento 

mediante la cuantificación de ácidos grasos en plasma mediante la extracción con 

cloroformo/metanol y derivatizados a sus ésteres de metilo (FAME) con metanol en tricloruro 

de boro (BCl3). Los FAME se cuantificaron con el cromatógrafo de gases Varían 3400, se 

utilizó ácido tridecanóico (13:0) como como estándar interno (Eggers & Schwudke, 2016). 

Como indicador de apego se calculó el índice araquidónico (AA)/EPA [AA (mmol) / EPA 

(mmol)] (Endres et al., 1989). Los valores de AA/EPA inferiores a 3 se consideran valores 

ideales de ácidos grasos en plasma (Sekikawa et al., 2012). 
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4.5.2. Determinaciones realizadas en sangre total 

Se cuantificó la cantidad de leucocitos con una dilución 1:10 y se utilizó la cámara de 

Neubauer. La determinación de velocidad de sedimentación eritrocítica (VSE) se realizó por 

un método estándar utilizando los tubos de Wintrobe.  

El plasma se recolectó posterior a la centrifugación de la sangre total a 3000 rpm por 10 min, 

se recolectaron 500 ml y se colocaron en tubos estériles de 1.5ml (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania) a -70 °C. 

4.5.3. Expresión de mRNA de marcadores de linfocitos T CD4+ 

Se aislaron las PBMC mediante separación por gradiente de densidad utilizando 

Lymphoprep™ (Stemcell technologies, Vancouver, Canadá) (Grievink et al., 2016) 

(ANEXO 1). Se extrajo el RNA total utilizando TRIZOL (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad CA, EE. UU.) mediante la técnica descrita anteriormente (Rio et al., 2010). La 

concentración y pureza del RNA se cuantificó mediante espectrofotómetro ultravioleta a 260 

nm y la integridad se evaluó mediante electroforesis. Gel de agarosa al 1%. 

Se sintetizó DNA complementario (cDNA) a partir de 1 μg de RNA mediante una reacción 

de retrotranscripción con transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, Carlsbad, California, EE. 

UU.) y primers oligo (dT) (12–18) (Invitrogen, Groningen, Holanda) , inhibidor de RNasa 

(Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), dNTP para la síntesis de cDNA (Invitrogen, 

Carlsbad, California, EE. UU.), Buffer 5X (Invitrogen, Carlsbad, California, EE. UU.) y agua 

libre de nucleasas (Sigma-Aldrich, St. Louis , MO, EE. UU.). La expresión relativa del 

mRNA se evaluó mediante la reacción de polimerasa en cadena en tiempo real (RT-PCR), 

utilizando 2 μL de cDNA, 10μL de 2X Sybergreen Master mix (Roche Diagnostics, Lewis, 

Reino Unido), 2 μL de la mezcla de primers de genes específicos de T CD4+ en una 

concentración de 10 mM. El gen rRNA 18S se usó como gen de referencia para el análisis 

respectivo (Bas et al., 2004). En La Tabla 1 se muestran las secuencias correspondientes de 

los primers utilizados (Oligo T4, Guanajuato, México). Asimismo, en la Figura 3 se 

muestran geles utilizados para determinar el tamaño del amplicón de los primers y para 

determinar la especificidad de los mismos. 
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Tabla 1. Secuencia de primers y tamaño del amplicón de genes de T CD4+ 

 

Gen 

Forward primer Reverse primer 

Tamaño del 

amplicón  (pb) 

TNFA 5´ CTGGGCAGGTCTACTTTGGG  3´ 5´CTGGAGGCCCCAGTTTGAAT 3´ 272 

IL6 5´ CCACCGGGAACGAAAGAGAA 3´ 5´GAGAAGGCAACTGGACCGAA 3´ 92 

TBX21 5´ GTCGGTGTCCTCCAACCTAA 3´  5´CCCTTGGTGTGGACTGAGAT  3´ 245 

IFNG 5´ ATATTGCAGGCAGGACAACC 3´ 5´TCATCCAAGTGATGGCTGAA 3´ 116 

GATA3 5´ TTTTTCGGTTTCTGGTCTGG 3´  5´CTCATTAAGCCCAAGCGAAG 3´ 205 

IL4 5´ CCAACGTACTCTGGTTGGCT  3´ 5´GCACCGAGTTGACCGTAACA 3´ 258 

FOXP3 5´ ATTGAGTGTCCGCTGCTTCT  3´ 5´TCCCAGAGTTCCTCCACAAC 3´   122 

IL10 5´ TCTCGGAGATCTCGAAGCAT 3´ 5´TGCAAAACCAAACCACAAGA 3´ 176 

18s Rrna 5´ CCTCCAATGGATCCTCGTTA 3´ 5´AAACGGCTACCACATCCAAG 3´ 155 

 

 

Figura 3. Tamaño del amplicón para los primers utilizados. Gel de agarosa al 1.5%.  
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4.5.4. Parámetros inflamatorios en plasma 

Las citocinas y adipocinas plasmáticas se determinaron mediante inmunoensayos 

multiplexados usando luminiscencia cuantitativa Magpix Luminex, Merck Millipore 

(Luminex, Austin, Texas, EE. UU.), según lo indicado por el fabricante. Se cuantificó la 

concentración de proteína C reactiva y citocinas como: TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, 

TGF-β. Asimismo, se cuantificó la concentración de leptina (valor de referencia es < 15.7 

ng/ml) (Gijón-Conde et al., 2015). La cuantificación de adiponectina se realizó con un kit de 

ELISA (ALPCO, Salem, NH, EE. UU.). Se calculó el índice Adiponectina/Leptina (A/L) 

(valor de referencia >1) (Frühbeck et al., 2019).  

Se realizó la cuantificación de la resolvina RvE1 mediante el kit de ELISA (MyBiosource, 

San Diego, USA) con una sensibilidad de 1 pg/ml. 

4.5.5. Parámetros metabólicos 

Se determinaron parámetros metabólicos en plasma: glucosa, colesterol total, colesterol de 

alta densidad (HDL-C), colesterol de baja densidad (LDL-C) y triglicéridos (TG) mediante 

un ensayo colorimétrico utilizando el Cobas c111 (Roche, Indianápolis, Indiana, EE. UU.). 

Los niveles de insulina en plasma también se determinaron utilizando un kit ELISA (ALPCO, 

Salem, NH, EE. UU.). El índice HOMA-IR que se utilizó como indicador de la resistencia a 

la insulina se calculó de la siguiente manera (Tang et al., 2015): 

HOMA-IR = [(insulina plasmática en ayuno (mU/L) * glucosa plasmática en ayuno (mg/dL)) 

/ 405] 

El valor de referencia del índice HOMA-IR es < 2.5 (Tang et al., 2015). Asimismo, se calculó 

el índice TG/HDL-C que se relaciona con la presencia de resistencia a la insulina, y su valor 

de referencia es < 3 (Borrayo, 2018) 

4.6. Ensayo clínico-2 

Este ensayo clínico se desarrolló para conocer el efecto de la suplementación EPA y DHA 

sobre la proporción de subpoblaciones celulares de linfocitos T CD4+ y sobre la 

funcionalidad y bioenergética de los linfocitos Treg. Esta parte del estudio se subclasificó en 

dos etapas, la primera etapa para comparar de forma inicial al grupo de participantes con 

obesidad y sin obesidad; y la segunda etapa para determinar el efecto de la suplementación 
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con EPA y DHA sobre los parámetros inflamatorios y metabólicos en pacientes con obesidad 

(Figura 2 B).  

Se reclutaron 15 mujeres de entre 25 y 45 años con obesidad y 8 con normopeso, con las 

características previamente descritas, no se controló por fase del ciclo menstrual. Solo el 

grupo de participantes con obesidad recibió la suplementación por un periodo total de dos 

meses. El grupo de participantes normopeso fue considerado como grupo de referencia, sin 

embargo, no recibió el tratamiento con AG omega-3. Se pidió a los participantes que 

mantuvieran su dieta y actividad física habituales, y que lo único diferente fuera el consumo 

del suplemento de AG omega-3 por dos meses, en la dosis y forma de administración 

especificada anteriormente (Figura 2 B). 

Los participantes fueron citados en el INCMNSZ para tomar los parámetros basales en dos 

visitas, en la primera, se realizaron medidas antropométricas y de composición corporal, 

descritas anteriormente y se obtuvo una muestra de 12 ml sangre para el análisis de la 

proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ que se detallará más adelante; en la 

segunda visita que se realizó en la siguiente semana, se obtuvo una muestra de 36 ml de 

sangre para determinar la función y bioenergética de los linfocitos Treg utilizando el ensayo 

de supresión de la proliferación celular mediado por Treg y el ensayo de Mito stress de 

Agilent Seahorse, que se detallarán más adelante, a las determinaciones realizadas al inicio 

del tratamiento en los participantes con obesidad se les llamó Pre-EPA+DHA. Solo el grupo 

de pacientes con obesidad recibió la suplementación con 5.2 g de EPA y DHA y asistieron 

un mes después, para determinar la proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ (Post 

EPA+DHA) y después de dos meses de suplementación se citaron por última vez para 

determinar composición corporal y funcionalidad y bioenergética de Treg (Post EPA + DHA) 

(Figura 2 B). 

4.6.1. Inmunofenotipificación de subpoblanciones de linfocitos T CD4+ en PBMC 

Para determinar la proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en sangre periférica, 

se separaron las PBMC utilizando Lymphoprep™ (Stemcell technologies, Vancouver, 

Canadá) y se incubaron con 5l del bloqueador de recetores Fc (Human TruStain FcXTM 

(BioLegend Inc)) y 100l de PBS por millón de células durante 10 minutos previo a la 

tinción. Las PBMC se tiñeron utilizando 3 l de anticuerpos anti-human CD4-FITC, anti-
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human CD11c-PerCyP, anti-human CD25-APC para Th1, Th2 y Treg y anti-human CD161-

APC, se utilizaron tubos por separado, aislados de la luz y se incubaron a temperatura 

ambiente por 30 minutos. Posteriormente se permeabilizaron las células con 200 l de 

Cytofix/Citoperm (BD Biosciences) a 4°C por 90 minutos cubiertas de la luz en agitación y 

se agregó 1 ml de la solución de lavado Permwash (BD Biosciences). Para la tinción 

intracelular se utilizaron 5 l de anticuerpos anti-human IFN--PE, anti-human IL-PE, anti-

human FOXP3-PE y anti-human IL-17-PE a 4°C por 30 minutos protegidos de la luz. Los 

anticuerpos acoplados a fluorocromos usados en este ensayo se detallan en la Tabla 2 

(ANEXO 2). 

Como control de isotipo se utilizó IgG1-FITC/IgG1-PE/CD45-PeCy5 mouse IgG1 kappa 

(BD Tritest, BD Biosciences). Se evaluó un control sin teñir y permeabilizado para 

determinar auto-fluorescencia de las PBMC. La auto-fluorescencia se comparó con la tinción 

simple de controles positivos para confirmar que las células teñidas se encuentren dentro de 

la escala para cada parámetro. Así mismo, se utilizó BD calibrate 3 beads para ajustar 

instrument settings, establecer la compensación de fluorescencia y checar la sensibilidad del 

instrumento (BD calibrates, BD Biosciences). Se corrieron controles FMO, por sus siglas en 

inglés: Fluorescence minus one se tiñieron en paralelo usando el panel de anticuerpos con 

omisión o resta secuencial de un anticuerpo. Se utilizó el citómetro Accuri TM C6 (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) y se analizaron 1,000,000 de eventos por tubo 

de muestra. Para el análisis se utilizó el software FlowJo X software (Tree Star, Inc.). Los 

diagramas de gating para cada subpoblación se muestran en la Figura 4. 
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados en la inmunofenotipificación de las subpoblaciones de 

linfocitos T CD4+. 

Subpoblación de linfocitos T CD4+ Anticuerpos acoplados a fluorocromos 

utilizados en la inmunofenotipificación 

Th1 Anti-human CD4-FITC 

Anti-human CD11c-PercyP 

Anti-human CD25-APC 

Anti-human IFN-−PE *  

Th2 Anti-human CD4-FITC 

Anti-human CD11c-PercyP 

Anti-human CD25-APC 

Anti-human IL-4 – PE  * 

Th17 Anti-human CD4-FITC  

Anti-human CD11c-PerCyP  

Anti-human CD161-APC 

Anti-human IL-17 – PE * 

Treg Anti-human CD4-FITC 

Anti-human CD11c-PercyP 

Anti-human CD25-APC 

Anti-human FOXP3 – PE * 

BD Biosciences, San Jose, CA 

* Tinción intracellular  
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Figura 4. Estrategia de gating para las subpoblaciones de linfocitos T CD4+. A) Estrategia de gating para 

linfocitos Th1. Del total de PBMC se hizo el plot forward scatter y side scatter, posteriormente se analizaron por 

single cells y posteriormente se hizo un plot CD11c-/ CD4+/ CD25-/ IFN-+. B) Estrategia de gating para 

linfocitos Th2. Del total de PBMC se hizo el plot forward scatter y side scatter, posteriormente se analizaron por 

single cells y posteriormente se hizo un plot CD11c-/ CD4+/ CD25-/ IL-4+. C) Estrategia de gating para linfocitos 

Th17. Del total de PBMC se hizo el plot forward scatter y side scatter, posteriormente se analizaron por single 
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cells y posteriormente se hizo un plot CD11c-/ 161+/ CD4+/ IL-17+ D) Estrategia de gating para linfocitos Treg. 

