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PUNTOS A RESALTAR

e Los linfocitos T CD4+, como Thl, Th2, Th17 y T reguladores se encuentran
incrementados en sangre periférica de personas con obesidad.

e Los linfocitos T reguladores presentan disminuida la capacidad supresora de la
proliferacion celular, asociado con alteraciones en la funcion mitocondrial en sujetos
con obesidad.

e Lasuplementacion con acidos grasos omega-3: EPA y DHA disminuy0 la proporcion
de Thl, Th2 y Th17 en sangre periférica de personas con obesidad

e La suplementacion con acidos grasos omega-3: EPA y DHA mejor6 marcadores de
funcion mitocondrial, especificamente la capacidad de reserva respiratoria, lo que se
asocio con un incremento en la capacidad supresora de la proliferacion celular.

e La suplementacion con acidos grasos omega-3: EPA y DHA mejor6 la concentracion
plasmatica de citocinas inflamatorias y marcadores metabolicos



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

sistémico, el cual se caracteriza por un incremento de linfocitos T CD4+ efectores en sujetos
con obesidad. Los acidos grasos (AG) omega-3: -eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA) han mostrado un efecto antiinflamatorio que podria modular las

alteraciones inflamatorias y metabdlicas en la obesidad.

Objetivo: Determinar el efecto de la suplementacion con AG omega-3: EPA y DHA sobre la
expresion de marcadores y la proporcion circulante de los linfocitos T CD4+ y sobre

parametros inflamatorios y metabolicos de pacientes con obesidad

Metodologia: Este es un estudio prospectivo en el que se incluyeron participantes con
obesidad (IMC >35 kg/m?) y sujetos normopeso (IMC entre 18.5 y 24.9 kg/m?) que
llamaremos grupo control. Este estudio se conformé de dos ensayos clinicos, 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 intervencion, y se evaluo la expresion de genes de linfocitos
T CD4+ (TBX21, INF-y, GATA3, 1L4, FOXP3, IL10, TNFA y IL6) por q-PCR de forma
mensual. En el segundo ensayo clinico se reclutaron 8 mujeres normopeso y 15 con obesidad,
solo el grupo con obesidad recibié 5.2 g/d de EPA y DHA por 2 meses. Se evaluo la
proporcion circulante de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ por citometria de flujo. Se
determind la funcionalidad y la bioenergética de los linfocitos Treg, mediante un ensayo de
supresion de la proliferacion celular mediado por Treg y por un analizador de flujo
extracelular, respectivamente. En ambas cohortes se determinaron parametros metabdlicos
(perfil de lipidos, glucosa, insulina, indice HOMA-IR) e inflamatorios en plasma (factor de

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

Resultados: En el primer ensayo clinico se observé que la expresion de todos los genes de
linfocitos T CD4+ evaluados fue mayor en el grupo con obesidad comparado con el grupo
control, lo cual disminuy6 desde el primer mes de tratamiento y durante el estudio. En la
segunda parte del estudio, se observo mayor proporcion de las subpoblaciones de linfocitos

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



después de 1 mes de suplementacion con EPA y DHA, excepto la proporcion de Treg, que no
cambid. La funcionalidad de las células Treg se encontr6 significativamente disminuida en
el grupo con obesidad al comparar con el grupo control, lo cual se relacioné con alteraciones
en la bioenergética de las células Treg. La suplementacion por dos meses con EPA y DHA
mejord la funcionalidad y la bioenergética de las células Treg. Los pardmetros inflamatorios
(IL-6 y TNF-a) y metabdlicos (insulina, HOMA-IR y triglicéridos) mejoraron con la

suplementacion en el grupo con obesidad.

Conclusion: La suplementacion con EPA y DHA mejoro el estado metabolico e inflamatorio
de pacientes con obesidad, mediante la disminucion de la proporcion 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.



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/m?) and with normal weight (BMI 18.5 — 23.9 kg/m?). 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-a), 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 Thl,
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



increase the Treg proliferation suppressor capacity which was accompanied by the
improvement in Treg bioenergetics. The improvement of inflammatory (IL-6 and TNF-a)
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.

10



1.0. INTRODUCCION

1.1. Obesidad y estado inflamatorio de bajo grado

Se ha descrito que en la obesidad se presenta un estado inflamatorio sistémico crénico de
bajo grado caracterizado por niveles altos de proteinas proinflamatorias en plasma como
leptina, interleucina (IL)-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (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 citotéxicos. 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 transcripcién maestro T-box
(TBX21) y sintetizar principalmente interferon gamma (INF-y); los linfocitos Th2 que se
caracterizan por expresar el factor de transcripcion maestro GATA3 y sintetizar
principalmente IL-4; los linfocitos Th17 que se caracterizan por expresar el factor de
transcripcion maestro ROR-yt y producen principalmente IL-17; y los linfocitos T
reguladores (Treg) que se caracterizan por expresar el factor de transcripcion maestro FOXP3
y liberar citocinas como IL-10 y factor de crecimiento transformante beta (TGF-3) (Travers
etal., 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 condiciéon de obesidad. Se ha descrito que la subpoblacion Thl promueve el
reclutamiento y activacion de macrofagos con fenotipo inflamatorio (M1) a través de la
sintesis de INF-y. Los linfocitos Th2 promueven la polarizacion de macrofagos a fenotipo
anti-inflamatorio (M2) mediante la sintesis 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 circulacion, el

incremento de Th17 se relaciond con alteraciones metabdlicas 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 sindrome metabolico (Ahmed et al., 2021). El estado inflamatorio crénico
de la obesidad, se caracteriza por el incremento de linfocitos T CD4+, lo cual podria tener
relacion con alteraciones en la regulacion inmunoldgica, la cual se encuentra en gran parte

mediada por los linfocitos Treg (Han & Levings, 2013).
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Linfocitos T CD4+

Figura 1. Subpoblaciones de linfocitos T CD4+. Dentro de la célula se muestra el factor de transcripciéon maestro de cada
subpoblacion, los circulos mas pequefios ilustran las citocinas que cada subpoblacion sintetiza de forma principal. Lo
linfocitos Th1, Th2 y Th17 se consideran linfocitos efectores y la via metabolica preferencial por la cual obtienen energia
es a través de la glucolisis. Los linfocitos T reguladores (Treg) son linfocitos con funcién antiinflamatoria y utilizan

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

1.2. Linfocitos T reguladores en presencia de obesidad

Los linfocitos Treg contribuyen en la regulacion de la inflamacion, se caracterizan por
expresar el factor de transcripcion de la familia forkheard p3 (FOXP3) y por la alta expresion
de la cadena a del receptor de IL-2 (CD25"). Por lo que sus marcadores caracteristicos de
esta subpoblacion son (CD4+ CD25+FOXP3+). Los linfocitos Treg pueden suprimir la
respuesta de distintas células incluyendo linfocitos B, células natural killer (NK), células

dendriticas, monocitos, linfocitos CD4+ efectores y CD8+ mediante diferentes mecanismos.

12



Se ha descrito que modulan células presentadoras de antigeno mediante la expresion de la
molécula de inhibicion llamada linfocito T citotdxico asociado a antigeno 4 (CTLA-4); por
otra parte mediante la sintesis de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, TGF-f, contribuye
a limitar los procesos inflamatorios; asimismo, la captacion de IL-2 a través del receptor de
IL-2 de las Treg limita la proliferacion de linfocitos T CD4+ efectores y por ultimo, uno de
los mecanismo de supresion mas importantes incluye el contacto célula a célula, de esta
manera inducen apoptosis de linfocitos efectores mediante la sintesis de granzimas y

perforinas (Schmidt et al., 2012).

En modelo murino se ha descrito una disminucién 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 mdrbida secundario a un incremento
de Thl y de IFN-y (Bradley et al., 2022); y en sangre periférica de pacientes con obesidad
considerada por los autores como indice de masa corporal (IMC) superior a 27 kg/m? (Wagner
et al., 2013). Mientras que otros reportes, describen un incremento en la expresion de
marcadores de linfocitos Treg en tejido adiposo visceral y subcutaneo de pacientes con
obesidad morbida (Travers et al., 2015; Zeyda et al., 2011), asi como en sangre periférica
(Gémez 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 mas estudios que permitan dilucidar, en

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

Se ha sugerido que la obesidad y la resistencia a la insulina podrian suprimir la diferenciacion
de linfocitos Treg o bien podrian alterar la funcion estas células (Feuerer et al., 2009), sin
embargo, se requieren mas estudios que contribuyan a dilucidar la cantidad y funcién de Treg

en personas con obesidad.

1.3. Metabolismo y funcion de los linfocitos Treg

Las vias metabdlicas activas a través de las cuales los linfocitos alcanzan su requerimiento
energético son cruciales en su activacion, funcién y fenotipo (Palmer et al., 2015). El
metabolismo de los linfocitos T CD4+ efectores como Thl, Th2 y Th17 es preferentemente

glucolitico (Palmer et al., 2015), mientras que los linfocitos Treg dependen del metabolismo
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oxidativo (Newton et al., 2016), es decir, la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), la cual les
permite mantener un fenotipo y funcion reguladora y supresora de inflamacion (Breda et al.,
2019). La activacion de vias oxidativas en las células Treg es mediada por FOXP3 del cual
depende la sobreexpresion de los complejos mitocondriales incluyendo el complejo V
mitocondrial o ATP sintasa, para producir mas ATP (Howie et al., 2017). Sin embargo,
también se ha descrito que la activacion de los complejos mitocondriales III y IV en la

OXPHOS esté involucrado especificamente en la generacion de Treg (Yin & O’Neill, 2021).

1.4. Acidos grasos omega-3 sobre la inflamacion

Los AG omega-3 son acidos grasos poliinsaturados, que tienen su primer doble enlace en el
carbono 3 de la nomenclatura omega. El 4cido 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 4cido eicosapentaenoico (EPA) (20:5n-3) y
el acido docosahexaenoico (DHA) (22:6n-3). Los 4cidos grasos EPA y DHA se definen como
dos tipos de acidos 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 generacion de
mediadores lipidicos 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 (RvDI1 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. Acidos grasos omega-3 y su efecto sobre los linfocitos T CD4+

Se ha descrito que los AG omega-3 atenuan la activacion de linfocitos T CD4+ (Yang-Yi Fan,
et al., 2018) y la migracion 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

sintesis de citocinas y una disminucion en la diferenciacion a fenotipo Thl (Lee et al., 2021).

Por otra parte, las SPM como RvDI1, RvD2 y maresinas disminuyen la diferenciacién de
linfocitos a fenotipos inflamatorios como Thl y Th17 y promueven la diferenciacion a Treg

(Chiurchiu et al., 2016).
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1.6. Acidos 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
mostrd que la administracion de DHA increment6 la expresion de FOXP3+ y CTLA—4
(Carlsson et al., 2015). Por otra parte, una inyeccion intraperitoneal de EPA en un modelo
murino de trasplante mostré un incremento en la poblacién de células Treg (Iwami et al.,
2011). Los acidos grasos EPA y DHA podrian inducir la expresion de FOXP3 en linfocitos
T CD4+ a través del receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma (PPARY),
lo que podria disminuir la respuesta inflamatoria, esto se ha descrito en ratones a los que se
les indujo dafio hepatico, en donde el consumo de EPA y DHA por 3 meses disminuy6 el
daio hepatico inducido, a través del incremento de la proporcion de Treg y expresion de

PPARY en higado (Iwami et al., 2011; Lian et al., 2015).