Del total de PBMC se hizo el plot forward scatter y side scatter, posteriormente se analizaron por single cells y 

posteriormente se hizo un plot CD11c-/ CD4+/ CD25+/ FOXP3+. 

4.6.2. Ensayo de supresión de la proliferación celular mediado por Treg 

Posterior a la separación de PBMC se realizó la separación de linfocitos T reg, con el kit de 

separación por perlas magnéticas CD4+ CD25+ Regulatory T cell isolation kit human, 

(Miltenyi Biotec, Gladbach, Alemania), mediante el cual, los linfocitos T CD4+ efectores se 

aislaron por selección negativa y los linfocitos Treg por selección positiva (ANEXO 3). Una 

vez separados, los linfocitos Treg se mantuvieron a 4°C. Los linfocitos T CD4+ se tiñeron 

con éster de succinil carboxyfluoresceina (CFSE) (CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit 

(Invitrogen, Massachusetts, EE.UU.), en una concentración de 5 M en una densidad celular 

de 5 X 106  por 15 min a 37 °C protegidas de la luz, posterior a un lavado con medio RPMI 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, y seguido de una segunda incubación por 20 

min a 37 °C protegidas de la luz. 

Se incubaron diferentes proporciones de T CD4+ efectoras: Treg, en placas de 96 pozos con 

fondo en U (NEST), lo cual se especifica en la Tabla 3, las células se activaron con perlas 

con Anti-CD3, Anti-CD28 utilizando el kit T cell Activation/expansion kit, human T cells, 

(Miltenyi Biotec, Gladbach, Alemania) tal cual se especifica en la Tabla 3, con medio RPMI 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, piruvato 100 mM al 1%, aminoácidos no 

esenciales al 1% y antibiótico y antimicótico al 1% por 4 días a 37°C con 5% de CO2 a un 

volumen final de 200 l.   Se obtuvieron de 5 a 10 x 104 eventos en el citómetro ACCURI TM 

C6 (BD). Los datos se analizaron en el programa FlowJo 10.0. El diagrama de gating se 

muestra en la Figura 5 (ANEXO 4) 
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Tabla 3. Ensayo de supresión de proliferación de linfocitos T CD4+ mediado por Treg. 

 Proporción T CD4+ efectoras: T reguladoras 

 Sin teñir Sin 

estímulo 

¥ 

1:0  

¥ 

1:0.5  

¥ 

1:1  

¥ 

Treg  

 

Células T CD4+ 

efectoras  

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(50l) 

50,000 

células 

(50 l) 

0 

Células T 

Reguladoras 

0  0 0 25,000 

células 

(25 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células (100 

l) 

Perlas con Anti-

CD3, Anti-CD28 

0 0 2 l + 8 

l de 

medio 

2 l + 8 l 

de medio 

2 l + 8 

l de 

medio 

0 

Medio de cultivo 

suplementado 

150 l 150 l 140 l 115 l 90 l 150 l 

Volumen final 200 l 200 l 200 l 200 l 200 l 200 l 

Se hace por duplicado 

¥ Células teñidas con CFSE 
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Figura 5.  Estrategia de gating para el análisis de supresión celular mediado por Treg. A) Se analizó por single 

cells y posteriormente por Forward scatter y side scatter, B) Células T efectoras sin teñir, se determinó la auto-

fluorescencia para fijar límites negativos. C) Treg sin teñir, se determinó la auto-fluorescencia de los linfocitos 

Treg para fijar límites negativos. D) Linfocitos T efectores teñidos con CFSE, para determinar el límite positivo 

sin estímulo. E) Linfocitos T efectores teñidos con CFSE y estimulados con perlas Anti-CD3 y Anti-CD28, 
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cada “pico” corresponde a una mitosis, se determinó la cantidad de células por “pico” para determinar la 

proliferación celular con diferentes proporciones de Treg.  

Se calculó el índice de división de la siguiente manera: 

Índice de división =  
Número de divisiones

 Número de células al inicio del cultivo
 

 

La supresión de la proliferación de linfocitos T CD4+ (SP) se calculó de la siguiente manera: 

SP (%) =  
Índice de división − índice de división 1: 0.5

 Índice de división 1: 0
x 100 

   

4.6.3. Bioenergética de linfocitos Treg. 

Se evaluó la respiración mitocondrial mediante la determinación de la tasa de consumo de 

oxígeno (OCR) y la glucólisis aerobia mediante la tasa de acidificación celular extracelular 

(ECAR). Se utilizó el analizador de flujo extracelular Seahorse XF96 (Agilent, Santa Clara, 

California, USA). Los linfocitos Treg se resuspendieron en medio Seahorse XF RPMI sin 

rojo fenol con HEPES a un pH de 7.4, el cual fue suplementado con 11mM de glucosa, 2 mM 

de glutamina y 1mM de piruvato. Se utilizó una densidad celular de 2 x 105 por pozo y se 

sembraron en una placa previamente tratada con Cell-Tak (Corning, New York, USA). Se 

utilizó el kit de estrés mitocondrial (Seahorse XF cell mito stress test kit, Agilent) (Figura 

6), en el cual, se hace la determinación basal de OCR y ECAR y se inyecta oligomicina (1.5 

mM) para inhibir el complejo V mitocondrial, posteriormente se inyecta el carbonil-cianida-

p-trifluorometoxyfenilhidrazona (FCCP) (1.5 mM), que es un agente desacoplante, y por 

último, se inyecta una mezcla de Rotenona y Antimicina A (0.9 mM) para inhibir el complejo 

I y III, respectivamente. 
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Figura 6. Marcadores de bioenergética. Respiración basal restando: OCR basal – OCR no mitocondrial; 

Respiración ligada a la generación de ATP: OCR basal – OCR posterior a la oligomicina; Capacidad de reserva: 

OCR después de FCCP – OCR basal; Fuga de protones se estimó: OCR después de oligomicina – OCR después 

de Rotenona y Antimicina A; Respiración no mitocondrial se determina con el valor de OCR posterior a la 

inyección de Rotenona y Antimincina A. 

 

4.7. Análisis estadístico 

Los datos se expresan en promedios y desviación estándar. Para comparar entre el grupo con 

obesidad y control, al inicio del estudio (en ambas cohortes) se utilizó la prueba estadística 

T de Student para muestras independientes. Para evaluar el efecto de la suplementación con 

EPA y DHA, en el Ensayo clínico-1, se utilizó la prueba ANOVA de medidas repetidas. 

Mientras que, para evaluar el efecto de la suplementación sobre proporción de linfocitos T 

CD4+, así como funcionalidad y bioenergéticas de Treg (en el grupo con obesidad antes y 

después) en el Ensayo clínico-2 se utilizó la prueba T de Student para muestras pareadas. Se 

consideró significancia estadística con un valor de p menor a 0.05.  
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5.0. RESULTADOS 

En esta investigación, se pidió a los participantes que no realizaran cambios en su estilo de 

vida, únicamente la incorporación de la suplementación EPA y DHA, por lo que, los 

resultados observados podrían deberse principalmente al efecto de la suplementación. El 

suplemento de aceite de pescado fue bien aceptado, con un cumplimiento superior al 92%. 

No se observaron cambios en el peso o la composición corporal de los participantes, se hizo 

hincapié que debían continuar con su estilo de vida normal, y que no debían consumir ningún 

otro suplemento durante el tiempo que se encontraran en el estudio. Para mayor claridad, los 

resultados se clasificarán de acuerdo con las dos partes del presente proyecto de 

investigación. 

5.1. Resultados del Ensayo Clínico-1 

5.1.1. Efecto de la suplementación con EPA y DHA sobre la expresión de genes de 

linfocitos T CD4+ en sujetos con obesidad 

Para conocer el efecto de la suplementación de los AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la 

expresión de mRNA de linfocitos T CD4+ se desarrolló un estudio en el que se incluyeron 

12 participantes con obesidad y 12 voluntarios sanos con normopeso, considerados como el 

grupo control. Las características antropométricas, metabólicas e inflamatorias de ambos 

grupos al inicio del estudio se muestran en la Tabla 4, por diseño de estudio existen 

diferencias en los parámetros antropométricos entre grupos, así mismo, se observó que el 

grupo con obesidad presentó niveles de glucosa, insulina, HOMA-IR y triglicéridos e índice 

TG/HDL-C mayores y menor concentración de HDL-C. Por otra parte, se observó mayor 

número de leucocitos, VSE, leptina, índice AL y menor concentración de adiponectina en el 

grupo con obesidad al comparar con el grupo control. 
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Tabla 4.  Características antropométricas, metabólicas e inflamatorias de los participantes 

al inicio del estudio exploratorio (Time 0). 
 Control 

(n= 12) 

Con Obesidad 

(n= 12) 

p valor 

ANTROPOMETRÍA Y COMPOSICIÓN CORPORAL  

Edad (años) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

31.7 ± 6.7 

29.5 

24 – 43  

38.1 ± 6.0 

39.0 

27 – 45 

<0.05 

Estatura (m) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

1.62 ± 0.05 

1.63 

1.55 – 1.70 

1.60 ± 0.08 

1.56 

1.51 – 1.75 

0.18 

Peso (kg) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

56.3 ± 9.0 

55.7 

49.1 – 63.6 

102.1 ± 15.4 

103.3 

82.7 – 131.0  

<0.001 

IMC (kg/m2) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

21.7 ± 2.2 

21.4 

17.8 – 23.9 

39.8 ± 5.5 

36.7 

35.0 – 52.7  

<0.001 

Masa grasa (kg) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

15.0 ± 3.9 

15.1 

8.3 – 20.8 

42.7 ± 7.8 

39.6 

34.5 – 60.4  

<0.001 

 Masa grasa (%) promedio ± DS 

Mediana 

Rango  

25.5 ± 5.1 

24.3 

15.0 – 34.9 

41.9 ± 3.6 

42.6 

36.5 – 47.6  

<0.001 

Masa libre de grasa (kg) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

41.8 ± 3.6 

41.4 

37.5 – 49 

59.3 ± 9.8 

57.9 

46.8 – 76.6 

<0.001 

Masa libre de grasa (%) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

74.4 ± 5.3 

76.2 

65.1 – 85.0 

58.1 ± 3.6 

57.1 

52.4 – 63.5  

<0.001 

MARCADORES METABÓLICOS § 

PA sistólica (mm Hg) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

106 ± 8 

107 

95 – 125  

123 ± 8 

126 

109 - 136 

<0.001 

PA diastólica (mm Hg) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

67 ± 6 

65 

58 – 82 

78 ± 9 

79 

63 – 92  

<0.02 

Glucosa (mg/dL) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

82.4 ± 7.5 

81.7 

73.1 – 99.2 

93.3 ± 11.8 

89.5  

80.8 – 112.6 

<0.02 

Insulina (mU/L promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

3.2 ± 1.1 

3.6 

1.7 – 4.6 

13.0 ± 8.8  

10.7 

4.5 – 28.7 

<0.001 

HOMA-IR promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

0.7 ± 0.2 

0.7 

0.3 – 1.0 

3.2 ± 2.3 

3.7 

0.9 – 8.0 

<0.001 

Colesterol total (mg/dL) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

164.0 ± 31.1 

167 

120.1 – 215.0 

167.0 ± 39.1 

159 

114.2 – 236.6 

0.88 

LDL-C (mg/dL) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

85.9 ± 31.4 

81.5 

32.0 – 137.8 

108.9 ± 34.4  

112.7 

60.6 – 157.3 

0.19 

HDL-C (mg/dL) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

42.2 ± 8.9 

41.9 

29.1 – 57.9 

33.0 ± 9.9 

30.8 

18.7 – 52.2  

<0.02 

Triglicéridos (mg/dL) promedio ± DS 89.4 ± 37.8 191.0 ± 102.1 <0.001 
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Mediana 

Rango 

77.1 

38.1 – 130.0 

159.8 

79.2 – 454.1  

Índice TG/HDL-C promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

2.2 ± 1.1 

1.96 

0.8 – 4.6  

6.7 ± 5.9 

5.5 

2.5 – 24.3  

<0.02 

§ Valores de referencia: PA sistólica <120 mm Hg, PA diastólica < 80 mm Hg, glucosa <100 mg/dl, 

colesterol total <200 mg/dl, HDL-C >40 mg/dl, LDL-C <100 mg/dl, TG <150 mg/dl, índice TG/HDL < 3.0 

(14) HOMA-IR <2.5 (15).  

MARCADORES INFLAMATORIOS‡  

Leucocitos (x 103/mm3) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

5.7 ± 0.87 

5.4 

4.4 – 7.2 

8.1 ± 1.9 

8.6 

4.5 – 10.1 

<0.005 

VSE (mm/h) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

6 ± 4 

5 

2 – 15 

18 ± 12 

19 

1 - 37 

<0.001 

IL-6 (pg/ml) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

0.9 ± 0.9 

0.93 

0.01 – 1.7 

2.2 ± 3.6 

0.90 

0.1 – 12.3 

0.63 

IL-8 (pg/ml) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

0.9 ± 0.6 

0.64 

0.64 – 2.50 

2.7 ± 3.0 

1.1 

0.4 – 9.8 

0.71 

TNF- (pg/ml) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

1.7 ± 0.5 

1.7 

0.6 – 2.6 

1.9 ± 0.9  

1.9 

0.7 – 3.6 

0.75 

IL-10 (pg/ml) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

2.9 ± 4.8 

1.2 

0.06 – 13.8 

4.0 ± 5.5 

1.6 

0.3 – 17.5 

0.66 

TGF- (ng/ml) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

5.2 ± 4.5 

3.4 

1.8 – 17.2  

4.0 ± 4.2 

2.5 

0.8 – 15.3 

0.63 

Leptina (ng/ml) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

9.6 ± 7.0 

8.3 

1.0 – 26.9 

35.5 ± 25.4 

23.3 

8.2 – 77.7 

<0.01 

Adiponectina (g/ml) promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

7.5 ± 2.5 

7.3 

4.7 – 11.0 

4.5 ± 1.7 

4.1 

2.2 – 7.3 

<0.05 

 

 

Índice A/L promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

1.6 ± 2.1 

0.8 

0.3 – 7.4 

0.3 ± 0.3 

0.2 

0.1 – 0.8 

<0.05 

‡ Valores de referencia:  leucocitos < 10.0x103/mm3, VSE <20 mm/h, leptina <15.7 ng/ml (17) índice A/L 

>1.0 (18)  
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Figura 7. Expresión de mRNA de genes de linfocitos T CD4+ en participantes con y sin obesidad al inicio. 

Los datos se muestran en promedio ± DS. *p<0.05. Datos correspondientes al ensayo clínico-1 

Asimismo, se observó mayor expresión de marcadores de linfocitos Th1 (TBX21 e IFN-), 

de linfocitos Th2 (GATA3 e IL4), de Treg (FOXP3 e IL-10) y TNFA e ILG como marcadores 

de inflamación en sujetos con obesidad al comparar con el grupo control (Figura 7). De 

forma interesante, a partir del primer mes de tratamiento, durante los 3 meses de 

suplementación y un mes después de haber concluido, la expresión de estos marcadores se 

redujo significativamente en el grupo de pacientes con obesidad (Figura 8). Estos datos 

sugieren que la suplementación con ácidos grasos omega-3 (EPA y DHA) podría modular a 

los linfocitos T CD4+ en sujetos con obesidad. 

De forma interesante, la expresión de los marcadores de Linfocitos T CD4+ en el grupo 

control, no cambió durante el curso de la intervención con AG omega-3, ni un mes sin 

intervención (Figura 9).  
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Figura 8. Efecto de la suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la expresión de marcadores de 

linfocitos T CD4+ en pacientes con obesidad. A) La expresión de TBX21 e B) IFNG marcadores de linfocitos 

Th1 disminuye durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. C) La expresión de GATA3 e D) IL4, 

marcadores de linfocitos Th2, disminuye durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. E) La 

expresión de FOXP3 e F) IL10, marcadores de linfocitos Treg, disminuye durante el tratamiento y un mes 

después de terminarlo. G) La expresión de IL6 y H) TNFA, marcadores de inflamación en general, disminuye 

durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. Los datos se muestran en promedio ± DS. * p<0.05. Las 

barras blancas corresponden al grupo con obesidad. Datos correspondientes al Ensayo clínico-1 
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Figura 9. Efecto de la suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la expresión de marcadores de 

linfocitos T CD4+ en el grupo control. A) La expresión de TBX21 e B) IFNG marcadores de linfocitos Th1 no 

cambió durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. C) La expresión de GATA3 e D) IL4, marcadores 

de linfocitos Th2, no cambió durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. E) La expresión de FOXP3 

e F) IL10, marcadores de linfocitos Treg, no cambia durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. G) 

La expresión de IL6 y H) TNFA, marcadores de inflamación en general, no cambia durante el tratamiento y un 

mes después de terminarlo. Los datos se muestran en promedio ± DS. Datos correspondientes al ensayo clínico-

1 
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5.1.2. Efecto de la suplementación con EPA y DHA sobre parámetros inflamatorios y 

metabólicos 

El efecto de la suplementación con EPA y DHA sobre los marcadores inflamatorios en plasma 

se describen en la Tabla 5, se observó un efecto antiinflamatorio de la suplementación en 

ambos grupos a través de la disminución de TNF-, dicho efecto se mantuvo durante los 3 

meses de tratamiento en el grupo de voluntarios sin obesidad, mientras que en el grupo con 

obesidad este efecto se observó durante el primer y segundo mes de tratamiento. Se observó 

una tendencia de disminución en la concentración plasmática de IL-6 y leptina en el grupo 

con obesidad, así mismo, se observó una tendencia de aumento en la concentración 

plasmática de IL-10 y TGF- (citocinas que sintetizan los linfocitos Treg) en el grupo con 

obesidad. Por su parte, en el grupo control, se observó la tendencia de incremento de  

adiponectina y el índice A/L, mientras que también, se observó una tendencia de disminución 

de IL-6 y leptina. 

Se evaluó la concentración de la resolvina RvE1 en plasma al tiempo 0 y tiempo 1 en ambos 

grupos. No se detectó RvE1 en el grupo control, mientras que en el grupo con obesidad se 

detectó en 3 participantes al inicio del estudio. La suplementación generó una tendencia de 

incremento en la concentración de RvE1 en ambos grupos, sin embargo, este incremento se 

ve de forma más pronunciada en el grupo con obesidad (Figura 10). 

Tabla 5. Efecto de la suplementación con AG omega-3 (EPA+DHA) en parámetros inflamatorios y 

metabólicos en plasma de sujetos con y sin obesidad, durante el curso del estudio. 

    

Tiempo 0 Tiempo  1 Tiempo  2 Tiempo  3 Tiempo  4 

p 

valor
†
 

ANTROPOMETRÍA Y COMPOSICIÓN CORPORAL 

Peso (kg) 
Control 56.3 ± 9.0 — — 57.2 ± 5.7 — 

0.11 
Con obesidad 

102.1 ± 15.4 — — 102.6 ± 

14.4 

— 

IMC (kg/m2) 
Control 

21.7 ± 2.2 — — 21.6 ± 2.2 — 

0.10 
Con obesidad 

39.8 ± 5.5 — — 39.7 ± 5.4 — 

Masa grasa (kg) 
Control 

15.0 ± 3.9 — — 15.8 ± 3.3 — 

0.19 
Con obesidad 

42.7 ± 7.8 — — 41.7 ±7.4 — 

Masa grasa (%) 
Control 

25.5 ± 5.1 — — 26.7 ± 4.4 — 

0.19 
Con obesidad 

41.9 ± 3.6 — — 40.9 ± 3.9 — 

Control 
41.8 ± 3.6 — — 43.6 ± 7.9 — 

0.89 
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Masa libre de 

grasa (kg) 
Con obesidad 

59.3 ± 9.8 — — 60.3 ± 10.8 — 

Masa libre de 

grasa (%) 

Control 
74.4 ± 5.3 — — 73.3 ± 7.2 — 

0.90 
Con obesidad 

58.1 ± 3.6 — — 59.1 ± 4.9 — 

MARCADORES METABÓLICOS 

Glucosa 

(mg/dL) 

Control 82.4 ± 7.5 82.0 ± 8.0 74.4 ± 15.7 83.3 ±7.8 82.5 ± 8.1 
0.33 

Con obesidad 93.3 ± 11.8 88.9 ± 10.8 92.4 ± 7.7 91.9 ± 8.7 86.2 ± 8.0 

Insulina (mU/L) 
Control 3.2 ± 1.1 1.7 ± 1.1 2.4 ± 1.3 2.2 ± 2.1 2.5 ± 1.5 

0.01* 
Con obesidad 13.0 ± 8.8 6.9 ± 3.4* 7.1 ± 3.9* 8.4 ± 4.5 7.4 ± 2.8* 

HOMA-IR 
Control 0.7 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.5 ± 0.3 0.5 ± 0.5 0.5 ± 0.3 

0.01 
Con obesidad 3.2 ± 2.3 1.5 ± 0.9* 1.5 ± 1.0* 1.8 ± 1.1 1.5 ± 0.7* 

Colesterol total 

(mg/dL) 

Control 164.0 ± 31.1 150.3 ± 30.3 137.3 ± 32.1 
152.4 ± 

25.5 
148.2 ± 31.4 

0.11 
Con obesidad 167.0 ± 39.1 165.7 ± 28.3 160.9 ± 33.0 

166.9 ± 

31.2 
173.9 ± 46.7 

LDL-C (mg/dL) 
Control 85.9 ± 31.4 94.1 ± 35.8 82.2 ± 29.8 88.0 ± 33.9 95.2 ± 37.9 

0.24 
Con obesidad 108.9 ± 34.4 115.7 ± 27.8 112.6 ± 31.8 

117.9 ± 

32.3 
112.3 ± 40.9 

HDL-C (mg/dL) 
Control 42.2 ± 8.9 50.5 ± 12.7 49.8 ± 18.1 57.2 ± 19.8 47.9 ± 13.2 

0.08 
Con obesidad 33.0 ± 9.9 36.8 ± 9.1 33.9 ± 10.3 36.6 ± 14.0 36.4 ± 12.3 

Triglicéridos 

(mg/dL) 

Control 89.4 ± 37.8 74.4 ±29.1 78.2 ± 46.2 83.2 ± 45.1 86.5 ± 42.9 

0.24 
Con obesidad 

191.0 ± 

102.1 
148.4 ± 58.7 149.2 ± 76.6 

146.1 ± 

60.4 
208.2 ± 125.1 

Índice 

TG/HDL-C 

Control 2.2 ± 1.1 1.6 ± 0.7 1.5 ± 0.9 1.7 ± 1.1 2.0 ± 1.2 
0.37 

Con obesidad 6.7 ± 5.9 4.3 ± 2.1 4.7 ± 3.6 4.7 ± 3.3 6.6 ± 5.8 

MARCADORES INFLAMATORIOS 

Leucocitos 

(x103/mm3) 

Control 5.7 ± 0.8 5.7 ± 1.4 6.3 ± 1.9 5.8 ± 1.7 5.3 ± 1.3 
0.84 

Con obesidad 8.1 ± 1.9 8.1 ± 1.5 8.1 ± 1.7 7.9 ± 1.8 7.5 ± 1.4 

VSE (mm/h) 
Control 6 ± 4 9 ± 7 6 ± 4 9.± 9 10 ± 6 

0.45 
Con obesidad 16 ± 12 17 ± 11 17 ± 11 19 ± 14 22 ± 13 

IL-6 (pg/ml) 
Control 0.9 ± 0.9 0.2 ± 0.4 0.1 ± 0.1 0.4 ± 0.3 1.0 ± 1.1 

0.47 
Con obesidad 2.2 ± 3.6 1.0 ± 1.3 1.5 ± 2.1 1.6 ± 2.9 1.9 ± 1.9 

IL-8 (pg/ml) 
Control 0.9 ± 0.6 0.6 ± 0.7 0.6 ± 0.4 1.0 ± 0.7 1.0 ± 0.6 

0.38 
Con obesidad 2.7 ± 3.0 2.4 ± 1.9 2.4 ± 2.7 3.8 ± 2.7 2.6 ± 1.3 

TNF- (pg/ml) 
Control 1.7 ± 0.5 0.8 ± 0.6 * 0.9 ± 0.6 * 1.0 ± 0.4* 1.8 ± 0.9 

0.01 
Con obesidad 1.9 ± 0.9 1.1 ± 0.5 * 1.3 ± 0.7 * 1.7 ± 1.0 1.8 ± 0.8 

IL-10 (pg/ml) 
Control 2.9 ± 4.8 2.1 ± 1.8 2.7 ± 2.4 3.1 ± 3.2 2.7 ± 2.9 

0.90 
Con obesidad 4.0 ± 5.5 9.0 ± 14.8 5.2 ± 8.0 7.4 ± 10.6 9.4 ± 14.7 

TGF- (ng/ml) 
Control 5.2 ± 4.5 4.2 ± 2.8 5.6 ± 6.4 5.6 ± 5.0 4.2 ± 3.6 

0.06 
Con obesidad 4.0 ± 4.2 5.0 ± 2.5 6.6 ± 4.5 7.4 ± 8.8 2.7 ± 2.4 

Leptina (ng/ml) 
Control 9.6 ± 7.0 4.1 ± 3.5 5.8 ± 5.1 5.7 ± 6.2 5.8 ± 4.8 

0.53 
Con obesidad 35.5 ± 25.4 19.2 ± 5.3 19.9 ± 9.5 25.2 ± 16.1 20.7 ± 20.0 

Adiponectina 

(g /ml) 

Control 7.5 ± 2.5 8.5 ± 2.2 7.2 ± 2.4 8.5 ± 3.1 — 
0.07 

Con obesidad 4.5 ± 1.7 4.7 ± 2.6 4.2 ± 1.9 4.6 ± 2.6 — 

Índice A/L 
Control 1.6 ± 2.1 3.9 ± 3.9 6.6 ± 13.7 3.3 ± 2.8 — 

0.62 
Con obesidad 0.3 ± 0.3 0.2 ± 0.1 0.2 ± 0.1 0.3 ± 0.2 — 

Promedio ± DS. ANOVA de dos vías para medidas repetidas. 