1.7. Acidos 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, est4 vinculado a la progresion de la inflamacion en la obesidad (Faas & de Vos,
2020). Como se menciond anteriormente, los linfocitos con fenotipo proinflamatorio
requieren principalmente de la via glucolitica para cubrir su demanda energética de
activacion y produccion de citocinas inflamatorias, mientras que, los linfocitos Treg
requieren del metabolismo oxidativo para mantener su fenotipo antiinflamatorio y su
capacidad de supresion de inflamacion (Faas & de Vos, 2020; O’Neill et al., 2016). La
disfuncion mitocondrial de los linfocitos T genera un incremento en la via glucolitica y

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

Los AG omega-3 podrian mejoran la funcion mitocondrial de las células del sistema inmune
(Lyons et al., 2016). En mitocondrias de higado y musculo, se ha descrito que la
administraciéon de AG omega-3 disminuye la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y a través de la mejora en la dindmica mitocondrial, donde se ha descrito el incremento
de marcadores de fusion 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. Acidos grasos omega-3 y su efecto sobre marcadores inflamatorios y metabdlicos en
en plasma

En humanos, la evidencia muestra que la suplementacion con AG omega-3, disminuye la
concentracion de TNF-a, IL-6 y proteina C reactiva (Li et al., 2014). Sin embargo, la
heterogeneidad en la metodologia descrita en diferentes estudios muestra resultados no
concluyentes sobre el efecto de la suplementacion con AG omega-3 sobre marcadores
inflamatorios en plasma(Rangel-Huerta & Gil, 2018; Ridker et al., 2022). En la mayoria de
los estudios en los que se ha encontrado la reduccion 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 afios con hipercolesterolemia no mostrd efectos

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

A nivel metabdlico, meta-andlisis muestran que la suplementacion con AG omega-3 no
cambia las concentracion de colesterol total, colesterol de baja densidad (LDL-C), ni aumenta
significativamente la concentracion de colesterol de alta densidad (HDL-C) (Y.-X. Liu et al.,

2023).

El efecto de la suplementaciéon de AG omega-3 a nivel metabolico, que se ha descrito de
forma mas consistente, es la reduccion de triglicéridos, esto se ha descrito que es dosis
dependiente (Y.-X. Liu et al., 2023; Yee et al., 2010). La Asociacion Americana del Corazén
(AHA) sugiere que para el manejo de hipertrigliceridemia se debe administrar una dosis de
4g/d de AG omega-3, en especifico, sugiere un minimo de 3g de EPA y DHA o solo EPA
(Skulas-Ray et al., 2019).

Por otra parte, no es concluyente el efecto de la suplementacion con AG omega-3 sobre
niveles de insulina, indice HOMA-IR y glucosa. Se ha observado la disminucién de Indice
HOMA-IR, sin embargo, no todos los reportes en los que se ha dado una suplementacion con
AG omega-3 han mostrado esta disminucion. Esto se debe a las diferentes dosis y grupos de

estudio en los que estos ensayos clinicos 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 suplementaciéon con altas dosis de 4acidos grasos omega-3:
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) sobre los genes marcadores de
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y la proporcion circulante de subpoblaciones de
linfocitos T CD4+, asi como sobre parametros inflamatorios y metabolicos en plasma de

pacientes con obesidad.

2.2. Objetivos Especificos

* Comparar la expresion de genes de linfocitos T CD4+ en células mononucleares de
sangre periférica, la proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y la
concentracion de parametros metabolicos e inflamatorios en plasma de pacientes con

obesidad vs normopeso.

* Comparar la funcion y bioenergética de linfocitos Treg en pacientes con obesidad vs

Nnormopeso.

* Evaluar el efecto de 1a suplementacion con altas dosis de acidos grasos omega-3 (EPA
y DHA) sobre la expresion de genes de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en

c¢lulas mononucleares de sangre periférica en sujetos con obesidad.

* Evaluar el efecto de 1a suplementacion con altas dosis de acidos grasos omega-3 (EPA
y DHA) sobre la proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en sujetos con

obesidad.

* Evaluar el efecto de la suplementacion con altas dosis de acidos 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 suplementacion con altas dosis de acidos grasos omega-3 (EPA

y DHA)
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3.0. HIPOTESIS

La expresion de genes marcadores de linfocitos T CD4+, la proporcion de
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y los marcadores metabolicos e inflamatorios
en plasma se encuentran incrementados en pacientes con obesidad al comparar con
un grupo control.

La suplementacion con altas dosis de acidos grasos omega-3 (EPA y DHA) modula
la proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y el estado inflamatorio y

metabolico de sujetos con obesidad.
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4.0. SUJETOS Y METODOS

Este estudio se realiz6 en el Departamento de Fisiologia de la Nutricion del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdan (INCMNSZ), fue aprobado por el comité
de ética del INCMNSZ con el nimero de referencia 1832 y con registro internacional

NCT05219890 en Clinical Trials.

4.1. Poblacion de estudio

Se estudiaron mujeres de entre 25 y 45 afios 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 controld por fase
del ciclo menstrual. El grupo de pacientes con obesidad se conform6 de participantes que
tenian al menos obesidad Grado 2 (> 35 kg/m?) seglin lo establecido por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2018), mientras que el grupo sin obesidad se conformé de
voluntarios con un IMC entre 18.5 y 24.9 kg/m? (considerado como normal) (WHO, 2018).
No se incluyeron pacientes con diagndstico de diabetes mellitus, hipertension arterial,
enfermedades autoinmunes, cancer, enfermedad renal, insuficiencia hepética, mujeres
embarazadas o en lactancia materna, sujetos que hayan consumido algiin suplemento
nutricional 3 meses antes del estudio y/o que consuman medicamentos hipolipemiantes,
antihipertensivos, hipoglucemiantes, esteroides, quimioterapicos, inmunosupresores. Todos
los participantes firmaron el consentimiento informado. Durante el estudio se les pidi6 que
no consumieran ningin suplemento nutricional aparte de las capsulas de aceite de pescado
que fueron brindadas por el personal del estudio y que no cambiaran su dieta habitual ni nivel

de actividad fisica.

4.2. Diserio del estudio
Este estudio corresponde a un ensayo clinico, prospectivo, experimental, abierto (no cegado)

y comparativo.

La investigacion se conformo por dos ensayos clinicos, conformados por cohortes diferentes

(Figura 2):

e Ensayo clinico-1: Se desarrolld para determinar la efectividad de la suplementacion

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

e Ensayo clinico-2: Se desarroll6 para determinar el efecto de la suplementacion sobre
la proporcion circulante de subpoblaciones de linfocitos T CD4+, y determinar la
funcionalidad y bioenergética de linfocitos Treg en pacientes con obesidad y

marcadores inflamatorios y metabdlicos en plasma.

La obtencion de las muestras analizadas a lo largo de esta investigacion, 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 obtencion de todas las muestras de sangre.

4.3. Caracteristicas de la suplementacion
Todos los participantes recibieron 2 frascos de 120 capsulas cada mes durante 3 meses. Los

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

En el ensayo clinico-1, se pidié a los participantes que consumieran 8 cépsulas al dia,
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 gde EPAy 1.6 g de DHA). En el ensayo clinico-2, se pidio6 a los
participantes que consumieran 7 capsulas al dia, para alcanzar una dosis de 5.2g (3.5g de EPA
y 1.75g de DHA). Esto debido a que la presentacion del producto cambi6, y buscabamos dar

la dosis mas parecida posible para todos los participantes.

Esta dosis fue elegida ya que es la dosis minima necesaria para alcanzar una concentracion
plasmatica de EPA y DHA similar a dosis mayores de suplementacion (Yee et al., 2010) y
también se considera una dosis eficaz para mejorar la concentracion de triglicéridos y

disminuir el riesgo cardiovascular en un 25 % (Kris-Etherton et al., 2019).
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A) Ensayo clinico-1

485 AG omega-3 (3.2 g EPA+1.6g DHA) | Sin intervencion ’
| 3 meses \ | 1 mes ‘
C: n=12 C:n=11 | Cin=11 ’ I C:n=10 |
Control ‘ CO:n=12 ’ CO:n=11 ‘ | CO:n=10 CO:n=9 ’ |
I I I L . T
Tiempo 0 ' Tiempo 1 ‘ Tiempo 2 Tiempo 3 ‘ Tiempo 4 ‘
Basal +1 mes ) +2 meses +3 meses +1 mes

s 1 l | 1 |

Parametros antropométricos y presion arterial (Tiempo 0 y 3)
Extraccion mRNA para andlisis por g-PCR de genes de linfocitos T CD4+ (TBX21,
IFNG, GATA3, IL4, FOXP3. IL10, TNFA, IL6)
Marcadores inflamatorios (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10. VSE, Leucocitos, Proteina C
reactiva)
Parametros metabdlicos en plasma (glicosa, insulina, HOMA-IR, perfil de lipidos,
leptina, adiponectina)
Concentracién de dcidos grasos en plasma.
C:controly CO: Con obesidad

B) Ensayo clinico-2

Solo el grupo de pacientes con obesidad

VS —_— 52 g AG omega-3 (3.5 g EPA+1.75g DHA).
| 2 meses l
= ~ Con Con
’ Control ’ obeeidad ‘ ’ obesidad ‘
n=8 =12 n=5
] ( Tiempol " Tiempo 2
’ Tiempo 0 ‘ ’ Post- ’ ‘ Post-
_EPADHA | ﬂ \_EPADHA ) H
N’
! \0\ & |
« Composicion corporal 3 ) / oo
. Propgrcic'm de rlfnfocitos T * Proporcion de + Composicién corporal
CD4+ linfocitos T * Supresion de la
« Supresion de Ia proliferacion CD4+ prohferacwn- de T
de T CD4+ mediada por CD4+ mediada por
Treg. Treg: .
+ Anidlisis de la bioenergética * Ana.lms . de I
de Treg bioenergética de Treg

Figura 2. Disefio del estudio. El estudio se conformo por dos ensayos clinicos, cada uno con cohortes diferentes.
A) Ensayo clinico-1. se evalu6 el efecto de la suplementacion con EPA y DHA sobre la expresion de genes de
linfocitos T CD4+ en PBMC y sobre parametros metabolicos e inflamatorios en plasma. B) Ensayo clinico-2.
Se desarrolld para evaluar si existen diferencias en la proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+

21



periféricos y en la funcionalidad y bioenergética de Treg entre sujetos con y sin obesidad y para determinar el
efecto de la suplementacion con EPA y DHA sobre la proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+

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

4.4. Antropometria, composicion corporal y presion arterial

La evaluacion antropométrica y de composicion corporal se realizod por la mafana después
de 8 a 12 horas de ayuno, incluy6 la evaluacion de peso, porcentaje de masa grasa y masa
libre de grasa con el analizador de composicion corporal X-CONTACT 357S (Corea del Sur).
La altura se midi6 con un estadimetro 274 (SECA, Deutschland, Hamburgo, Alemania). El
IMC se determino segun lo indicado por la Organizacion Mundial de la Salud. La presion
arterial se midio utilizando el tensiometro digital de brazo HEM-7120 (Omron, Kyoto, Taiyo,

Japon).