† Factor tiempo (comparaciones intragrupo vs time 0). 

* Significancia estadística p<0.05.  

— : no determinado.  

Índice TG/HDL-C: Índice Triglicéridos sobre colesterol de alta densidad, VSE: velocidad de sedimentación 

eritrocítica, Índice A/L: índice adiponectina sobre leptina. 
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Figura 10. Efecto de la suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre los niveles de RvE1 en plasma 

del grupo con obesidad y control. La raya horizontal corresponde al promedio de los datos. Estos datos 

corresponden al Ensayo clínico-1. 

 

A nivel metabólico, la suplementación con AG omega-3, disminuyó los niveles de insulina, 

el índice HOMA-IR (el cual, en promedio, disminuyó a niveles normales). Por otra parte, se 

encontró una tendencia de disminución en los niveles de triglicéridos en el grupo de pacientes 

con obesidad, mientras que en el grupo control se observó una tendencia de incremento en la 

concentración de HDL-C (Tabla 5). 

5.1.3. Apego y consumo del suplemento de EPA y DHA 

El apego se evaluó con la concentración de ácidos grasos en plasma durante el tiempo del 

estudio (Tabla 6) y mediante el índice AA/EPA, el cual se ha relacionado con parámetros 

inflamatorios, sin embargo, no fue el caso del presente estudio, en donde no se encontró 

relación del índice ARA/EPA con citocinas inflamatorias en plasma (datos no mostrados), sin 

embargo, éste índice se utilizó como indicador de consumo y apego al tratamiento. Tanto el 

grupo con obesidad como el grupo control, presentaron un índice AA/EPA elevado al inicio 

del estudio, sin existir diferencias entre ellos. La suplementación con EPA y DHA generó la 

disminución significativa del índice AA/EPA desde el primer mes y durante los 3 meses de 
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tratamiento en ambos grupos. De forma interesante, en el grupo con obesidad regresa a 

niveles basales, mientras que en el grupo control se mantiene más bajo un mes después de 

haber terminado la suplementación (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Índice AA/EPA como marcador de apego al tratamiento. La suplementación con EPA y DHA 

disminuyó el índice AA/EPA durante el periodo de suplementación. Promedio ± DS. Datos correspondientes al 

Ensayo clínico-1. 
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Tabla 6. Concentración de ácidos grasos en plasma de sujetos con y sin obesidad durante el 

curso del estudio.  

    

Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo  2 Tiempo  3 Tiempo  4 

p 

valor
†
 

Ácido Láurico 

(12:0) (mM) 

Control 0.1 ± 0.1 0.08 ± 0.06 0.05 ± 0.04 0.04 ± 0.05 0.1 ± 0.07 

0.07 
Con obesidad 0.05 ± 0.07 0.03 ± 0.02 0.1 ± 0.1 0.02 ± 0.03  0.05 ± 0.08 

Ácido Mirístico 

(14:0) (mM) 

Control 1.4 ± 1.6 0.5 ± 0.2 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.2 0.7 ± 0.2 
0.60 

Con obesidad 1.0 ± 1.1 1.0 ± 1.5 1.2 ± 2.0 1.0 ± 1.4 0.7 ± 0.6 

Ácido Palmítico 

(16:0) (mM) 

Control 33.3 ± 42.7 10.5 ± 2.7 8.9 ± 1.9 9.1 ± 3.8 12.5 ± 4.3 
0.14 

Con obesidad 27.5 ± 37.8 27.3 ± 40.3 28.9 ± 48.6 26.0 ± 45.0 13.0 ± 9.8 

Ácido Esteárico  

(18:0) (mM) 

Control 23.2 ± 30.4 8.0 ± 2.1 8.4 ± 4.8 6.5 ± 1.9 8.8 ± 2.3 

0.26 
Con obesidad 18.6 ± 27.6 17.1 ± 24.1 17.5 ± 27.5 16.2 ± 25.1 8.6 ± 11.0 

Ácido 

Palmitoléico (16:1 

n-7) (mM) 

Control 2.3 ± 3.2 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.1 0.6 ± 0.7 0.7 ± 0.5 

0.053 
Con obesidad 

2.5 ± 3.5 2.2 ± 3.6 2.4 ± 5.0 1.8 ± 2.9 1.2 ± 0.4 

Ácido Oléico 

(18:1 n-9) (mM) 

Control 22.9 ± 28.8 6.9 ± 2.2 5.8 ± 1.5 6.5 ± 4.0 8.8 ± 3.0 

0.10 
Con obesidad 

22.7 ± 32.7 19.1 ± 27.6 21.2 ± 35.6 22.4 ± 43.7 9.6 ± 4.8 

Ácido Linoléico 

(18:2 n-6) (mM) 

Control 36.7 ± 50.5 9.1 ± 2.2 8.0 ± 2.1 8.8 ± 3.2 11.7 ± 3.0 
0.16 

Con obesidad 28.7 ± 40.6 30.3 ± 47.0 32.6 ± 57.2 26.6 ± 52.8 10.2 ± 4.7 

Ácido -

Linolénico (18:2 

n-3) (mM) 

Control 0.7 ± 1.0 0.2 ± 0.1 0.2 ± 0.1 0.2 ± 0.1 0.3 ± 0.1 

0.06 
Con obesidad 0.7 ± 0.8 0.8 ± 1.2 0.8 ± 1.3 0.7 ± 1.3 0.2 ± 0.2 

Ácido 

Araquidónico  

(20:4 n-6) (mM) 

Control 6.2 ± 8.8 1.7 ± 0.8 1.7 ± 0.5 1.6 ± 0.7 1.9 ± 0.6 

0.28 
Con obesidad 4.7 ± 6.6 5.6 ± 8.8 5.3 ± 8.2 3.7 ± 6.1 1.6 ± 0.6 

Ácido 

Eicosapentaenóico   

(20:5 n-3)  (mM) 

Control 0.5 ± 0.8 1.7 ± 0.6 3.4 ± 6.8 0.7 ± 0.6 1.2 ± 2.2 

0.06 
Con obesidad 0.4 ± 0.5 4.3 ± 7.8 2.7 ± 3.2 1.5 ± 0.8 0.2 ± 0.3 

Ácido 

Docosahexaenóico 

(22:6 n-3) (mM) 

Control 1.4 ± 2.0 1.0 ± 0.3 0.9 ± 0.2 0.7 ± 0.3 0.9 ± 0.8  

Con obesidad 0.9 ± 1.3 2.7 ± 4.1 2.3 ± 3.5 1.8 ± 2.7 0.5 ± 0.2 0.55 

Índice PUFA / 

SFA  

Control 0.7 ± 0.5 0.7 ± 0.7 0.7 ± 0.5 0.7 ± 0.5 0.8 ± 0.5 
0.27 

Con obesidad 0.5 ± 0.3 0.6 ± 0.3 0.5 ± 0.4 0.5 ± 0.3 0.7 ± 0.2 

Índice de 

aterogenicidad  

Control 0.5 ± 0.1  0.6 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.6 ± 0.1 
0.17 

Con obesidad 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.05 0.5 ± 0.1 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.2 

Índice de 

trombogenicidad 

Control 0.9 ± 0.4 0.9 ± 0.3 0.7 ± 0.2 0.7 ± 0.2 0.7 ± 0.3 
0.69 

Con obesidad 0.8 ± 0.2 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.9 ± 0.3 0.8 ± 0.6 

Índice Omega-6/ 

Omega-3  

Control 12.4 ± 4.2 3.7 ± 1.8* 4.4 ± 3.5* 6.5 ± 4.6* 7.6 ± 6.0* 
0.001 

Con obesidad 10.3 ± 2.6 5.1 ± 2.3* 5.2 ± 2.6* 4.9 ± 2.4* 9.0 ± 1.8 

EPA + DHA 
Control 1.9 ± 2.8 2.6 ± 1.0 4.1 ± 6.8 1.52 ± 0.7 2.5 ± 2.5 

0.08 
Con obesidad 1.2 ± 1.8 6.8 ± 11.9 4.9 ± 6.7 2.2 ± 1.4 0.6 ± 0.4 

Promedio ± DS. ANOVA para dos vías de medidas repetidas.  

† Factor tiempo (comparaciones intragrupo vs tiempo 0). 

* Significancia estadística p<0.05.  

PUFA: ácidos grasos poliinsaturados SFA: ácidos grasos saturados 
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5.2. Resultados del Ensayo clínico-2 

5.2.1 Efecto de la suplementación con ácidos grasos omega-3 sobre la proporción de 

subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en pacientes con obesidad 

Para continuar con el estudio del efecto de la suplementación con EPA y DHA in vivo en 

personas con obesidad y su efecto modulador de los linfocitos T CD4+, se evaluaron las 

subpoblaciones de éstos por citometría de flujo. En el ensayo clínico-2 solo se suplementó el 

grupo de participantes con obesidad, el grupo control no recibió suplementación tomando en 

cuenta los resultados previos en donde no se veían efecto de la suplementación sobre la 

expresión de marcadores de subpoblaciones de linfocitos T CD4+, que sugerían que dado 

que el grupo sin obesidad no cursa con un estado inflamatorio la suplementación no modula 

los linfocitos T CD4+, por lo tanto, este grupo se utilizó con fines de análisis para establecer 

valores de referencia y con fines comparativos. 

Las características inflamatorias y metabólicas de la cohorte de participantes correspondiente 

al Ensayo clínico 2, se muestra en la Tabla 7. En primer lugar, se observó que en sujetos con 

obesidad existe un incremento en la proporción de linfocitos Th1, Th2, Th17 y de Treg al 

comparar con el grupo control (Figura 12A, 12C, 12E, 12H, respectivamente). La 

suplementación con EPA y DHA por un mes resultó en la disminución significativa de la 

proporción de linfocitos Th1, Th2 y Th17, no así de los linfocitos Treg en el grupo de 

pacientes con obesidad (Figura 12B, 12D, 12F, 12G, respectivamente).  
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TABLA 7. CARACTERÍSTICAS ANTROPOMÉTRICAS, INFLAMATORIOS Y METABÓLICAS ANTES Y 

DESPUÉS DE LA SUPLEMETACIÓN CON EPA Y DHA. 