4.5. Ensayo clinico-1

El estudio se conformo de un total de 4 meses de seguimiento, y se dividié en un periodo de
intervencion correspondiente a 3 meses de suplementacion con EPA y DHA (Tiempo 0, 1,2,3)
y por un periodo sin intervencion 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
composicion corporal y presion arterial. En todas las visitas se obtuvo una muestra de sangre
para evaluar la expresion de mRNA de marcadores de linfocitos T CD4+ en PBMC y para la

determinacion de parametros metabolicos e inflamatorios en plasma (Figura 2A).

4.5.1. Consumo, apego al tratamiento y cuantificacion de dcidos grasos.

En el Tiempo 1, 2, 3 se pidi6 a los participantes que llevaran los frascos vacios o con las
capsulas 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 cadpsulas que tomaban diariamente
y si se reportaban efectos adversos. También se determiné el cumplimiento del tratamiento
mediante la cuantificacion de 4acidos grasos en plasma mediante la extraccion con
cloroformo/metanol y derivatizados a sus ésteres de metilo (FAME) con metanol en tricloruro
de boro (BCl3). Los FAME se cuantificaron con el cromatdgrafo de gases Varian 3400, se

utilizé acido tridecandico (13:0) como como estandar interno (Eggers & Schwudke, 2016).

Como indicador de apego se calculo el indice araquidonico (AA)/EPA [AA (mmol) / EPA
(mmol)] (Endres et al., 1989). Los valores de AA/EPA inferiores a 3 se consideran valores

ideales de acidos grasos en plasma (Sekikawa et al., 2012).
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4.5.2. Determinaciones realizadas en sangre total
Se cuantifico la cantidad de leucocitos con una dilucion 1:10 y se utilizd la cdmara de
Neubauer. La determinacion de velocidad de sedimentacion eritrocitica (VSE) se realizéd por

un método estandar utilizando los tubos de Wintrobe.

El plasma se recolect6 posterior a la centrifugacion 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. Expresion de mRNA de marcadores de linfocitos T CD4+

Se aislaron las PBMC mediante separacion por gradiente de densidad utilizando
Lymphoprep™ (Stemcell technologies, Vancouver, Canadd) (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
concentracion y pureza del RNA se cuantifico mediante espectrofotometro ultravioleta a 260

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

Se sintetiz6 DNA complementario (¢cDNA) a partir de 1 pg de RNA mediante una reaccion
de retrotranscripcion 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 sintesis 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 expresion relativa del
mRNA se evalué mediante la reaccidon de polimerasa en cadena en tiempo real (RT-PCR),
utilizando 2 pL. de cDNA, 10uL de 2X Sybergreen Master mix (Roche Diagnostics, Lewis,
Reino Unido), 2 pL de la mezcla de primers de genes especificos de T CD4+ en una
concentracion de 10 mM. El gen rRNA 18S se us6é como gen de referencia para el analisis
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 tamafio del amplicon de los primers y para

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

Gen

Forward primer

Reverse primer

Tamario del

amplicon (pb)

TNFA

" CTGGGCAGGTCTACTTTGGG 3’

5'CTGGAGGCCCCAGTTTGAAT 3’

272

IL6

"CCACCGGGAACGAAAGAGAA3’

5'GAGAAGGCAACTGGACCGAA 3’

92

TBX21

" GTCGGTGTCCTCCAACCTAA 3’

5'CCCTTGGTGTGGACTGAGAT 3’

245

IFNG

" ATATTGCAGGCAGGACAACC 3’

5'TCATCCAAGTGATGGCTGAA 3’

116

GATA3

"TTTTTCGGTTTCTGGTCTGG 3’

5'CTCATTAAGCCCAAGCGAAG 3’

205

IL4

"CCAACGTACTCTGGTTGGCT 3’

5'"GCACCGAGTTGACCGTAACA 3’

258

FOXP3

" ATTGAGTGTCCGCTGCTTCT 3’

5'TCCCAGAGTTCCTCCACAAC 3’

122

IL10

" TCTCGGAGATCTCGAAGCAT 3’

5'TGCAAAACCAAACCACAAGA 3’

176

18s Rrna

" CCTCCAATGGATCCTCGTTA 3’

5"AAACGGCTACCACATCCAAG 3’

155

Figura 3. Tamafio del amplicon para los primers utilizados. Gel de agarosa al 1.5%.
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4.5.4. Parametros inflamatorios en plasma

Las citocinas y adipocinas plasmaticas se determinaron mediante inmunoensayos
multiplexados usando luminiscencia cuantitativa Magpix Luminex, Merck Millipore
(Luminex, Austin, Texas, EE. UU.), segiin lo indicado por el fabricante. Se cuantifico la
concentracion de proteina C reactiva y citocinas como: TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8, IL-10,
TGF-B. Asimismo, se cuantifico la concentracion de leptina (valor de referencia es < 15.7
ng/ml) (Gijon-Conde et al., 2015). La cuantificacion de adiponectina se realiz6 con un kit de
ELISA (ALPCO, Salem, NH, EE. UU.). Se calculo6 el indice Adiponectina/Leptina (A/L)
(valor de referencia >1) (Friihbeck et al., 2019).

Se realizé la cuantificacion de la resolvina RVE1 mediante el kit de ELISA (MyBiosource,

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

4.5.5. Parametros metabdlicos

Se determinaron parametros metabdlicos 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, Indianépolis, Indiana, EE. UU.).
Los niveles de insulina en plasma también se determinaron utilizando un kit ELISA (ALPCO,
Salem, NH, EE. UU.). El indice HOMA-IR que se utilizé como indicador de la resistencia a

la insulina se calcul6 de la siguiente manera (Tang et al., 2015):

HOMA-IR = [(insulina plasmatica en ayuno (mU/L) * glucosa plasmadtica en ayuno (mg/dL))
/ 405]

El valor de referencia del indice HOMA-IR es <2.5 (Tang et al., 2015). Asimismo, se calculd
el indice 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 clinico-2

Este ensayo clinico se desarrolld para conocer el efecto de la suplementacion EPA y DHA
sobre la proporcion de subpoblaciones celulares de linfocitos T CD4+ y sobre la
funcionalidad y bioenergética de los linfocitos Treg. Esta parte del estudio se subclasificé 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 suplementacion
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con EPA y DHA sobre los parametros inflamatorios y metabdlicos en pacientes con obesidad

(Figura 2 B).

Se reclutaron 15 mujeres de entre 25 y 45 afios con obesidad y 8 con normopeso, con las
caracteristicas previamente descritas, no se controld por fase del ciclo menstrual. Solo el
grupo de participantes con obesidad recibid la suplementacion por un periodo total de dos
meses. El grupo de participantes normopeso fue considerado como grupo de referencia, sin
embargo, no recibio el tratamiento con AG omega-3. Se pidi6 a los participantes que
mantuvieran su dieta y actividad fisica habituales, y que lo unico diferente fuera el consumo
del suplemento de AG omega-3 por dos meses, en la dosis y forma de administracion

especificada anteriormente (Figura 2 B).

Los participantes fueron citados en el INCMNSZ para tomar los parametros basales en dos
visitas, en la primera, se realizaron medidas antropométricas y de composicion corporal,
descritas anteriormente y se obtuvo una muestra de 12 ml sangre para el andlisis de la
proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ que se detallard mas adelante; en la
segunda visita que se realizo en la siguiente semana, se obtuvo una muestra de 36 ml de
sangre para determinar la funcion y bioenergética de los linfocitos Treg utilizando el ensayo
de supresion de la proliferacion celular mediado por Treg y el ensayo de Mito stress de
Agilent Seahorse, que se detallaran mas adelante, a las determinaciones realizadas al inicio
del tratamiento en los participantes con obesidad se les llam6 Pre-EPA+DHA. Solo el grupo
de pacientes con obesidad recibi6 la suplementacion con 5.2 g de EPA y DHA y asistieron
un mes después, para determinar la proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ (Post
EPA+DHA) y después de dos meses de suplementacion se citaron por ultima vez para
determinar composicion corporal y funcionalidad y bioenergética de Treg (Post EPA + DHA)
(Figura 2 B).

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

Para determinar la proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en sangre periférica,
se separaron las PBMC utilizando Lymphoprep™ (Stemcell technologies, Vancouver,
Canadd) y se incubaron con 5ul del bloqueador de recetores Fc (Human TruStain FcX™
(BioLegend Inc)) y 100ul de PBS por millon de células durante 10 minutos previo a la

tincion. Las PBMC se tifieron utilizando 3 pl de anticuerpos anti-human CD4-FITC, anti-
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human CD11c-PerCyP, anti-human CD25-APC para Thl, 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 pl de
Cytofix/Citoperm (BD Biosciences) a 4°C por 90 minutos cubiertas de la luz en agitacion y
se agregd 1 ml de la solucion de lavado Permwash (BD Biosciences). Para la tincion
intracelular se utilizaron 5 pl de anticuerpos anti-human IFN-y-PE, anti-human 1L-PE, anti-
human FOXP3-PE y anti-human 1L-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 utilizé IgG1-FITC/IgG1-PE/CD45-PeCy5 mouse IgG1 kappa
(BD Tritest, BD Biosciences). Se evalu6 un control sin tefiir y permeabilizado para
determinar auto-fluorescencia de las PBMC. La auto-fluorescencia se compard con la tincién
simple de controles positivos para confirmar que las células tefiidas se encuentren dentro de
la escala para cada pardmetro. Asi mismo, se utilizo BD calibrate 3 beads para ajustar
instrument settings, establecer la compensacion 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 tiieron en paralelo usando el panel de anticuerpos con
omision o resta secuencial de un anticuerpo. Se utiliz6 el citdémetro Accuri ™ C6 (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) y se analizaron 1,000,000 de eventos por tubo
de muestra. Para el analisis se utilizo el software FlowJo X software (Tree Star, Inc.). Los

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

linfocitos T CD4+.

Subpoblacion de linfocitos T CD4+

Anticuerpos acoplados a fluorocromos

utilizados en la inmunofenotipificacion

Thl

Anti-human CD4-FITC
Anti-human CD11c-PercyP
Anti-human CD25-APC
Anti-human [FN-y-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

* Tincion intracellular
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Figura 4. Estrategia de gating para las subpoblaciones de linfocitos T CD4+. A) Estrategia de gating para
linfocitos Thl. 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-y+. 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 supresion de la proliferacion celular mediado por Treg
Posterior a la separacion de PBMC se realizo la separacion de linfocitos T reg, con el kit de
separacion 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 seleccion negativa y los linfocitos Treg por seleccion positiva (ANEXO 3). Una
vez separados, los linfocitos Treg se mantuvieron a 4°C. Los linfocitos T CD4+ se tifieron
con éster de succinil carboxyfluoresceina (CFSE) (CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit
(Invitrogen, Massachusetts, EE.UU.), en una concentraciéon de 5 uM en una densidad celular
de 5 X 10° 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 incubacién 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%, aminoacidos no
esenciales al 1% y antibidtico y antimicético al 1% por 4 dias a 37°C con 5% de CO; a un
volumen final de 200 pl. Se obtuvieron de 5 a 10 x 10* eventos en el citometro ACCURI ™

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 supresion de proliferacion de linfocitos T CD4+ mediado por Treg.