 Tiempo 0 AG omega-3  
 

Control  Con obesidad  p  

valor 

Con 

Obesidad           

Pre-

EPA+DHA 

Con Obesidad            

Post-

EPA+DHA  

p  

valor 

CARACTERÍSTICAS GENERALES 

Edad (years), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

31.8 ± 6.1 

30.0 

24 – 43 

34.2 ± 5.4 

35 

26 - 45 

0.26 33.0 ± 4.9 

33.0 

26.0 – 41.0 

33.0 ± 4.9 

33.0 

26.0 – 41.0 

0.99 

PARÁMETROS ANTROPOMÉTRICOS      

Peso (kg), promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

57.8 ± 4.1 

58.4 

50.3 – 64.3 

106.0 ± 15.4 

105.0 

80.1 – 136.9 

0.000

1 

106.0 ± 18.2 

104.3 

80.1 – 136.9 

106.4 ± 17.8 

105.7 

80.0 – 136.9 

0.96 

Masa grasa (kg), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

15.4 ± 3.1 

15.4 

8.3 – 20.6 

52.4 ± 12.6 

49.8  

36.4 – 75.6 

0.000

1 

56.4 ± 13.1 

54.6 

36.4 – 75.6 

56.1± 12.6 

54.2 

36.4 – 75.6 

0.95 

Masa grasa (%), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

26.6 ± 4.4 

27.5 

15.0 – 30.0 

49.2 ± 6.5 

50.4 

36.5 – 58.1 

0.000

1 

52.7 ± 3.8 

53.1 

45.5 – 58.1 

52.9 ± 3.6 

53.9 

45.0 – 55.8 

0.86 

Masa libre de grasa (kg), 

promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

42.3 ± 3.0 

43.3 

36.0 – 47.1 

53.5 ± 8.1 

50.6 

43.7 -70.5 

0.000

1 

 

50.3 ± 5.3 

49.7 

43.7 – 61.3 

50.5 ± 5.5 

49.3 

43.7 – 61.3 

0.90 

Masa libre de grasa 

(%),promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

73.4 ± 4.4 

72.5 

68.0 – 85.0 

50.8 ± 6.5 

49.6 

41.9 -63.5 

0.000

1 

47.8 ± 4.5 

46.6 

41.9 – 55.7 

48.0 ± 4.8 

46.0 

41.9 – 57.9 

0.91 

Estatura (m), promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

1.60 ± 0.04 

1.6 

       1.5 – 1.7  

1.58 ± 0.07 

1.57 

1.47 – 1.75 

0.40 1.57 ± 0.06 

1.57 

1.47 – 1.70 

1.57 ± 0.06 

1.57 

1.47 – 1.70 

0.99 

 IMC (kg/m2), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

22.4 ± 1.3 

22.7 

20.1 – 24.2 

42.2 ± 5.7 

41.0 

35.0 – 52.8 

0.000

1 

43.1 ± 6.3 

42.7 

35.0 – 52.8 

43.4 ± 6.1 

44.1 

35.0 – 52.8 

0.91 

Índice de masa grasa 

(kg/m2), promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

6.0 ± 1.1 

6.1 

3.5 – 7.7 

21.0 ± 4.9 

21.0 

13.3 – 29.2 

0.000

1 

22.9 ± 4.6 

23.1 

15.8 – 29.2 

22.7 ± 4.5 

23.4 

15.8 – 29.2 

0.95 

MARCADORES METABÓLICOS  

Glucosa (mg/dL), promedio 

± DS 

Mediana 

Rango 

 

78.7 ± 8.8 

75.5 

66.6 – 96.3 

 

89.9 ± 10.4 

86.0 

76.6 – 112.1 

 

0.003 

 

87.6 ± 9.4 

85.8 

76.6 – 112.1 

 

89.1 ± 11.1 

88.0 

78.6 – 116.8 

 

0.69 

Insulina (mU/L promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

3.6 ± 2.5 

3.9 

0.1 – 9.1 

51.3 ± 37.7 

48.6 

3.7 – 121.2 

0.000

2 

66.4 ± 35.3 

68.5 

3.2 – 121.2 

41.8 ± 28.1 

28.6 

6.0 – 82.4 

0.01 

                        HOMA-IR, 

promedio ± DS 

 

0.7 ± 0.5 

 

12.4 ± 8.83 

 

0.000

 

12.9 ± 8.5 

 

8.0 ± 6.7 

 

0.03 
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Mediana 

Rango 

0.7 

0.1 – 1.6 

13.1 

0.7 – 26.1 

1 14.1 

0.01 – 25.9 

5.5 

0.01 – 18.7 

Colesterol total (mg/dl), 

promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

 

159.3 ± 25.8 

156.7 

120 – 199 

 

170.5 ± 28.8 

156.9 

141.6 – 228.7 

 

0.38 

 

189.3 ± 33.1 

190.4 

148.0 – 228.8 

 

181.7 ± 34.1 

181.7 

157.6 – 205.8 

 

0.80 

LDL-C (mg/dl), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

97.5 ± 13.5 

94.1 

80.0 – 127.3 

106.2 ± 24.5 

100.6 

60.6 – 163.5 

0.28 112.6 ± 25.4 

111.3 

87.0 – 163.5 

110.5± 26.3 

98.8 

83.2 – 160.2 

0.73 

HDL-C (mg/dl), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

51.1 ± 11.5 

51.3 

33.3 – 68.4 

29.1 ± 7.9 

29.7 

17.5 – 40.8 

0.000

2 

30.6 ± 10.2 

32.0 

17.5 – 40.8 

32.6 ± 7.2 

32.4 

24.4- 41.2 

0.32 

Triglicéridos (mg/dL), 

promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

95.6 ± 29.4 

95.0 

46.1 – 152.4 

197.1 ± 102.2 

155.9 

79.2 – 454.1 

0.003 209.0 ± 84.7 

182.9 

107.0 – 345.7 

155.6 ± 50.6 

145.9 

86.7 – 244.4 

0.005 

MARCADORES INFLAMATORIOS  

Leucocitos (x10^3/µL), 

promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

 

5583 ± 1548 

5460 

3950 – 9225 

 

9499 ± 1970 

9500 

5433 - 12600 

 

0.000

1 

 

9326 ± 2011 

9362 

5433 – 12130 

 

9026 ± 1320 

8475 

7600 – 11400 

 

 

0.57 

VSE (mm/h), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

 

9 ± 3 

9 

6 – 13 

 

28 ± 11 

30 

6 – 47 

 

0.000

1 

 

30 ± 10 

33 

16 - 47 

 

30 ± 11 

29 

10 - 50 

 

0.93 

IL-1β (pg/ml), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

1.02 ± 0.9 

0.6 

0.01 – 2.8 

 

0.5 ± 0.3 

0.5 

0.03 – 1.1 

 

0.08 0.5 ± 0.3 

0.6 

0.03 – 0.9 

0.2 ± 0.2 

0.2 

0.03 – 0.6 

0.09 

                IL-6 (pg/ml), 

promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

1.2 ± 0.7 

1.2 

0.3 – 2.3 

2.6 ± 1.8 

2.1 

0.5 – 6.9 

 

0.03 2.9 ± 2 

2.3 

0.7 – 6.9 

1.8 ± 0.7 

1.7 

1.0 – 3.0 

0.03 

IL-8 (pg/ml), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

2.8 ± 1.6 

2.9 

0.6 – 6.0 

4.1 ± 4.9 

2.2 

0.4 – 20.5 

0.40 4.9 ± 5.8 

2.1 

1.0 – 20.5 

4.4 ± 5.1 

2.3 

0.7 – 17.7 

0.08 

TNF- (pg/ml), promedio ± 

DS 

Mediana 

Rango 

1.3 ± 0.8 

1.4 

0.3 – 2.6 

1.5 ± 0.9 

1.3 

0.6 – 4.6 

0.63 1.5 ± 1.1 

1.3 

0.6 – 4.6 

1.1 ± 0.6 

1.0 

0.2 – 2.5 

0.23 

Leptina (ng/ml) 

promedio ± DS 

Mediana 

Rango 

 

4.9 ± 4.5 

4.1 

0.1 – 12.7 

 

30.5 ± 18.9 

25.8 

7.6 – 69.7 

0.000

1 

 

33.3 ± 18.6 

29.3 

7.6 – 69.7 

 

32.6 ± 17.0 

35.9 

13.0 – 66.9 

0.74 



49 

 

 

Figura 12. Proporción de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en circulación y efecto de la suplementación 

con EPA y DHA. A) La proporción de linfocitos Th1 es mayor en el grupo con obesidad vs control. B) La 

proporción de linfocitos Th1 disminuyó significativamente después de un mes de suplementación con EPA y 

DHA en el grupo con obesidad. C) La proporción de linfocitos Th2 es mayor en el grupo con obesidad vs 

control. D) La proporción de linfocitos Th2 disminuyó significativamente después de un mes de suplementación 

con EPA y DHA en el grupo con obesidad. E) La proporción de linfocitos Th17 es mayor en el grupo con 

obesidad vs control. F) La proporción de linfocitos Th17 disminuyó significativamente después de un mes de 

suplementación con EPA y DHA en el grupo con obesidad. G) La proporción de linfocitos Treg es mayor en el 

grupo con obesidad vs control. H) La proporción de linfocitos Treg no cambió después de un mes de 

suplementación con EPA y DHA en el grupo con obesidad. Promedio ± DS. La línea punteada corresponde 

al valor promedio de la proporción de la subpoblación en el grupo control. Estos datos corresponden al 

Ensayo clínico-2 después de 1 mes de tratamiento.  
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5.2.2. Efecto de la suplementación de AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la funcionalidad 

de los linfocitos Treg en pacientes con obesidad. 

Al evaluar la supresión de la proliferación celular mediada por Treg, se observó que ésta fue 

significativamente menor en el grupo de participantes con obesidad, en cultivos con razón 

Tresp: Treg de 1:0.5 fue de 61.1 ± 10.5% vs 48.8 ± 13.6 % en el grupo control vs con obesidad, 

respectivamente (p<0.04). En cultivos con razón Tresp: Treg 1:1 la capacidad de supresión 

fue de 70.0 ± 23.1 vs 54.5 ± 16.4 % en el grupo control vs con obesidad, respectivamente 

(p<0.001) (Figura 13A, 13C). Estos datos sugieren que la función de los linfocitos Treg 

podría estar afectada durante la obesidad. La suplementación por dos meses con EPA y DHA 

resultó en una tendencia de incremento de la supresión de la proliferación celular en pacientes 

con obesidad (Figura 13B, 13D). 

 

Figura 13. Supresión de la proliferación celular mediada por linfocitos y el efecto de la suplementación con 

EPA y DHA. A) Los linfocitos Treg suprimen la proliferación significativamente menos p<0.04 en el grupo con 

obesidad vs control. B) La suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) por dos meses tuvo tendencia a 

incrementar la supresión de la proliferación celular en el grupo con obesidad C) Los linfocitos Treg suprimen 
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la proliferación significativamente menos en el grupo con obesidad vs sin obesidad. D) La suplementación con 

AG omega-3 (EPA y DHA) por dos meses tuvo tendencia a incrementar la supresión de la proliferación celular 

en el grupo con obesidad. Promedio ± DS. Los datos corresponden al Ensayo clínico-2. 

5.2.3. Efecto de la suplementación de AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la bioenergética 

de los linfocitos Treg en pacientes con obesidad. 

Por otra parte, se ha descrito que la función de los linfocitos T está determinada en gran parte 

por las vías metabólicas activas a través de las cuales la célula alcanza su requerimiento 

energético, por lo que también se determinó la bioenergética de los linfocitos Treg en sujetos 

con obesidad y en el grupo control. Se observó que no existe diferencia en el consumo de 

oxígeno basal entre ambos grupos. Sin embargo, una vez que se agregó un desacoplante de 

la cadena transportadora de electrones (FCCP) para poder evaluar la capacidad máxima de 

consumo de oxígeno de la célula, se observó que no existe diferencia en el consumo de 

oxígeno basal de los linfocitos Treg del grupo de participantes con obesidad al comparar con 

el grupo sin obesidad. Por el contrario, la capacidad de reserva se encontró significativamente 

disminuida en el grupo con obesidad al comparar con el control (Figura 14A). No se 

observaron diferencias en el consumo de oxígeno asociado a la producción de ATP, fuga de 

protones y consumo de oxígeno no mitocondrial al comparar con el grupo sin obesidad 

(Tabla 4). Después de 2 meses de suplementación con EPA y DHA se observó que la 

capacidad de reserva de los linfocitos Treg incrementó significativamente y alcanza valores 

similares al grupo de participantes sin obesidad (Figura 14B).  

Por otra parte, en cuanto a la tasa de acidificación extracelular, que indica metaboslimo 

glicolítico activo, no se observaron diferencias entre el grupo con obesidad y control a nivel 

basal y posterior a la inyección de oligomicina, sin embargo, el grupo sin obesidad presentó 

niveles significativamente mayores de ECAR posterior a la inyección con FCCP y 

Rotenona/Antimicina-A al comparar con el grupo con obesidad (Figura 15A), la 

suplementación con EPA y DHA no tuvo efecto sobre los niveles de ECAR (Figura 15B).  