Proporcion T CD4+ efectoras: T reguladoras

Sin teiiir | Sin 1:0 1:0.5 1:1 Treg
estimulo ¥ ¥ ¥
¥
Células T CD4+ | 50,000 50,000 50,000 | 50,000 50,000 0
efectoras células células células | células células
(SOpl) [ (SOpl) | (50 uD) | (50ul) (50 pl)
Células T]0 0 0 25,000 50,000 50,000
Reguladoras células células células (100
(25 pl) (S0 ul) | ul)
Perlas con Anti- | 0 0 2ul+8 |2l +8ul |2 ul+8|0
CD3, Anti-CD28 ul  de | demedio | pul de
medio medio
Medio de cultivo | 150 pl 150 ul 140 pl 115 ul 90 pl 150 pl
suplementado
Volumen final 200 pl 200 pl 200 ul | 200 ul 200 pl 200 pl

Se hace por duplicado

¥ Células tenidas con CFSE
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Figura 5. Estrategia de gating para el analisis de supresion celular mediado por Treg. A) Se analizo por single
cells y posteriormente por Forward scatter y side scatter, B) Células T efectoras sin tefiir, se determino la auto-
fluorescencia para fijar limites negativos. C) Treg sin telir, se determiné la auto-fluorescencia de los linfocitos
Treg para fijar limites negativos. D) Linfocitos T efectores tefiidos con CFSE, para determinar el limite positivo

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

proliferacion celular con diferentes proporciones de Treg.
Se calcul6 el indice de division de la siguiente manera:

Numero de divisiones

Indice de division = - - —— -
Numero de células al inicio del cultivo

La supresion de la proliferacion de linfocitos T CD4+ (SP) se calcul6 de la siguiente manera:

SP (%) [ndice de divisién — indice de divisién 1: 0.5 100
- 7 X
’ Indice de divisién 1: 0

4.6.3. Bioenergética de linfocitos Treg.

Se evaluo la respiracion mitocondrial mediante la determinacién de la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) y la glucolisis aerobia mediante la tasa de acidificacion celular extracelular
(ECAR). Se utilizo 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 utilizé una densidad celular de 2 x 10° por pozo y se
sembraron en una placa previamente tratada con Cell-Tak (Corning, New York, USA). Se
utilizo el kit de estrés mitocondrial (Seahorse XF cell mito stress test kit, Agilent) (Figura
6), en el cual, se hace la determinacion basal de OCR y ECAR vy 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
ultimo, se inyecta una mezcla de Rotenona y Antimicina A (0.9 mM) para inhibir el complejo

Iy II1, respectivamente.
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Figura 6. Marcadores de bioenergética. Respiracion basal restando: OCR basal — OCR no mitocondrial;
Respiracion ligada a la generacion de ATP: OCR basal — OCR posterior a la oligomicina; Capacidad de reserva:
OCR después de FCCP — OCR basal; Fuga de protones se estimd: OCR después de oligomicina — OCR después
de Rotenona y Antimicina A; Respiraciéon no mitocondrial se determina con el valor de OCR posterior a la

inyeccion de Rotenona y Antimincina A.

4.7. Andlisis estadistico

Los datos se expresan en promedios y desviacion estandar. Para comparar entre el grupo con
obesidad y control, al inicio del estudio (en ambas cohortes) se utilizd la prueba estadistica
T de Student para muestras independientes. Para evaluar el efecto de la suplementacion con
EPA y DHA, en el Ensayo clinico-1, se utiliz6 la prueba ANOVA de medidas repetidas.
Mientras que, para evaluar el efecto de la suplementacion sobre proporcion de linfocitos T
CDA4+, asi como funcionalidad y bioenergéticas de Treg (en el grupo con obesidad antes y
después) en el Ensayo clinico-2 se utiliz6 la prueba T de Student para muestras pareadas. Se

consider? significancia estadistica con un valor de p menor a 0.05.
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5.0. RESULTADOS

En esta investigacion, se pidi6 a los participantes que no realizaran cambios en su estilo de
vida, Unicamente la incorporacion de la suplementacion EPA y DHA, por lo que, los
resultados observados podrian deberse principalmente al efecto de la suplementacion. El
suplemento de aceite de pescado fue bien aceptado, con un cumplimiento superior al 92%.
No se observaron cambios en el peso o la composicion corporal de los participantes, se hizo
hincapi¢ que debian continuar con su estilo de vida normal, y que no debian consumir ningiin
otro suplemento durante el tiempo que se encontraran en el estudio. Para mayor claridad, los
resultados se clasificaran de acuerdo con las dos partes del presente proyecto de

investigacion.

5.1. Resultados del Ensayo Clinico-1

5.1.1. Efecto de la suplementacion con EPAy DHA sobre la expresion de genes de
linfocitos T CD4+ en sujetos con obesidad

Para conocer el efecto de la suplementacion de los AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la
expresion de mRNA de linfocitos T CD4+ se desarroll6 un estudio en el que se incluyeron
12 participantes con obesidad y 12 voluntarios sanos con normopeso, considerados como el
grupo control. Las caracteristicas antropométricas, metabodlicas e inflamatorias de ambos
grupos al inicio del estudio se muestran en la Tabla 4, por disefio de estudio existen
diferencias en los pardmetros antropométricos entre grupos, asi mismo, se observo que el
grupo con obesidad presento niveles de glucosa, insulina, HOMA-IR y triglicéridos e indice
TG/HDL-C mayores y menor concentracion de HDL-C. Por otra parte, se observo mayor
numero de leucocitos, VSE, leptina, indice AL y menor concentracion de adiponectina en el

grupo con obesidad al comparar con el grupo control.
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Tabla 4. Caracteristicas antropométricas, metabolicas e inflamatorias de los participantes
al inicio del estudio exploratorio (Time 0).

Control Con Obesidad p valor
(n=12) (n=12)
ANTROPOMETRIA Y COMPOSICION CORPORAL
Edad (afios) promedio + DS 31.7+6.7 38.1+6.0 <0.05
Mediana 29.5 39.0
Rango 24 -43 27 -45
Estatura (m) promedio = DS 1.62+£0.05 1.60 £ 0.08 0.18
Mediana 1.63 1.56
Rango 1.55-1.70 1.51-1.75
Peso (kg) promedio + DS 56.3+9.0 102.1+15.4 <0.001
Mediana 55.7 103.3
Rango 49.1 — 63.6 82.7-131.0
IMC (kg/m?) promedio + DS 21.7+£22 39.8+5.5 <0.001
Mediana 21.4 36.7
Rango 17.8-239 35.0-52.7
Masa grasa (kg) promedio + DS 15.0+£3.9 42.7+7.8 <0.001
Mediana 15.1 39.6
Rango 8.3-20.8 34.5-60.4
Masa grasa (%) promedio + DS 255+5.1 419=+3.6 <0.001
Mediana 243 42.6
Rango 15.0-34.9 36.5-47.6
Masa libre de grasa (kg) promedio + DS 41.8+3.6 59.3+9.8 <0.001
Mediana 41.4 57.9
Rango 37.5-49 46.8 —76.6
Masa libre de grasa (%) promedio + DS 744453 58.1+3.6 <0.001
Mediana 76.2 57.1
Rango 65.1 - 85.0 52.4-63.5
MARCADORES METABOLICOS ¥
PA sistdlica (mm Hg) promedio = DS 106 £8 123 +£8 <0.001
Mediana 107 126
Rango 95-125 109 - 136
PA diastélica (mm Hg) promedio = DS 67+6 789 <0.02
Mediana 65 79
Rango 58 —82 63 —92
Glucosa (mg/dL) promedio + DS 82.4+75 93.3+£11.8 <0.02
Mediana 81.7 89.5
Rango 73.1-99.2 80.8—112.6
Insulina (mU/L promedio + DS 32+1.1 13.0+8.8 <0.001
Mediana 3.6 10.7
Rango 1.7-4.6 4.5 -28.7
HOMA-IR promedio + DS 0.7+0.2 32+23 <0.001
Mediana 0.7 3.7
Rango 0.3-1.0 0.9-8.0
Colesterol total (mg/dL) promedio + DS 164.0 + 31.1 167.0 +39.1 0.88
Mediana 167 159
Rango 120.1 -215.0 114.2 —236.6
LDL-C (mg/dL) promedio + DS 85.9+314 108.9+34.4 0.19
Mediana 81.5 112.7
Rango 32.0-137.8 60.6 —157.3
HDL-C (mg/dL) promedio + DS 422+89 33.0+£99 <0.02
Mediana 41.9 30.8
Rango 29.1-579 18.7-52.2
Triglicéridos (mg/dL) promedio + DS 89.4+37.8 191.0+102.1 <0.001
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Mediana 77.1 159.8
Rango 38.1 —130.0 79.2 —454.1
Indice TG/HDL-C promedio + DS 22+1.1 6.7+£59 <0.02
Mediana 1.96 5.5
Rango 0.8-4.6 2.5-243

§ Valores de referencia: PA sistdlica <120 mm Hg, PA diastélica < 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, indice TG/HDL < 3.0

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

MARCADORES INFLAMATORIOS?

Leucocitos (x 10*/mm?) promedio + DS 5.7+0.87 81+1.9 <0.005
Mediana 54 8.6
Rango 4.4-72 4.5-10.1
VSE (mm/h) promedio = DS 64 18+12 <0.001
Mediana 5 19
Rango 2-15 1-37
IL-6 (pg/ml) promedio + DS 0.9+0.9 22+3.6 0.63
Mediana 0.93 0.90
Rango 0.01-1.7 0.1-123
IL-8 (pg/ml) promedio + DS 0.9+0.6 2.7+£3.0 0.71
Mediana 0.64 1.1
Rango 0.64 —2.50 04-9.8
TNF-a (pg/ml) promedio + DS 1.7£0.5 1.9+0.9 0.75
Mediana 1.7 1.9
Rango 0.6-2.6 0.7-3.6
IL-10 (pg/ml) promedio + DS 2.9+438 40+55 0.66
Mediana 1.2 1.6
Rango 0.06 — 13.8 03-175
TGF-B (ng/ml) promedio + DS 52+45 40+4.2 0.63
Mediana 34 2.5
Rango 1.8-17.2 0.8-153
Leptina (ng/ml) promedio + DS 9.6+7.0 355+254 <0.01
Mediana 8.3 23.3
Rango 1.0-26.9 82-77.7
Adiponectina (ug/ml) promedio = DS 75+£25 45+1.7 <0.05
Mediana 7.3 4.1
Rango 4.7-11.0 22-73
Indice A/L promedio + DS 1.6 +2.1 03+0.3 <0.05
Mediana 0.8 0.2
Rango 03-74 0.1-0.8

1 Valores de referencia: leucocitos < 10.0x10%*/mm?, VSE <20 mm/h, leptina <15.7 ng/ml (17) indice A/L

>1.0 (18)
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Figura 7. Expresion 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 clinico-1

Asimismo, se observo mayor expresion de marcadores de linfocitos Thl (TBX21 e IFN-y),
de linfocitos Th2 (GATA3 e IL4), de Treg (FOXP3 e IL-10) y TNFA e ILG como marcadores
de inflamacidn 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
suplementacion y un mes después de haber concluido, la expresion de estos marcadores se
redujo significativamente en el grupo de pacientes con obesidad (Figura 8). Estos datos
sugieren que la suplementacion con 4cidos grasos omega-3 (EPA y DHA) podria modular a

los linfocitos T CD4+ en sujetos con obesidad.

De forma interesante, la expresion de los marcadores de Linfocitos T CD4+ en el grupo
control, no cambid durante el curso de la intervencion con AG omega-3, ni un mes sin

intervencion (Figura 9).
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Figura 8. Efecto de la suplementacion con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la expresion de marcadores de
linfocitos T CD4+ en pacientes con obesidad. A) La expresion de TBX21 e B) IFNG marcadores de linfocitos
Thl disminuye durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. C) La expresion de GATA3 e D) 1L4,
marcadores de linfocitos Th2, disminuye durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. E) La
expresion de FOXP3 e F) IL10, marcadores de linfocitos Treg, disminuye durante el tratamiento y un mes
después de terminarlo. G) La expresion de IL6 y H) TNFA, marcadores de inflamacion 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 clinico-1
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Figura 9. Efecto de la suplementacion con AG omega-3 (EPA y DHA) sobre la expresion de marcadores de
linfocitos T CD4+ en el grupo control. A) La expresion de TBX21 e B) IFNG marcadores de linfocitos Thl no
cambid durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. C) La expresion de GATA3 e D) IL4, marcadores
de linfocitos Th2, no cambid durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. E) La expresion de FOXP3
e F) IL10, marcadores de linfocitos Treg, no cambia durante el tratamiento y un mes después de terminarlo. G)
La expresion de IL6 y H) TNFA, marcadores de inflamacion en general, no cambia durante el tratamiento y un

mes después de terminarlo. Los datos se muestran en promedio + DS. Datos correspondientes al ensayo clinico-
1
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5.1.2. Efecto de la suplementacion con EPA y DHA sobre parametros inflamatorios y
metabdlicos

El efecto de la suplementacién con EPA y DHA sobre los marcadores inflamatorios en plasma
se describen en la Tabla 5, se observé un efecto antiinflamatorio de la suplementacion en
ambos grupos a través de la disminucién de TNF-a, 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 observo durante el primer y segundo mes de tratamiento. Se observo
una tendencia de disminucion en la concentracion plasmatica de IL-6 y leptina en el grupo
con obesidad, asi mismo, se observo una tendencia de aumento en la concentracion
plasmatica de IL-10 y TGF- (citocinas que sintetizan los linfocitos Treg) en el grupo con
obesidad. Por su parte, en el grupo control, se observd la tendencia de incremento de
adiponectina y el indice A/L, mientras que también, se observo una tendencia de disminucion

de IL-6 y leptina.

Se evaluo la concentracion de la resolvina RVE1 en plasma al tiempo 0 y tiempo 1 en ambos
grupos. No se detecto RvEI en el grupo control, mientras que en el grupo con obesidad se
detectd en 3 participantes al inicio del estudio. La suplementacién gener6 una tendencia de
incremento en la concentracion de RvE1 en ambos grupos, sin embargo, este incremento se

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

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

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

p

Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 valor!
ANTROPOMETRIA Y COMPOSICION CORPORAL
Control 56.3+9.0 — — 572 +5.7 —
Peso (kg) Con obesidad 1021154 — — l(ﬁ.ii — 0.11
Control 21.7+2.2 — — 21.6+2.2 —
IMC (kg/m2) 0.10
Con obesidad 39.8+5.5 - — 39.7+£54 —
Control 15.0+3.9 — — 158+323 —
Masa grasa (kg) 0.19
Con obesidad 42.7+7.8 - — 41.7+£7.4 —
Control 255+5.1 — — 26.7+4.4 —
0
Masa grasa (%) . ) 119536 — — CEEY] — 0.19
on obesidad
Control 41.8+3.6 — — 436+79 — 0.89
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Masa libre de . 59.3+9.8 — — 60.3+10.8 —
Con obesidad
grasa (kg)
744+53 — — 733+72 —
Masa libre e~ Control 0.90
grasa (%) Con obesidad 58.1+3.6 — — 59.1+4.9 —
MARCADORES METABOLICOS
Glucosa Control 824+75 82.0 £ 8.0 74.4+15.7 83.3+7.8 82.5+8.1
0.33
(mg/dL) Conobesidad 933+ 11.8  88.9+108 924477 91987  862=8.0
Control 32+1.1 17+1.1 24+13 22+2.1 25+15
3 *
Insulina (MU/L) (| peciaad 13.0 8.8 6.9 +3.4% 7.1 +3.9% 84+45 74+28+ 001
Control 0.7+02 04+02 05+023 05+05 05+023
HOMA-IR Conobesidad 32423 1.5+0.9% 1.5+ 1.0% 18411 1s5x07x 001
1524+
Control 164.0+31.1 1503 +30.3 137.3£32.1 1482 +31.4
Colesterol total 25.5 011
(mg/dL) Conobesidad  167.0+39.1  165.7 +28.3 160.9 +33.0 16361'9; 173.9 + 46.7
Control 85.90+314  94.1+358 822+298 88.0+£339 952+379
LDL-C(mg/dL)  ( cpesidad 10894344 11574278 112.6+31.8 “372'9; 123+409 0%
+ + Re== . 2+ . 9+ .
HDL-C (mg/dL)y o 422+89 50.5+12.7 498+ 18.1 S72£198 479132 o
Con obesidad ~ 33.0 9.9 36.8+9.1 33.9+10.3 36.6+140  364+123
. Control 894+378 7444291 782 £ 462 832+45.1  865+429
Triglicéridos 191.0 + 146.1 + 0.24
(mg/dL) Con obesidad 102.1 148.4 + 58.7 149.2 + 76.6 60 4 208.2 +125.1
fndice Control 22+1.1 1.6+0.7 15+09 17+1.1 20+12 037
TG/HDL-C Conobesidad ~ 6.7+5.9 43+2.1 47+3.6 47433 6.6+5.8 :
MARCADORES INFLAMATORIOS
Leucocitos Control 57+08 57+1.4 63+1.9 58+17 53+13 054
(x10°/mm’) Con obesidad ~ 8.1+1.9 81+15 81+17 79418 75414 ‘
Control 6+4 9+7 6+4 9+9 10+6
VSE (mm/h) Con obesidad 16+12 17+ 11 17+ 11 19 + 14 22 +13 0.45
Control 09+09 02+04 01+0.1 04+03 10+ 1.1
IL-6 (pg/ml) Conobesidad  2.2+3.6 1.0£13 15421 16429 19419 0.47
Control 09+06 06+07 0.6+04 1.0£07 1.0+06
IL-8 (pg/ml) Conobesidad 2.7 +3.0 24419 24427 38427 26413 0.38
Control 1705 08+06* 09+06* 1.0+ 0.4% 1.8+09
TNF-o (pg/ml) o) obesidad 1.9+ 0.9 11405* 13407% 17+1.0 18408 0.01
Control 20+48 21+18 27+24 31+32 27+29
IL-10 (pg/ml) Con obesidad ~ 4.0+5.5 9.0+ 148 52+8.0 74+10.6 9.4+14.7 0.90
Control 52+4.5 42+28 5.6+64 56+5.0 42+36
TGF-B (ng/ml) ) hesidad 4.0 +42 50425 6.6+45 74+88 2724 0.06
Leptina (ng/ml)  Co" 96+7.0 41+35 58+5.1 57462 58+48 0.53
cptina (ng/m Con obesidad ~ 35.5 +25.4 192+53 199495 2524161  20.7+20.0 :
Adiponectina Control 75+£2.5 85+2.2 72+24 8.5+3.1 —
(ug /ml) Conobesidad ~ 4.5+1.7 47+26 42+19 46+26 — 0.07
. Control 1.6+2.1 39+39 6.6+13.7 33+28 —
Indice A/L Conobesidad 0.3 +0.3 02401 02401 0302 _ 0.62

Promedio + DS. ANOVA de dos vias para medidas repetidas.

1 Factor tiempo (comparaciones intragrupo vs time 0).
* Significancia estadistica p<0.05.
— : no determinado.
indice TG/HDL-C: indice Triglicéridos sobre colesterol de alta densidad, VSE: velocidad de sedimentacién
eritrocitica, fndice A/L: indice adiponectina sobre leptina.
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Figura 10. Efecto de la suplementacion 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 clinico-1.

A nivel metabolico, la suplementacion con AG omega-3, disminuy6 los niveles de insulina,
el indice HOMA-IR (el cual, en promedio, disminuy6 a niveles normales). Por otra parte, se
encontro una tendencia de disminucion en los niveles de triglicéridos en el grupo de pacientes
con obesidad, mientras que en el grupo control se observé una tendencia de incremento en la

concentracion de HDL-C (Tabla 5).

5.1.3. Apego y consumo del suplemento de EPAy DHA

El apego se evalud con la concentracion de acidos grasos en plasma durante el tiempo del
estudio (Tabla 6) y mediante el indice AA/EPA, el cual se ha relacionado con parametros
inflamatorios, sin embargo, no fue el caso del presente estudio, en donde no se encontrd
relacion del indice ARA/EPA con citocinas inflamatorias en plasma (datos no mostrados), sin
embargo, éste indice se utilizé como indicador de consumo y apego al tratamiento. Tanto el
grupo con obesidad como el grupo control, presentaron un indice AA/EPA elevado al inicio
del estudio, sin existir diferencias entre ellos. La suplementacion con EPA y DHA gener¢ la

disminucion significativa del indice 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 mas bajo un mes después de

haber terminado la suplementacion (Figura 11).
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Figura 11. indice AA/EPA como marcador de apego al tratamiento. La suplementacion con EPA y DHA
disminuy¢ el indice AA/EPA durante el periodo de suplementacion. Promedio + DS. Datos correspondientes al
Ensayo clinico-1.
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Tabla 6. Concentracion de acidos grasos en plasma de sujetos con y sin obesidad durante el

curso del estudio.