Por lo que estos resultados sugieren que la suplementación con EPA y DHA restaura el 

metabolismo oxidativo por mecanismo desconocidos y posiblemente esto contribuye a 

mejorar la función supresora de las células Treg de pacientes con obesidad, lo cual puede ser 

parte del mecanismo antiinflamatorio de los ácidos grasos omega-3, la inducción de 

tolerancia inmunológica. 
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Figura 14. Bioenergética de linfocitos Treg de participantes con y sin obesidad y el efecto de la suplementación 

con EPA y DHA en pacientes con obesidad. A) Tasa de consumo de oxígeno (OCR) basal y posterior a la 

inyección de oligomicina, FCCP y Rotenona/Antimicina A. Posterior a la inyección con FCCP el OCR fue 

significativamente menor en el grupo con obesidad. B) La suplementación con EPA y DHA aumentó 

significativamente el OCR posterior a la inyección de FCCP. No cambió el OCR basal, y posterior a la inyección 

con oligomicina y Rotenona/Antimicina A. Datos mostrados en promedio ± SEM. 
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Figura 15. Glucólisis medida por la tasa de acidificación celular en linfocitos Treg de participantes con y sin 

obesidad y posterior a la suplementación con EPA y DHA. A) Los niveles de ECAR basales y posterior a la 

inyección con oligomicina no fueron diferentes entre grupos, los niveles de ECAR fueron significativamente 

mayores después de la inyección con FCCP y Rotenona/Antimicina A en el grupo sin obesidad. B) La 

suplementación con EPA y DHA no tuvo efecto sobre los niveles de ECAR. 
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6.0. DISCUSIÓN 

En la obesidad existe un proceso inflamatorio de bajo grado caracterizado por el incremento 

de linfocitos T CD4+ efectores circulantes, así como de linfocitos Treg, en los que se observó 

la disminución de su función lo que se relacionó con alteraciones en su bioenergética. La 

suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) disminuyó la proporción y expresión de 

marcadores de linfocitos T CD4+ efectores y mejoró la función y la bioenergética de los 

linfocitos Treg en pacientes con obesidad. 

Los resultados aquí presentados se refieren a mujeres con al menos obesidad grado 2, sin 

enfermedades crónicas, que se suplementaron con cápsulas de aceite de pescado que 

aportaron 72 kcal al día y que contenían 4.8 g/d (3.2 g de EPA y 1.6 g de DHA). Las 

participantes no perdieron peso ni presentaron cambios en la composición corporal, por lo 

que los resultados de este trabajo se deben principalmente al efecto de la suplementación con 

AG omega-3 y no a intervenciones adicionales. 

6.1. Consumo del suplemento e indicadores de apego  

Se ha descrito a nivel poblacional que el consumo promedio AG omega-3 en adultos 

mexicanos es de 0.3 g/d (Ramírez-Silva et al., 2011), lo cual se encuentra por debajo de la 

recomendación de la FAO que sugiere un consumo de 2.0 g/d de EPA y DHA (Burlingame 

et al., 2009). El bajo consumo de AG omega-3 en la población mexicana, independiente del 

estado nutricional, fue confirmado por un elevado índice AA/EPA para el grupo control y con 

obesidad. De acuerdo a nuestro conocimiento, no se ha reportado el índice AA/EPA en plasma 

en ninguna cohorte mexicana, los valores de AA/EPA aquí reportados (superiores a 10) son 

similares a los de EE.UU. Canadá, Grecia, Italia, España y los Países Bajos (Stark et al., 

2016), que son países que consumen “dieta occidental”, la cual provoca la activación de 

células del sistema inmune por su aporte de azúcar, carnes rojas, alta densidad energética, 

lácteos ricos en grasa saturada y un bajo aporte de fibra, pescado y frutos secos (Christ et al., 

2019). En otras regiones del mundo donde el consumo de pescado y productos pesqueros es 

alto, el índice AA/EPA es bajo (inferior a 5), como los Inuits canadienses, Alaska, Japón, 

Papua-Nueva Guinea, Corea, Rusia, Islandia y Noruega (Stark et al., 2016).  

Después de la suplementación, el índice AA/EPA se redujo de forma significativa en ambos 

grupos a partir del primer mes de tratamiento y se mantuvo bajo durante el tratamiento. Un 
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mes después de haber concluido la suplementación, el índice AA/EPA en el grupo con 

obesidad volvió a su valor inicial, mientras que en el grupo control se mantuvo bajo, aunque 

no fue diferente de su valor inicial. Por otra parte, el índice omega-6/omega-3 disminuyó a 

niveles inferiores a 4 durante el tiempo de suplementación, el cual es el valor recomendado 

(Saini & Keum, 2018), sin embargo, volvió a los niveles iniciales un mes después de haber 

concluido el tratamiento. 

En este estudio se evaluó la concentración de EPA y DHA en plasma como indicador que 

refleja la ingestión a corto plazo, la cual es dependiente de la dosis de consumo de éstos AG 

(Yee et al., 2010), mientras que, existen otros indicadores para detectar consumo crónico de 

estos AG como los eritrocitos. En este estudio se muestran resultados de la concentración de 

AG omega-3 en plasma para determinar cambios agudos que no podrían detectarse en 

eritrocitos (Hu et al., 2017). Los eritrocitos podrían ser mejores indicadores para periodos de 

suplementación más largos (más de 3 meses debido a su recambio celular que es de 120 días).  

6.2. Resolvinas en plasma  

Por otra parte, la síntesis de SPM a partir de EPA y DHA es parte del mecanismo 

antiinflamatorio de los AG omega-3. En el ensayo clínico-1 se cuantificó la concentración 

plasmática de RvE1 en los participantes de la primera fase del estudio, la cual no fue 

detectable en el grupo control, mientras que, en el grupo con obesidad, se detectó en 3 

pacientes al inicio del estudio. Después de un mes de suplementación los niveles de RvE1 

incrementaron en ambos grupos sin alcanzar significancia estadística. Es importante destacar 

que nuestros datos de RvE1 deben tomarse con cautela debido al método de cuantificación 

empleado, que podría no ser un método confiable para cuantificar de forma adecuada este 

indicador en plasma. La sensibilidad que se requiere para hacer la cuantificación de 

resolvinas de forma apropiada es mediante la cromatografía acoplada con espectrometría de 

masas (Schebb et al., 2022; Weylandt et al., 2023). Estos datos sugieren que la 

suplementación podría inducir la producción de estos mediadores resolutivos de la 

inflamación por los leucocitos, lo cual podría ser parte del mecanismo involucrado en inducir 

la diferenciación de los linfocitos T CD4+ a fenotipo regulador y disminuir la diferenciación 

a los fenotipos efectores, lo anterior se ha sido descrito ex vivo utilizando RvE1 (Chiurchiù 

et al., 2016). 
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6.3. Efecto de la suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre marcadores 

inflamatorios en plasma 

Por otra parte, diferentes ensayos clínicos se han realizado para estudiar el efecto de la 

suplementación con AG omega-3 y los resultados han sido controversiales, esto podría 

deberse a la heterogeneidad de la metodología empleada en cada uno de los estudios, la dosis, 

grupo de estudio y tiempo de suplementación (Rangel-Huerta & Gil, 2018; Ridker et al., 

2022). La mayoría de los estudios de suplementación que han mostrado efectos 

antiinflamatorios se realizaron con dosis superiores a 3 g/d (Rangel-Huerta & Gil, 2018), 

excepto en personas mayores de 45 años con hipercolesterolemia en los que una dosis alta 

no tuvo efecto (Ridker et al., 2022). En este estudio, se observó un efecto antiinflamatorio de 

una dosis superior a 3 g/d en mujeres con obesidad entre 18 y 45 años que no tenían ninguna 

complicación asociada a la obesidad. 

De acuerdo a los marcadores inflamatorios en sangre total y en plasma que en este estudio se 

determinaron, se observó mayor número de leucocitos y en VSE al comparar con el grupo 

control, lo cual fue consistente en ambos ensayos clínicos. La inflamación se caracteriza por 

un incremento de leucocitos (Purdy & Shatzel, 2021). Cabe destacar que dicho incremento 

no sobrepasó los rangos de referencia, por lo que, esto dificulta la detección de la inflamación 

de bajo grado en la obesidad, es conveniente establecer rangos de referencia de leucocitos 

para inflamación de bajo grado. En una cohorte italiana se observó que la inflamación de 

bajo grado, caracterizada por presentar leucocitos a partir de 7.5 a 9.9 x 10 mm3, que se asoció 

con el incremento en el riesgo de mortalidad (Bonaccio et al., 2016), en este estudio, el 

promedio del grupo con obesidad se encuentra en este rango, indicando la presencia de 

inflamación de bajo grado, por lo que, con una prueba tan fácil y barata como lo es la cuenta 

de leucocitos, podríamos identificar inflamación de bajo grado a nivel clínico. 

Por otra parte, de forma basal, la concentración de leptina fue significativamente mayor en 

el grupo con obesidad. Asimismo, se encontró una tendencia de incremento de IL-6 e IL-8 

en el grupo con obesidad, lo cual fue consistente en los dos ensayos clínicos. 

De forma interesante, la concentración plasmática basal de TNF-, no fue diferente entre el 

grupo con obesidad al comparar con el grupo control, lo cual fue consistente en ambos 

ensayos clínicos. Esta similitud en la concentración plasmática de TNF-, ya se había 
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reportado anteriormente (Kuo & Halpern, 2011), lo cual llama la atención, ya que TNF-a es 

una citocina inflamatoria sintetizada por las células del sistema inmune y por los adipocitos 

y se ha descrito que promueve la resistencia a la insulina mediante la alteración en la 

señalización del receptor de la insulina (Mohallem & Aryal, 2020), sin embargo, el grupo 

control no presentó resistencia a la insulina a pesar de tener niveles similares de TNF-a al 

grupo con obesidad. Un modelo murino mostró que la deleción genética de TNF-a no mostró 

mejoras en la resistencia a la insulina (Aladhami et al., 2021). Por lo anterior, es posible que 

existan otros factores implicados en el desarrollo y evolución de la resistencia a la insulina 

aparte de TNF-, que pueden incluir el desbalance en los niveles de leptina, adiponectina e 

IL-10, dicho desbalance también es parte del estado inflamatorio en obesidad.  

Por otra parte, se encontró una tendencia de incremento de IL-6 en ambas cohortes, esta 

citocina es producida por muchos tipos de células (monocitos, fibroblastos, células 

endoteliales, adipocitos) se ha descrito que más del 35% de la IL-6 circulante se debe a la 

síntesis de ésta por el tejido adiposo (Purdy & Shatzel, 2021), el incremento de IL-6 y TNF-

a es importante porque participan en la inducción de vías inflamatorias a través de la 

activación del Factor nuclear kappa  (NF-k) produciendo un aumento de varias citocinas.  

La suplementación con EPA y DHA disminuyó la concentración de citocinas inflamatorias 

en plasma, como TNF-  e IL-6, desde el primer mes de suplementación con EPA y DHA, 

en el grupo control y con obesidad. Así mismo, se observó que la suplementación con AG 

omega-3 disminuyó la expresión de mRNA de TNF- y de IL-6 en PBMC de forma 

significativa. Estos efectos podrían explicarse por la interacción de EPA y DHA con el 

receptor acoplado a proteína G 120 (GPR120) (Oh et al., 2010), o a través de PPAR ambas 

resultan en la inhibición de la activación del factor de transcripción NF-k (Chandra et al., 

2017; Oh et al., 2010).  

Un mes después de concluir el tratamiento, el nivel de trascripción de TNF- en PBMC se 

mantuvo bajo, sin embargo, un mes después de haber concluido la suplementación con EPA 

y DHA, los niveles plasmáticos regresaron a los valores iniciales. Esto puede explicarse 

debido a que TNF- es sintetizada por otras células a parte de las células del sistema inmune. 

Los resultados del ensayo clínico-1, que nos permiten ver el efecto un mes después de haber 

concluido la suplementación, sugieren que el efecto antiinflamatorio de EPA y DHA 
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mantiene en PBMC al menos un mes después de concluir el tratamiento. Esto concuerda con 

lo que se describió en un estudio previo en el que se incluyeron voluntarios sanos que 

consumieron 18g de aceite de pescado, equivalente a 4.6 g de EPA y DHA, redujo la síntesis 

de TNF-a e IL-1b ex vivo en PBMC, dicho efecto se observó incluso 10 semanas después de 

haber terminado la suplementación (Endres et al., 1989), esto podría deberse a la 

incorporación de EPA y DHA a las membranas celulares de PBMC (Mason et al., 2020) y al 

tiempo de recambio de las células linfoides (Sender & Milo, 2021). 

6.4. Efecto de la suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre los linfocitos T 

CD4+ circulantes  

En el ensayo clínico-1, de forma basal, se observó elevada la transcripción de marcadores de 

Th1 (TBX21 e IFNG), Th2 (GATA3 e IL4) y de Treg (FOXP3 e IL10) en PBMC en el grupo 

con obesidad al comparar con el grupo control. Estos datos concuerdan con los resultados 

observados en tejido adiposo subcutáneo (Travers et al., 2015; Zeyda et al., 2011) y visceral 

de pacientes con obesidad mórbida (Zeyda et al., 2011). Por lo anterior, es posible que las 

PBMC pueden ser utilizadas como biomarcador de la inflamación en tejido adiposo (Pecht 

et al., 2014).  