p
Tiempo O Tiempol Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 valor'
Acido Laurico Control 0.1+0.1 0.08+0.06 005+004  0.04+0.05 0.1 +0.07
(12:0) (mM) Conobesidad  0.05+0.07  0.03 +0.02 0.1+0.1 0.02+0.03  0.05+0.08 0.07
Acido Miristico Control 14+16 05+02 0.4+0.1 04+02 0.7+0.2
(14:0) (mM) Con obesidad 1.0+1.1 1.0£1.5 12420 1.0+14 0.7£0.6 0.60
Acido Palmitico Control 333427  105+27 89+19 91=3.8 125+43
(16:0) (mM) Conobesidad ~ 27.5+£37.8  273+403 2894486  26.0+450 13.0+9.8 0.14
Acido Estedrico Control 23.2+304 8.0+2.1 84+4.8 65=1.9 8.8+23
(18:0) (mM) Conobesidad  186+27.6  17.1+241  17.5£275  162+251  86=110 %6
Acido Control 23+32 04=02 04=0.1 0.6=0.7 0.7£0.5
LV ¥ S . 25435 22436 24450 1.8+2.9 1.2+04
Palmitoléico (16:1 W ciq 0.053
n-7) (mM)
Acido Oléi Control 22.9+288 6.9+22 58+1.5 6.5+4.0 8.8+3.0
c1do LVleico ) 274327 1914276  212+356  22.4+437 9.6+4.8 0.10
(18:1 n-9) (mM) Con obesidad
Acido Linoléico Control 36.7+50.5 91+22 8.0+2.1 8.8+32 11.7+3.0
(18:2 n-6) (mM) Conobesidad 2874406 303+470  32.6+572  26.6+528 102+47 0.16
Acido a- Control 07+1.0 02+0.1 02+0.1 02+0.1 03+0.1
Linolénico (18:2 ) 0.06
Con obesidad 0.7+0.8 08+12 08+13 0.7+13 02+0.2
n-3) (mM)
Acido Control 6.2+88 1.7+0.8 1.7+0.5 1.6+0.7 1.9+0.6
Araquidonico Con obesidad 47+6.6 56+8.8 53+82 3.7+6.1 1.6 0.6 028
(204 n—6) (mM) on oobesiaa . . B . . . . . . .
Acido Control 05+08 1.7+0.6 3.4+68 0.7+0.6 12+22
Eicosapentaendico Con obesidad 04+0.5 43+78 2.7+32 15408 0.2+0.3 0.06
(205 n_3) (mM) Oon oobesiaa . . . . . . . . . .
Acido Control 1.4+2.0 1.0£03 0.9+0.2 0.7+0.3 0.9+0.8
Docosahexaenéico Con obesidad 09+13 2.7+4.1 23+35 18+27 0.5+0.2 0.55
(226 Il-3) (mM) on obesiaa . . . . . . . . . . .
indice PUFA / Control 0.7+0.5 0.7+0.7 0.7£0.5 0.7£0.5 0.8+0.5 07
SFA Con obesidad 0.5+0.3 0.6+03 0.5+0.4 05+03 0.7+0.2 '
indice de Control 0.5+0.1 0.6+0.1 0.5+0.1 0.5+0.1 0.6+0.1 o1
aterogenicidad Con obesidad 0.5=0.1 0.5 = 0.05 0.5+0.1 0.6 0.1 0.60.2 '
indice de Control 0.9+04 09+03 0.7+0.2 0.7+0.2 0.7£0.3 0.0
trombogenicidad Con obesidad 0.8+0.2 0.7+0.1 0.7+0.1 0.9+03 0.8+0.6 '
fndice Omega-6/ Control 124+42 3.7+ 1.8% 44+35% 6.5+ 4.6* 7.6 + 6.0% 0001
Omega-3 Con obesidad 103+2.6 5.1£23% 52+2.6* 4.9 +£2.4% 9.0+1.8 )
Control 19+28 26+1.0 41468 1.52+0.7 25425
EPA + DHA . 0.08
Con obesidad 12+18 6.8+11.9 49+6.7 22+ 14 0.6+0.4

Promedio + DS. ANOVA para dos vias de medidas repetidas.
T Factor tiempo (comparaciones intragrupo vs tiempo 0).

* Significancia estadistica p<0.05.
PUFA: 4cidos grasos poliinsaturados SFA: 4cidos grasos saturados
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5.2. Resultados del Ensayo clinico-2

5.2.1 Efecto de la suplementacion con dcidos grasos omega-3 sobre la proporcion de
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en pacientes con obesidad

Para continuar con el estudio del efecto de la suplementacion 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 citometria de flujo. En el ensayo clinico-2 solo se suplemento el
grupo de participantes con obesidad, el grupo control no recibi6 suplementacion tomando en
cuenta los resultados previos en donde no se veian efecto de la suplementacion sobre la
expresion de marcadores de subpoblaciones de linfocitos T CD4+, que sugerian que dado
que el grupo sin obesidad no cursa con un estado inflamatorio la suplementacién no modula
los linfocitos T CD4+, por lo tanto, este grupo se utilizo con fines de andlisis para establecer

valores de referencia y con fines comparativos.

Las caracteristicas inflamatorias y metabdlicas de la cohorte de participantes correspondiente
al Ensayo clinico 2, se muestra en la Tabla 7. En primer lugar, se observd que en sujetos con
obesidad existe un incremento en la proporcion de linfocitos Thl, Th2, Th17 y de Treg al
comparar con el grupo control (Figura 12A, 12C, 12E, 12H, respectivamente). La
suplementacion con EPA y DHA por un mes resulté en la disminucion significativa de la
proporcion de linfocitos Thl, Th2 y Thl7, no asi de los linfocitos Treg en el grupo de
pacientes con obesidad (Figura 12B, 12D, 12F, 12G, respectivamente).
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TABLA 7. CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS, INFLAMATORIOS Y METABOLICAS ANTES Y
DESPUES DE LA SUPLEMETACION CON EPA Y DHA.

Tiempo 0 AG omega-3
Control Con obesidad D Con Con Obesidad P
valor Obesidad Post- valor
Pre- EPA+DHA
EPA+DHA
CARACTERISTICAS GENERALES
Edad (years), promedio+  31.8 + 6.1 342+54 0.26 33.0+49 33.0+49 0.99
DS 30.0 35 33.0 33.0
Mediana 24 -43 26 -45 26.0-41.0 26.0-41.0
Rango
PARAMETROS ANTROPOMETRICOS
Peso (kg), promedio + DS~ 57.8+4.1 106.0+ 154  0.000 106.0+18.2 106.4+17.8 0.96
Mediana 58.4 105.0 1 104.3 105.7
Rango  50.3-64.3 80.1 —136.9 80.1 -136.9 80.0-136.9
Masa grasa (kg), promedio+ 154+ 3.1 5244126 0.000 56.4+13.1 56.1£ 12.6 0.95
DS 15.4 49.8 1 54.6 54.2
Mediana 8.3 —20.6 36.4-175.6 36.4—-75.6 36.4-75.6
Rango
Masa grasa (%), promedio+  26.6 £ 4.4 492+6.5 0.000 52.7+3.8 52.9+3.6 0.86
DS 27.5 50.4 1 53.1 53.9
Mediana  15.0—30.0 36.5-58.1 45.5-58.1 45.0-55.8
Rango
Masa libre de grasa (kg), 42.3+3.0 53.5+8.1 0.000 50.3+5.3 50.5+5.5 0.90
promedio + DS 433 50.6 1 49.7 49.3
Mediana  36.0 —47.1 43.7-70.5 43.7-61.3 43.7-61.3
Rango
Masa libre de grasa ~ 73.4+4.4 50.8+6.5 0.000 47.8+4.5 48.0+4.8 0.91
(%),promedio + DS 72.5 49.6 1 46.6 46.0
Mediana  68.0 — 85.0 41.9 -63.5 41.9-557 41.9-579
Rango
Estatura (m), promedio + DS 1.60 + 0.04 1.58 £0.07 0.40 1.57£0.06 1.57+£0.06 0.99
Mediana 1.6 1.57 1.57 1.57
Rango 1.5-1.7 1.47-1.75 1.47-1.70 1.47-1.70
IMC (kg/m?), promedio + 224+ 1.3 422+57 0.000 43.1+6.3 43.4=+6.1 0.91
DS 22.7 41.0 1 42.7 441
Mediana  20.1-24.2 35.0-52.8 35.0-52.8 35.0-52.8
Rango
Indice de masa grasa 6.0+1.1 21.0+49 0.000 229+4.6 22.7+4.5 0.95
(kg/m?), promedio + DS 6.1 21.0 1 23.1 23.4
Mediana 3.5-7.7 13.3-29.2 15.8-29.2 15.8-29.2
Rango
MARCADORES METABOLICOS
Glucosa (mg/dL), promedio
+DS  787+8.8 89.9+10.4 0.003 87.6+9.4 89.1+11.1 0.69
Mediana 75.5 86.0 85.8 88.0
Rango  66.6 —96.3 76.6 —112.1 76.6 —112.1 78.6 —116.8
Insulina (mU/L promedio + 3.6£2.5 51.3+37.7 0.000 66.4+353 41.8+28.1 0.01
DS 3.9 48.6 2 68.5 28.6
Mediana 0.1-9.1 3.7-121.2 32-121.2 6.0-824
Rango
HOMA-IR,
promedio = DS 0.7+0.5 12.4 +8.83 0.000 129+ 8.5 8.0+6.7 0.03
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Mediana 0.7 13.1 1 14.1 5.5
Rango 0.1-1.6 0.7 -26.1 0.01 —25.9 0.01 —18.7
Colesterol total (mg/dl),
promedio = DS 159.3+25.8  170.5+28.8 0.38 189.3 +33.1 181.7+34.1 0.80
Mediana 156.7 156.9 190.4 181.7
Rango 120 — 199 141.6 — 228.7 148.0 — 228.8 157.6 — 205.8
LDL-C (mg/dl), promedio + 97.5+13.5 106.2 +£24.5 0.28 112.6 £25.4 110.5+26.3 0.73
DS 94.1 100.6 111.3 98.8
Mediana 80.0-127.3  60.6—163.5 87.0-163.5 83.2-160.2
Rango
HDL-C (mg/dl), promedio+  51.1 £11.5 29.1£79 0.000 30.6+10.2 326+72 0.32
DS 51.3 29.7 2 32.0 32.4
Mediana  33.3-68.4 17.5-40.8 17.5-40.8 24.4-41.2
Rango
Triglicéridos (mg/dL), 95.6+29.4  197.1+102.2 0.003  209.0 +84.7 155.6 £ 50.6 0.005
promedio £ DS 95.0 155.9 182.9 145.9
Mediana 46.1 —152.4  79.2-454.1 107.0 — 345.7 86.7—244.4
Rango
MARCADORES INFLAMATORIOS
1 A
Le“COC‘E;’rSO(mX;giOZ“B)S’ 5583+1548 94991970  0.000  9326+2011  9026+1320  0.57
Mediana 5460 9500 1 9362 8475
3950 -9225 5433 - 12600 5433 - 12130 7600 — 11400
Rango
VSE (mm/h), promedio +
DS 9+3 28 + 11 0.000 30+ 10 30+ 11 0.93
Mediana 9 30 1 33 29
Rango 6-—13 6-47 16 -47 10 - 50
IL-1B (pg/ml), promedio £+ 1.02+£0.9 0.5+0.3 0.08 0.5+0.3 0.2+0.2 0.09
DS 0.6 0.5 0.6 0.2
Mediana  0.01 —2.8 0.03-1.1 0.03-0.9 0.03-0.6
Rango
IL-6 (pg/ml), 1.2+0.7 26+1.8 0.03 29+2 1.8+0.7 0.03
promedio £ DS 1.2 2.1 23 1.7
Mediana 03-23 0.5-6.9 0.7-6.9 1.0-3.0
Rango
IL-8 (pg/ml), promedio + 2.8+1.6 41+49 0.40 49+58 44+51 0.08
DS 2.9 2.2 2.1 2.3
Mediana 0.6 -6.0 0.4-20.5 1.0-20.5 0.7-17.7
Rango
TNF-a (pg/ml), promedio £ 1.3£0.8 1.5+£0.9 0.63 1.5£1.1 1.1£0.6 0.23
DS 1.4 1.3 1.3 1.0
Mediana 0.3-2.6 0.6-4.6 0.6-4.6 02-25
Rango
Leptina (ng/ml) 0.000 0.74
promedio + DS 49+45 30.5+18.9 1 33.3+18.6 32.6+17.0
Mediana 4.1 25.8 29.3 359
Rango  0.1-12.7 7.6 —69.7 7.6 —69.7 13.0 — 66.9
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Figura 12. Proporcion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ en circulacion y efecto de la suplementacion
con EPA y DHA. A) La proporcién de linfocitos Th1l es mayor en el grupo con obesidad vs control. B) La
proporcion de linfocitos Thl disminuy6 significativamente después de un mes de suplementacion con EPA y
DHA en el grupo con obesidad. C) La proporcién de linfocitos Th2 es mayor en el grupo con obesidad vs
control. D) La proporcion de linfocitos Th2 disminuy0 significativamente después de un mes de suplementacion
con EPA y DHA en el grupo con obesidad. E) La proporcion de linfocitos Th17 es mayor en el grupo con
obesidad vs control. F) La proporciéon de linfocitos Th17 disminuy6 significativamente después de un mes de
suplementacion con EPA y DHA en el grupo con obesidad. G) La proporcion de linfocitos Treg es mayor en el
grupo con obesidad vs control. H) La proporcion de linfocitos Treg no cambié después de un mes de
suplementacion con EPA y DHA en el grupo con obesidad. Promedio + DS. La linea punteada corresponde
al valor promedio de la proporcion de la subpoblacion en el grupo control. Estos datos corresponden al
Ensayo clinico-2 después de 1 mes de tratamiento.
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5.2.2. Efecto de la suplementacion de AG omega-3 (EPAy DHA) sobre la funcionalidad
de los linfocitos Treg en pacientes con obesidad.

Al evaluar la supresion de la proliferacion celular mediada por Treg, se observo que ésta fue
significativamente menor en el grupo de participantes con obesidad, en cultivos con razén
Tresp: Treg de 1:0.5 fuede 61.1 +10.5% vs 48.8 + 13.6 % en el grupo control vs con obesidad,
respectivamente (p<0.04). En cultivos con razén Tresp: Treg 1:1 la capacidad de supresion
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 funcion de los linfocitos Treg
podria estar afectada durante la obesidad. La suplementacion por dos meses con EPA'y DHA
result6 en una tendencia de incremento de la supresion de la proliferacion celular en pacientes

con obesidad (Figura 13B, 13D).
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Figura 13. Supresion de la proliferacion celular mediada por linfocitos y el efecto de la suplementacion con
EPAy DHA. A) Los linfocitos Treg suprimen la proliferacion significativamente menos p<0.04 en el grupo con
obesidad vs control. B) La suplementacién con AG omega-3 (EPA y DHA) por dos meses tuvo tendencia a
incrementar la supresion de la proliferacion celular en el grupo con obesidad C) Los linfocitos Treg suprimen
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la proliferacion significativamente menos en el grupo con obesidad vs sin obesidad. D) La suplementacion con
AG omega-3 (EPA y DHA) por dos meses tuvo tendencia a incrementar la supresion de la proliferacion celular
en el grupo con obesidad. Promedio + DS. Los datos corresponden al Ensayo clinico-2.

5.2.3. Efecto de la suplementacion de AG omega-3 (EPAy DHA) sobre la bioenergética
de los linfocitos Treg en pacientes con obesidad.

Por otra parte, se ha descrito que la funcién de los linfocitos T estd determinada en gran parte
por las vias metabolicas activas a través de las cuales la célula alcanza su requerimiento
energético, por lo que también se determind la bioenergética de los linfocitos Treg en sujetos
con obesidad y en el grupo control. Se observd que no existe diferencia en el consumo de
oxigeno basal entre ambos grupos. Sin embargo, una vez que se agregd un desacoplante de
la cadena transportadora de electrones (FCCP) para poder evaluar la capacidad méaxima de
consumo de oxigeno de la célula, se observo que no existe diferencia en el consumo de
oxigeno 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 encontro significativamente
disminuida en el grupo con obesidad al comparar con el control (Figura 14A). No se
observaron diferencias en el consumo de oxigeno asociado a la produccion de ATP, fuga de
protones y consumo de oxigeno no mitocondrial al comparar con el grupo sin obesidad
(Tabla 4). Después de 2 meses de suplementacion con EPA y DHA se observd que la
capacidad de reserva de los linfocitos Treg increment6 significativamente y alcanza valores

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

Por otra parte, en cuanto a la tasa de acidificacion extracelular, que indica metaboslimo
glicolitico activo, no se observaron diferencias entre el grupo con obesidad y control a nivel
basal y posterior a la inyeccion de oligomicina, sin embargo, el grupo sin obesidad presentd
niveles significativamente mayores de ECAR posterior a la inyecciéon con FCCP y
Rotenona/Antimicina-A al comparar con el grupo con obesidad (Figura 15A), la

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

Por lo que estos resultados sugieren que la suplementacion con EPA y DHA restaura el
metabolismo oxidativo por mecanismo desconocidos y posiblemente esto contribuye a
mejorar la funcion supresora de las células Treg de pacientes con obesidad, lo cual puede ser
parte del mecanismo antiinflamatorio de los &cidos grasos omega-3, la induccion de

tolerancia inmunoldgica.
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Figura 14. Bioenergética de linfocitos Treg de participantes con y sin obesidad y el efecto de la suplementacion
con EPA y DHA en pacientes con obesidad. A) Tasa de consumo de oxigeno (OCR) basal y posterior a la
inyeccion de oligomicina, FCCP y Rotenona/Antimicina A. Posterior a la inyeccion con FCCP el OCR fue
significativamente menor en el grupo con obesidad. B) La suplementacion con EPA y DHA aumento
significativamente el OCR posterior a la inyeccion de FCCP. No cambi6 el OCR basal, y posterior a la inyeccion
con oligomicina y Rotenona/Antimicina A. Datos mostrados en promedio + SEM.
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Figura 15. Glucolisis medida por la tasa de acidificacion celular en linfocitos Treg de participantes con y sin
obesidad y posterior a la suplementacion con EPA y DHA. A) Los niveles de ECAR basales y posterior a la
inyeccion con oligomicina no fueron diferentes entre grupos, los niveles de ECAR fueron significativamente
mayores después de la inyeccion con FCCP y Rotenona/Antimicina A en el grupo sin obesidad. B) La

suplementacion con EPA 'y DHA no tuvo efecto sobre los niveles de ECAR.
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6.0. DISCUSION

En la obesidad existe un proceso inflamatorio de bajo grado caracterizado por el incremento
de linfocitos T CD4+ efectores circulantes, asi como de linfocitos Treg, en los que se observé
la disminucién de su funcién lo que se relaciond con alteraciones en su bioenergética. La
suplementacion con AG omega-3 (EPA y DHA) disminuy6 la proporcion y expresion de
marcadores de linfocitos T CD4+ efectores y mejord la funciéon y la bioenergética de los

linfocitos Treg en pacientes con obesidad.

Los resultados aqui presentados se refieren a mujeres con al menos obesidad grado 2, sin
enfermedades cronicas, que se suplementaron con capsulas de aceite de pescado que
aportaron 72 kcal al dia y que contenian 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 composicion corporal, por lo
que los resultados de este trabajo se deben principalmente al efecto de la suplementacion 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 (Ramirez-Silva et al., 2011), lo cual se encuentra por debajo de la
recomendacion 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 poblacion mexicana, independiente del
estado nutricional, fue confirmado por un elevado indice AA/EPA para el grupo control y con
obesidad. De acuerdo a nuestro conocimiento, no se ha reportado el indice AA/EPA en plasma
en ninguna cohorte mexicana, los valores de AA/EPA aqui reportados (superiores a 10) son
similares a los de EE.UU. Canadd, Grecia, Italia, Espafia y los Paises Bajos (Stark et al.,
2016), que son paises que consumen “dieta occidental”, la cual provoca la activacion de
células del sistema inmune por su aporte de azlcar, carnes rojas, alta densidad energética,
lacteos 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 indice AA/EPA es bajo (inferior a 5), como los Inuits canadienses, Alaska, Japon,

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

Después de la suplementacion, el indice 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 suplementacion, el indice AA/EPA en el grupo con
obesidad volvi6 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 indice omega-6/omega-3 disminuy6 a
niveles inferiores a 4 durante el tiempo de suplementacion, el cual es el valor recomendado
(Saini & Keum, 2018), sin embargo, volvio a los niveles iniciales un mes después de haber

concluido el tratamiento.

En este estudio se evalu6 la concentracion de EPA y DHA en plasma como indicador que
refleja la ingestion 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 cronico de
estos AG como los eritrocitos. En este estudio se muestran resultados de la concentracion de
AG omega-3 en plasma para determinar cambios agudos que no podrian detectarse en
eritrocitos (Hu et al., 2017). Los eritrocitos podrian ser mejores indicadores para periodos de

suplementacion mas largos (mas de 3 meses debido a su recambio celular que es de 120 dias).

6.2. Resolvinas en plasma

Por otra parte, la sintesis de SPM a partir de EPA y DHA es parte del mecanismo
antiinflamatorio de los AG omega-3. En el ensayo clinico-1 se cuantifico la concentracion
plasmatica 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 detectd en 3
pacientes al inicio del estudio. Después de un mes de suplementacion los niveles de RvE1
incrementaron en ambos grupos sin alcanzar significancia estadistica. Es importante destacar
que nuestros datos de RvE1 deben tomarse con cautela debido al método de cuantificacion
empleado, que podria no ser un método confiable para cuantificar de forma adecuada este
indicador en plasma. La sensibilidad que se requiere para hacer la cuantificacion de
resolvinas de forma apropiada es mediante la cromatografia acoplada con espectrometria de
masas (Schebb et al.,, 2022; Weylandt et al., 2023). Estos datos sugieren que la
suplementacion podria inducir la produccion de estos mediadores resolutivos de la
inflamacion por los leucocitos, lo cual podria ser parte del mecanismo involucrado en inducir
la diferenciacion de los linfocitos T CD4+ a fenotipo regulador y disminuir la diferenciacion
a los fenotipos efectores, lo anterior se ha sido descrito ex vivo utilizando RvE1 (Chiurchiu

etal., 2016).
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6.3. Efecto de la suplementacion con AG omega-3 (EPAy DHA) sobre marcadores
inflamatorios en plasma

Por otra parte, diferentes ensayos clinicos se han realizado para estudiar el efecto de la
suplementacion con AG omega-3 y los resultados han sido controversiales, esto podria
deberse a la heterogeneidad de la metodologia empleada en cada uno de los estudios, la dosis,
grupo de estudio y tiempo de suplementacion (Rangel-Huerta & Gil, 2018; Ridker et al.,
2022). La mayoria de los estudios de suplementacion que han mostrado efectos
antiinflamatorios se realizaron con dosis superiores a 3 g/d (Rangel-Huerta & Gil, 2018),
excepto en personas mayores de 45 afios con hipercolesterolemia en los que una dosis alta
no tuvo efecto (Ridker et al., 2022). En este estudio, se observé un efecto antiinflamatorio de
una dosis superior a 3 g/d en mujeres con obesidad entre 18 y 45 afios que no tenian ninguna

complicacién asociada a la obesidad.