En el ensayo clínico-2, en donde se evaluaron las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ 

circulantes por citometría de flujo, se encontró que la proporción de Th1, Th2, Th17 y Treg 

fue mayor en sujetos con obesidad al comparar con el grupo control. Estos datos aportan 

evidencia que contribuye a describir el proceso inflamatorio crónico y sistémico de bajo 

grado en la obesidad. Nuestros resultados concuerdan con el incremento de Th2 y Treg 

circulantes observado en pacientes con obesidad mórbida (Gómez F, 2011; Van Der Weerd 

et al., 2012). En cuanto a los linfocitos Treg, no es concluyente el estado de éstos en la 

condición de obesidad (Bradley et al., 2022; Wagner et al., 2013). Llama la atención el 

incremento de Treg acompañado del incremento de linfocitos T CD4+ efectores, lo que 

sugiere que la función de las Treg podría estar afectada.  

Como resultado de la suplementación con AG omega-3, la cantidad de leucocitos no se 

modificó en todo el curso del estudio, es posible que para evaluar el efecto antiinflamatorio 

de esta u otra intervención nutricional, los leucocitos no sean un marcador sensible para 
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detectarlo, ya que la suplementación tuvo efectos importantes en los niveles de expresión de 

mRNA de marcadores de Th1 (TBX21 y IFNG), Th2 (GATA3 e IL4) y Treg (FOXP3 y IL10).  

La suplementación con EPA y DHA disminuyó la proporción de linfocitos Th1, Th2 y Th17, 

no así de Treg. Esta disminución de linfocitos T CD4+ efectores es consistente con otros 

reportes en los que se describe que los AG omega-3 modulan la activación, diferenciación y 

proliferación de subpoblaciones de linfocitos T CD4+, disminuyendo los linfocitos Th1 

(Chiurchiù et al., 2016; Cucchi et al., 2020; Forsberg et al., 2020; Yang-Yi Fan, Natividad R. 

Fuentes, Tim Y. Hou, Rola Barhoumi et al., 2018), mediante la incorporación de EPA y DHA 

en los fosfolípidos de membranas, lo que incrementa la fluidez y afecta el reclutamiento de 

proteínas involucradas en la activación de los linfocitos T y la expansión (Yang-Yi Fan, 

Natividad R. Fuentes, Tim Y. Hou, Rola Barhoumi et al., 2018).  

De forma importante, la inclusión del grupo sin obesidad nos permitió conocer el efecto de 

la suplementación en ausencia de un proceso inflamatorio activo, y se observó que la 

expresión de mRNA de marcadores de Th1, Th2 y Treg no se modificaron en todo el curso 

del tratamiento, con lo que podemos inferir que, en ausencia de inflamación, la 

suplementación no suprime la respuesta inmunológica. Por este motivo, no se suplementaron 

los participantes del grupo control en el ensayo clínico-2.  

6.5. Efecto de la suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre los linfocitos Treg 

(funcionalidad y bioenergética). 

La proporción de linfocitos Treg se encontró incrementada en el grupo con obesidad al 

comparar con el grupo control. Después de 1 mes de suplementación con EPA y DHA en el 

grupo con obesidad, no se encontró cambio en la proporción de linfocitos Treg. La 

suplementación con AG omega-3 en un grupo de mujeres embarazadas no tuvo en efecto en 

la proporción de los linfocitos Treg (Forsberg et al., 2020). Sin embargo, en el presente 

estudio, al evaluar la capacidad supresora de los linfocitos Treg, que estaba disminuida en la 

obesidad, después de 2 meses de suplementación, se observó una tendencia a incrementar, es 

posible que no se encontrara significancia estadística debido al tamaño muestral, sin 

embargo, estos datos sugieren que si bien no hay un cambio en la proporción de Treg 

secundario al tratamiento con EPA y DHA, si lo hay a nivel de capacidad de supresión de la 

proliferación de linfocitos T CD4+ efectores.  
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Por otra parte, se observó que en el grupo con obesidad existen alteraciones en la 

bioenergética de los linfocitos Treg, la capacidad de reserva se encontró significativamente 

disminuida, este es indicador de la capacidad de las células para producir ATP por OXPHOS 

en una situación de incremento en la demanda energética (Desler et al., 2012).  

En condiciones normales, FOXP3, factor de transcripción maestro de los linfocitos Treg, 

controla el metabolismo celular promoviendo la oxidación de ácidos grasos y limitando la 

glucólisis a través de la inhibición de mTORC2. La oxidación de ácidos grasos le permite a 

los linfocitos Treg presentar una óptima capacidad supresora (Georgiev et al., 2019). Bajo 

condiciones inflamatorias, señales de TLR1/2 promueven la glucólisis mediante la expresión 

de GLUT1 de forma dependiente de mTORC1 a través de la modulación de la expresión de 

FOXP3 en los linfocitos Treg (Georgiev et al., 2019). 

La suplementación con EPA y DHA mejoró, específicamente la capacidad de reserva 

respiratoria, y también se observó una tendencia de incrementar la respiración basal y la 

respiración asociada a la producción de ATP. Previamente se ha descrito en otros tejidos que 

la administración de EPA y DHA puede inducir la biogénesis mitocondrial y mejorar la 

funcionalidad de la mitocondrial (Kalupahana et al., 2011; Lepretti et al., 2018), así mismo, 

se ha reportado en un modelo in vitro de esteatosis hepática, que la administración de EPA y 

DHA disminuyó la fisión mitocondrial e incrementó la expresión de proteínas de fusión 

mitocondrial lo cual mejora la función de éstas (Zhang et al., 2011). En PBMC se mostró que 

SPM derivados de EPA como 18R-HEPE y Resolvina E1, disminuyen la disfunción 

mitocondrial al modular la fisión, lo que se relacionó con la disminución de la síntesis de 

citocinas inflamatorias (Hecker et al., 2018) 

Por otra parte, es posible que parte del efecto antiinflamatorio de los AG omega-3 sea 

mediado por el incremento de la regulación inmunológica. Es el ensayo clínico-1, se observó 

que la concentración de IL-10 y TGF- en plasma, citocinas producidas en parte por las Treg, 

tuvieron una tendencia de incremento en el grupo con obesidad, y en el ensayo clínico-2, se 

observó una tendencia de incremento en la capacidad supresora de Treg, lo cual podría 

deberse, a la mejora del metabolismo oxidativo de los linfocitos Treg por mecanismos 

desconocidos y posiblemente, esto contribuye a mejorar la función supresora de las células 
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Treg de pacientes con obesidad, lo cual puede ser parte del mecanismo antiinflamatorio de 

los ácidos grasos omega-3, la inducción de tolerancia inmunológica. 

6.6. Efecto de la suplementación con AG omega-3 sobre parámetros metabólicos 

En cuanto al efecto de la suplementación con AG omega-3 a nivel metabólico, en ambos 

ensayos clínicos, se observó la disminución significativa de la concentración de insulina y de 

índice HOMA-IR (indicador de resistencia a la insulina) en sujetos con obesidad desde el 

primer mes de tratamiento y durante todo el curso del estudio, incluso un mes después de 

haber terminado la suplementación. De forma interesante, el valor de HOMA-IR disminuyó 

a niveles de referencia (< 2.5) (Tang et al., 2015).  Estos datos son prometedores, sin embargo, 

se requieren otros estudios en los que se determine la sensibilidad a la insulina por otros 

métodos como el clamp euglicémico-hiperinsulinémico que es el “gold standard” para 

evaluar sensibilidad a la insulina, solo de esta manera se podrá corroborar el efecto de la 

suplementación con EPA y DHA en pacientes con obesidad. Es posible que los mecanismos 

que medían el efecto la suplementación con EPA y DHA involucren la remodelación de la 

membrana incluyendo la membrana mitocondrial, lo cual puede relacionarse con el 

incremento de la expresión de proteínas de fusión mitocondrial, que se asocia con un 

incremento en la sensibilidad a la insulina y disminución de la inflamación (Sinha et al., 

2023).  

Por otra parte, la concentración de triglicéridos se redujo. En el ensayo clínico-1, 

encontramos que después de un mes de haber concluido la suplementación, los niveles de 

triglicéridos regresaban a niveles similar al basal, lo que sugiere que el efecto se mantiene 

mientras el paciente consuma el suplemento de aceite de pescado. La disminución de 

triglicéridos es uno de los efectos más reportados de la suplementación con AG omega-3 

(EPA y DHA) por un mecanismo que no está completamente elucidado (Bornfeldt, 2021; Q. 

K. Liu, 2021). 

La concentración de HDL-C tuvo una tendencia a incrementar en el grupo control y en el 

grupo con obesidad, sin embargo, este incremento podría tener relevancia clínica ya que se 

ha reportado que por cada 1 mg/dL de aumento en la concentración de HDL-C, el riesgo 

cardiovascular disminuye 6% (Singh et al., 2007).  
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El índice TG/HDL-C se ha utilizado como marcador predictor de resistencia a la insulina y 

se ha asociado con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares (Azarpazhooh et al., 

2021), se encontró por arriba de 3 en el grupo con obesidad, y hubo una tendencia de 

disminución durante la intervención y un mes después de haber concluido la suplementación, 

volvió a su valor inicial. 

Las mejoras en la inflamación y la resistencia a la insulina como resultado de una dosis alta 

de AG omega-3 in vivo en sujetos con obesidad que se reportan en esta investigación, podrían 

ser clínicamente importantes, ya que se ha reportado que la mortalidad temprana está 

relacionada con la presencia de inflamación y niveles elevados de insulina, no se encontró 

relación directa del IMC con la mortalidad (Wiebe et al., 2022).  

Este estudio muestra los efectos de la suplementación con EPA y DHA in vivo, los resultados 

sugieren órganos y células blanco, entre ellos están las células del sistema inmune, 

específicamente células mononucleares y linfocitos T CD4+ en donde de acuerdo con la 

expresión de mRNA de marcadores, citocinas en plasma y porcentaje de linfocitos T CD4+ 

sugieren que EPA y DHA tiene un efecto antiinflamatorio. Por otra parte, el tejido adiposo 

podría ser órgano blanco de la suplementación con ácidos grasos omega-3, si bien se 

encontraron tendencias de cambio en los niveles de leptina y adiponectina, eso sugiere que, 

sin pérdida de peso, los AG omega-3 pueden tener efectos sobre la funcionalidad del tejido 

adiposo de personas con obesidad y normopeso. Así mismo, de acuerdo con los resultados 

en los niveles de HOMA-IR, insulina, es posible que el músculo y páncreas sean órganos 

blanco de la suplementación, ya que incrementó la sensibilidad a la insulina lo cual generó 

una disminución de insulina en ayuno. A nivel hepático es posible que también haya efectos 

secundarios a la suplementación con AG omega-3, ya que se encontró una disminución de 

triglicéridos en plasma (Figura 16). Sería conveniente continuar con estudios que 

contribuyan a elucidar el mecanismo de estos efectos secundarios a la suplementación con 

EPA y DHA. Los mecanismos podrían incluir la remodelación de la membrana celular y de 

organelos como la mitocondria, así como la modulación de factores de transcripción que 

permitan la expresión de genes asociados a los efectos observados, entre ellos se encuentran 

PPAR-, PPAR-, NF-kB, PGC1-, entre otros. Es importante considerar que estos 

mecanismos posiblemente no son excluyentes.  
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Figura 16. Posibles órganos blanco de la suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) en personas con 

obesidad. 

Las fortalezas de este estudio abarcan el desarrollo de 2 ensayos clínicos en el que se evaluó 

el efecto de la suplementación. En el ensayo clínico-1 se estudió la suplementación con dosis 

altas por tres meses (de forma mensual para identificar a partir de qué mes se observan 

cambios) y un mes después de haber terminado la suplementación, para estudiar el efecto a 

largo plazo de la suplementación sobre parámetros inflamatorios y metabólicos. Otra 

fortaleza fue que, en el ensayo clínico-1, se incluyeron participantes sanos con el objetivo de 

utilizarlo como grupo de referencia y para contrastar las diferencias en los marcadores 

inflamatorios y metabólicos con el grupo con obesidad, es decir, se estudiaron fenotipos 

extremos (Sin Obesidad vs Con obesidad). 

Una limitación fue la falta de un grupo placebo, sin embargo, se decidió que no era 

conveniente incluir un grupo placebo debido al efecto inmunomodulador de otros ácidos 

grasos, lo cual podría no mostrar el efecto real de la suplementación, por lo que se optó por 
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hacer un diseño de estudio no cegado, en el que cada individuo fuera su propio control. Otra 

limitación fue que en el ensayo clínico-2 el grupo control no recibió suplementación, sin 

embargo, esto fue debido a que en el ensayo clínico-1 no se observó cambio en la expresión 

de marcadores de linfocitos T CD4+. Así mismo, una limitante más de esta investigación es 

la falta de datos de consumo de ácidos grasos omega-3, en específico EPA y DHA. Y por 

último, otra limitación fue la falta de biopsias para analizar los linfocitos T CD4+ en tejido 

adiposo.  

7.0. CONCLUSIÓN 

En la obesidad existe un proceso inflamatorio de bajo grado caracterizado por el incremento 

de linfocitos T CD4+ efectores circulantes, así como de linfocitos Treg, los cuales tienen 

disminuida la capacidad supresora de proliferación celular, lo cual se relacionó con 

alteraciones en su bioenergética. La suplementación con AG omega-3 (EPA y DHA) 

disminuyó la proporción y expresión de marcadores de linfocitos T CD4+ efectores y mejoró 

su capacidad supresora de proliferación celular y la bioenergética de los linfocitos Treg en 

pacientes con obesidad. 

 

8.0 PERSPECTIVAS 

• Estudiar la composición lipídica de membranas celulares de linfocitos T CD4+ y de 

mitocondrias como posible mecanismo mediador de inflamación. 

• Evaluar otros marcadores a nivel genómico, como PPAR- en linfocitos T CD4+. 

• Estudiar otros mecanismos de activación de los linfocitos T CD4+ en la condición de 

obesidad: adiponectina, leptina y sus receptores. 
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ANEXO 1 

Separación de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por gradiente de 

densidad 

1. Diluir 12ml de sangre (obtenida con tubos Vacutainer K2 EDTA® de 6ml) con 12ml 

de PBS o solución salina y se homogenizan en un tubo estéril de 50ml (Falcon). 

2. En otro tubo plástico estéril de 50ml (Falcon) se colocan 12 ml de Lymphoprep 

(densidad 1.077 g/ml) humedeciendo las paredes del tubo. La sangre diluida con 

solución salina se coloca lentamente sobre las paredes de otro tubo estéril para no 

romper el gradiente. 

3. La sangre estratificada sobre el Lymphoprep se centrifuga a 800xg por 20 minutos a 

4°C.  

4. Se obtiene el anillo de PBMC (Figura 1) y se coloca en un tubo estéril de 15ml; 

posteriormente se agregan 10ml de PBS o solución salina. 

5. Centrifuga a 800 xg por 10 minutos, se decanta la muestra y se resuspende en 1 a 5 

ml de medio de cultivo RPMI 1640, en solución salina. 
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ANEXO 2 

Tinción de células para fenotipificación de linfocitos T CD4+ y monocitos 

 

1. Se coloca 106 células mononucleares de sangre periférica en tubos para citómetro 

(BD Falcon 5ml Polystyrene round – bottom tube de 12x75mm style 352054) (se 

coloca 106 células por tubo para cada subpoblación a estudiar). 

2. Se utilizan fluorocromos acoplados a un anticuerpo. 

Linfocitos 

Th1 

Linfocitos 

Th2 

Linfocitos 

Th17 

Linfocitos 

Treg 

2ul de 

CD4-

FITC 

2ul de 

CD4-

FITC 

2ul de 

CD4-

FITC 

2ul de 

CD4-

FITC 

4ul de 

CD11c – 

PerCyP 

4ul de 

CD11c – 

PerCyP 

4ul de 

CD11c – 

PerCyP 

4ul de 

CD11c – 

PerCyP 

4ul de 

CD25 – 

APC 

4ul de 

CD25 – 

APC 

4ul de 

CD161 - 

APC 

4ul de 

CD25 – 

APC 

5ul de 

*INFg - 

PE 

5ul de      * 

IL-4 - PE 

5ul de      * 

IL-17 PE 

5ul de     * 

FOXP3 - 

PE 

Marca BD Biosciences, San Jose, CA; TONBO 

* Tinción intracelular. 

 

 

3. Las células mononucleares de sangre periférica se incuban con los fluorocromos 

descritos en el punto 2, excepto los intracelulares (marcados con *) por 20 min a 

temperatura ambiente protegiéndolos de la luz. 

4. Se agrega 1 ml de solución salina y se agita en vortex. 
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5. Las muestras se centrifugan a 1600 rpm durante 12 min.  

6. Se descarta el sobrenadante. 

7. Se agregan 200 µL de solución para permeabilizar y se fijan las células 

(Cytofix/CytopermTM 554722, BD Biosciences) a cada tubo. Se dejan incubar en 

hielo por 90 min en agitación orbital protegiéndolas de la luz. 

8. Se agrega 1 mL de solución de Perm Wash 1X (BD Perm/Wash TM Buffer 554723) 

y se centrifugan a 1600 rpm durante 12 min. El sobrenadante se descarta. 

9. La tinción intracelular se lleva a cabo con la incubación de la muestra con los 

anticuerpos acoplados a fluorocromos descritos en el punto 2 y marcados con *, 

mediante la incubación por 30 min en hielo y agitación orbital, protegidos de la luz. 

10. Repetir el paso número 8. 

11. Se re-suspenden las muestras en 300 µL de paraformaldehído al 1%. 

12. Finalmente, un total de 500,000–1,000,000 de eventos se adquieren de cada muestra 

en un citómetro de flujo Accuri C6  (BD Biosciences) y se analizan con el programa 

FlowJo 10.0 Software (Tree Star, Inc.). 

 

           Como control de isotipo se emplea una mezcla de anticuerpos monoclonales de tipo 

IgG1,k-FITC/IgG1-PE/CD45-PeCy5 (BD TritestTM, BD Biosciences).  

Como control se utilizan células mononucleares de sangre periférica sin teñir para medir la 

autofluorescencia de las células. 
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ANEXO 3 

Separación de las células T reguladoras con perlas magnéticas (CD4+CD25+ 

Regulatory T cell isolation kit human, MACS Miltenyi Biotec, No. Cat. 130-091-301) 

 

1. Determinar el número de células mononucleares obtenidas. 

2. Centrifugar la suspensión celular a 300xg por 10 minutos y se aspira el sobrenadante. 

3. Resuspender las células en 90 µl de Buffer IMag 1X por cada 107 CMSP. 

a. Buffer IMag (BD No. Catálogo: 552362): solución de buffer acuoso que 

contiene albúmina de suero bovino y ≤0.09% azida de sodio, EDTA en buffer 

salino de fosfato (PBS) (BD IMag TM Buffer 10X) 

4. Se adicionan 10 µl del coctel de anticuerpos (Coctel de anticuerpos biotinilados 

CD4+ T cells) para un total de 107 células. 

a. El Coctel de anticuerpos biotinilados CD4+ T cells: Contiene anticuerpos 

biotinilados contra CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, 

TCR CD235a (glicoforina a) 

5. Se agita la muestra con vórtex y protegiéndola de la luz se coloca en hielo por 10 min 

en agitación orbital. 

6. Se agregan 20ul de anticuerpos Anti-biotina y posteriormente se colocan las muestras 

en hielo por 15 minutos en agitación orbital protegiéndolas de la luz. 

7. Se lleva a cabo la separación utilizando una columna LS para un máximo de 108 

células (No. Cat. 130-042-401) la cual debe haberse resguardado a 4°C al menos 1 

hora antes de la separación. Se hidrata la columna con 1ml de Buffer y se filtra la 

suspensión celular utilizando una malla de naylon (Cell Strainer 100um Nylon 

229485) para evitar aglomeraciones de células. Posteriormente se agrega 1 ml más de 

Buffer IMag 1X. Las células que pasen por la columna unida al magneto son las 

células separadas por selección negativa; para recuperar las células separadas por 

selección positiva se remueve la columna del magneto y utilizando otro tubo se 

recolectan las células que se quedaron adheridas al mismo, adicionando 3 ml de 

amortiguador Buffer IMag 1X y empleando el émbolo de la columna para liberar las 

células de la misma. 

8. Se obtienen los linfocitos T CD4+ por selección negativa, los cuales se centrifugan a 

300 xg por 10 minutos. Las demás células mononucleares separadas por selección 

positiva se colocan en un tubo de plástico estéril de 15ml y se lavan con 10ml de PBS 

o solución salina centrifugando a 300 xg por 10 min. 
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9. Por cada 107 células T CD4+ se colocan 10 l de Anti-CD25; posteriormente se 

colocan las muestras en hielo por 20 minutos en agitación orbital protegiéndolas de 

la luz. 

10. Se realiza una segunda separación por columnas, tal cual se indica en el paso número 

7.  

11. Las células obtenidas por selección positiva corresponden a las células T reguladoras, 

las cuales se centrifugan con 10ml de PBS o solución salina a 300 xg por 10 minutos. 
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ANEXO 4 

Ensayo de Supresión de la proliferación celular mediado por células T reguladoras 

 

1.- Obtener de 25 a 30ml de sangre 

2.- Separar células mononucleares de sangre periférica 

3.- Una vez que se realiza la separación de células T reguladoras y T respondedoras 

(Linfocitos T CD4+) por perlas magnéticas (técnica previamente descrita)  

4.- Contar las células T reguladoras y T efectores 

5.- Los linfocitos T efectores se tiñen con CFSE: 

a) Preparar la solución 5 µM de CFSE (1ul de CFSE y 999l de solución salina) 

calentar en baño a 37°C. 

b) Separar en un tubo Falcon de 15ml, 5 x106 células T respondedoras y centrifugar 

(5 min a 1200 rpm). Retirar el sobrenadante 

c) Agregar la solución de CFSE 5M 

d) Incubar 15 min a 37°C con movimiento orbital 100rpm protegido de la luz con 

aluminio. 

e) Agregar de 3 a 5 veces el volumen inicial (5ml) de Medio RPMI suplementado con 

10% de suero fetal bovino, 1% de piruvato 100 mM, 1% de aminoácidos no 

esenciales, 1% de antibiótico y antimitótico  

f) Centrifugar 5 min a 1200 rpm 

g) Resuspender en 3 – 5ml de Medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal 

bovino, 1% de piruvato 100 mM, 1% de aminoácidos no esenciales, 1% de antibiótico 

y antimitótico 

h) Incubar por 20 min a 37°C con movimiento orbital 100rpm protegido de la luz con 

aluminio 

i) Centrifugar 5 min a 1200 rpm 

j) Resuspender en RPMI sin suplementar o con solución salina a 37°C  

k) Llevar a una densidad celular de 1000 células por l. 
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6.- Preparar los medios de cultivo  

 50 ml 5ml 

Piruvato (100 mM) (1%) 500 l 50 l 

Suero Fetal bovino (10%) 5 ml 500 l 

Antibiótico y antimicótico (50 U/ml penicilina, 50g/ml de 

estreptomicina) (1%) 

500 l 50 l 

Aminoácidos no esenciales  (1%) 500 l  50 l 

Medio RPMI 1640 previamente suplementado con 0.58g de 

glutamina 

43.5 ml 4.4 ml 

 

7.- Montar el ensayo en la placa. Se colocan distintas proporciones de células respondedoras: 

células T reguladoras en placa de 96 pozos con fondo en U (NEST 0330A). 

 Proporción Respondedoras: Reguladoras 

 Sin 

teñir 

Sin 

estímulo 

1:0 2:1 1:1 Treg 

Células Respondedoras 50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

 

Células T Reguladoras 0  0 0 25,000 

células 

(25 l) 

50,000 

células 

(50 l) 

50,000 

células 

(100 l) 

Perlas con Anti-CD3, Anti-

CD28 

0 0 2 l + 8 

l de 

medio 

2 l + 8 l 

de medio 

2 l + 

8 l de 

medio 

 

Medio de cultivo 150 l 150 l 140 l 115 l 90 l 150 l 

Volumen final 200 l 200 l 200 l 200 l 200 l 200 l 

*Las células sin teñir no deberán estar marcadas con CFSE. *Lo anterior se hace por 

duplicado. Se utiliza el kit de activación de células T humanas (MACS Miltenyi Biotec, 130-

091-441). 



78 

 

Para la tinción con CFSE se utiliza el reactivo CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit 

(Invitrogen C34554) (Se prepara con 500 l de perlas + 100 l de Anti-CD28 + 100 l de Anti-

CD3, que se incuban por 1hr girando a 4°C) 

 

 

1. Las células se incuban por 4 días a 37°C con 5% de CO2. Posterior al tiempo de 

incubación se recuperan y se centrifugan con solución salina a 1600 rpm por 5 

minutos para retirar el medio. 

2. Marcar los tubos de citometría y de ser el caso almacenar con 50 l + 50 l de 

solución salina con paraformaldehído al 1%. 

3. Llevar las muestras al citómetro. 

4.  Los datos de proliferación se obtienen utilizando el citómetro ACCURI C6 (BD). 

Los datos se analizan en el programa FlowJo 10.0. 
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ANEXO 5 
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