De acuerdo a los marcadores inflamatorios en sangre total y en plasma que en este estudio se
determinaron, se observdé mayor numero de leucocitos y en VSE al comparar con el grupo
control, lo cual fue consistente en ambos ensayos clinicos. La inflamacion se caracteriza por
un incremento de leucocitos (Purdy & Shatzel, 2021). Cabe destacar que dicho incremento
no sobrepaso los rangos de referencia, por lo que, esto dificulta la deteccion de la inflamaciéon
de bajo grado en la obesidad, es conveniente establecer rangos de referencia de leucocitos
para inflamacioén de bajo grado. En una cohorte italiana se observé que la inflamacion de
bajo grado, caracterizada por presentar leucocitos a partir de 7.5 2 9.9 x 10 mm?, que se asoci6
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
inflamacion de bajo grado, por lo que, con una prueba tan fécil y barata como lo es la cuenta

de leucocitos, podriamos identificar inflamacion de bajo grado a nivel clinico.

Por otra parte, de forma basal, la concentracion de leptina fue significativamente mayor en
el grupo con obesidad. Asimismo, se encontrd una tendencia de incremento de 1L-6 e IL-8

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

De forma interesante, la concentracion plasmatica basal de TNF-a, no fue diferente entre el
grupo con obesidad al comparar con el grupo control, lo cual fue consistente en ambos

ensayos clinicos. Esta similitud en la concentracion plasmatica de TNF-a, ya se habia
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reportado anteriormente (Kuo & Halpern, 2011), lo cual llama la atencién, 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 alteracion en la
sefalizacion del receptor de la insulina (Mohallem & Aryal, 2020), sin embargo, el grupo
control no presento resistencia a la insulina a pesar de tener niveles similares de TNF-a al
grupo con obesidad. Un modelo murino mostrd que la delecion genética de TNF-a no mostrd
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 evolucion de la resistencia a la insulina
aparte de TNF-a, 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 encontrd 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 mas del 35% de la IL-6 circulante se debe a la
sintesis de ésta por el tejido adiposo (Purdy & Shatzel, 2021), el incremento de IL-6 y TNF-
a es importante porque participan en la induccion de vias inflamatorias a través de la

activacion del Factor nuclear kappa B (NF-kB) produciendo un aumento de varias citocinas.

La suplementacion con EPA y DHA disminuy¢ la concentracion de citocinas inflamatorias
en plasma, como TNF-a e IL-6, desde el primer mes de suplementacion con EPA y DHA,
en el grupo control y con obesidad. Asi mismo, se observo que la suplementacion con AG
omega-3 disminuyo6 la expresion de mRNA de TNF-a y de IL-6 en PBMC de forma
significativa. Estos efectos podrian explicarse por la interaccion de EPA y DHA con el
receptor acoplado a proteina G 120 (GPR120) (Oh et al., 2010), o a través de PPARY, ambas
resultan en la inhibicion de la activacion del factor de transcripcion NF-kf3 (Chandra et al.,

2017; Oh et al., 2010).

Un mes después de concluir el tratamiento, el nivel de trascripcion de TNF-o en PBMC se
mantuvo bajo, sin embargo, un mes después de haber concluido la suplementacion con EPA
y DHA, los niveles plasmaticos regresaron a los valores iniciales. Esto puede explicarse
debido a que TNF-a es sintetizada por otras células a parte de las células del sistema inmune.
Los resultados del ensayo clinico-1, que nos permiten ver el efecto un mes después de haber

concluido la suplementacion, 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 describid 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 sintesis
de TNF-a e IL-1b ex vivo en PBMC, dicho efecto se observé incluso 10 semanas después de
haber terminado la suplementacion (Endres et al., 1989), esto podria deberse a la
incorporacion 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 suplementacion con AG omega-3 (EPAy DHA) sobre los linfocitos T
CD4+ circulantes

En el ensayo clinico-1, de forma basal, se observé elevada la transcripcion de marcadores de
Thl (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 subcutaneo (Travers et al., 2015; Zeyda et al., 2011) y visceral
de pacientes con obesidad morbida (Zeyda et al., 2011). Por lo anterior, es posible que las
PBMC pueden ser utilizadas como biomarcador de la inflamacion en tejido adiposo (Pecht

etal., 2014).

En el ensayo clinico-2, en donde se evaluaron las subpoblaciones de linfocitos T CD4+
circulantes por citometria de flujo, se encontr6é que la proporcion de Thl, 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 crénico y sistémico de bajo
grado en la obesidad. Nuestros resultados concuerdan con el incremento de Th2 y Treg
circulantes observado en pacientes con obesidad moérbida (Gomez F, 2011; Van Der Weerd
et al., 2012). En cuanto a los linfocitos Treg, no es concluyente el estado de éstos en la
condicion de obesidad (Bradley et al., 2022; Wagner et al., 2013). Llama la atencion el
incremento de Treg acompanado del incremento de linfocitos T CD4+ efectores, lo que

sugiere que la funcion de las Treg podria estar afectada.

Como resultado de la suplementacion con AG omega-3, la cantidad de leucocitos no se
modifico en todo el curso del estudio, es posible que para evaluar el efecto antiinflamatorio

de esta u otra intervencion nutricional, los leucocitos no sean un marcador sensible para

58



detectarlo, ya que la suplementacion tuvo efectos importantes en los niveles de expresion de

mRNA de marcadores de Th1 (TBX21 y IFNG), Th2 (GATA3 e IL4) y Treg (FOXP3 y IL10).

La suplementacion con EPA y DHA disminuyo la proporcién de linfocitos Thl, Th2 y Th17,
no asi de Treg. Esta disminucion de linfocitos T CD4+ efectores es consistente con otros
reportes en los que se describe que los AG omega-3 modulan la activacion, diferenciacion y
proliferacion de subpoblaciones de linfocitos T CD4+, disminuyendo los linfocitos Thl
(Chiurchiu 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 incorporacion de EPA'y DHA
en los fosfolipidos de membranas, lo que incrementa la fluidez y afecta el reclutamiento de
proteinas involucradas en la activacion de los linfocitos T y la expansion (Yang-Yi Fan,

Natividad R. Fuentes, Tim Y. Hou, Rola Barhoumi et al., 2018).

De forma importante, la inclusion del grupo sin obesidad nos permitié conocer el efecto de
la suplementacion en ausencia de un proceso inflamatorio activo, y se observd que la
expresion de mRNA de marcadores de Thl, Th2 y Treg no se modificaron en todo el curso
del tratamiento, con lo que podemos inferir que, en ausencia de inflamacién, la
suplementacion no suprime la respuesta inmunolodgica. Por este motivo, no se suplementaron

los participantes del grupo control en el ensayo clinico-2.

6.5. Efecto de la suplementacion con AG omega-3 (EPAy DHA) sobre los linfocitos Treg
(funcionalidad y bioenergética).

La proporcion de linfocitos Treg se encontrd incrementada en el grupo con obesidad al
comparar con el grupo control. Después de 1 mes de suplementaciéon con EPA y DHA en el
grupo con obesidad, no se encontr6 cambio en la proporcion de linfocitos Treg. La
suplementacion con AG omega-3 en un grupo de mujeres embarazadas no tuvo en efecto en
la proporcion 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 suplementacidn, se observo una tendencia a incrementar, es
posible que no se encontrara significancia estadistica debido al tamafio muestral, sin
embargo, estos datos sugieren que si bien no hay un cambio en la proporcion de Treg
secundario al tratamiento con EPA y DHA, si lo hay a nivel de capacidad de supresion de la

proliferacion de linfocitos T CD4+ efectores.
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Por otra parte, se observdo que en el grupo con obesidad existen alteraciones en la
bioenergética de los linfocitos Treg, la capacidad de reserva se encontr6 significativamente
disminuida, este es indicador de la capacidad de las células para producir ATP por OXPHOS

en una situacion de incremento en la demanda energética (Desler et al., 2012).

En condiciones normales, FOXP3, factor de transcripcion maestro de los linfocitos Treg,
controla el metabolismo celular promoviendo la oxidacion de &cidos grasos y limitando la
glucdlisis a través de la inhibicion de mTORC?2. La oxidacion de acidos grasos le permite a
los linfocitos Treg presentar una 6ptima capacidad supresora (Georgiev et al., 2019). Bajo
condiciones inflamatorias, sefiales de TLR1/2 promueven la gluc6lisis mediante la expresion
de GLUTI de forma dependiente de mTORCI1 a través de la modulacion de la expresion de
FOXP3 en los linfocitos Treg (Georgiev et al., 2019).

La suplementacion con EPA y DHA mejord, especificamente la capacidad de reserva
respiratoria, y también se observo una tendencia de incrementar la respiracion basal y la
respiracion asociada a la produccion de ATP. Previamente se ha descrito en otros tejidos que
la administracion de EPA y DHA puede inducir la biogénesis mitocondrial y mejorar la
funcionalidad de la mitocondrial (Kalupahana et al., 2011; Lepretti et al., 2018), asi mismo,
se ha reportado en un modelo in vitro de esteatosis hepatica, que la administracion de EPA y
DHA disminuy6 la fision mitocondrial e incremento6 la expresion de proteinas de fusion
mitocondrial lo cual mejora la funcion de éstas (Zhang et al., 2011). En PBMC se mostrd que
SPM derivados de EPA como 18R-HEPE y Resolvina El, disminuyen la disfuncion
mitocondrial al modular la fision, lo que se relacion6 con la disminucion de la sintesis 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 regulacion inmunoldgica. Es el ensayo clinico-1, se observo
que la concentracion de IL-10 y TGF-f3 en plasma, citocinas producidas en parte por las Treg,
tuvieron una tendencia de incremento en el grupo con obesidad, y en el ensayo clinico-2, se
observo una tendencia de incremento en la capacidad supresora de Treg, lo cual podria
deberse, a la mejora del metabolismo oxidativo de los linfocitos Treg por mecanismos

desconocidos y posiblemente, esto contribuye a mejorar la funcion supresora de las células
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Treg de pacientes con obesidad, lo cual puede ser parte del mecanismo antiinflamatorio de

los acidos grasos omega-3, la induccion de tolerancia inmunologica.

6.6. Efecto de la suplementacion con AG omega-3 sobre parametros metabdlicos

En cuanto al efecto de la suplementacion con AG omega-3 a nivel metabdlico, en ambos
ensayos clinicos, se observo la disminucion significativa de la concentracion de insulina y de
indice 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 suplementacion. De forma interesante, el valor de HOMA-IR disminuy6
aniveles 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 podra corroborar el efecto de la
suplementacion con EPA y DHA en pacientes con obesidad. Es posible que los mecanismos
que median el efecto la suplementacion con EPA y DHA involucren la remodelacion de la
membrana incluyendo la membrana mitocondrial, lo cual puede relacionarse con el
incremento de la expresion de proteinas de fusion mitocondrial, que se asocia con un
incremento en la sensibilidad a la insulina y disminucion de la inflamacién (Sinha et al.,

2023).

Por otra parte, la concentracion de triglicéridos se redujo. En el ensayo clinico-1,
encontramos que después de un mes de haber concluido la suplementacion, 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 disminucion de
triglicéridos es uno de los efectos mas reportados de la suplementacion con AG omega-3
(EPA y DHA) por un mecanismo que no estd completamente elucidado (Bornfeldt, 2021; Q.
K. Liu, 2021).

La concentracion de HDL-C tuvo una tendencia a incrementar en el grupo control y en el
grupo con obesidad, sin embargo, este incremento podria tener relevancia clinica ya que se
ha reportado que por cada 1 mg/dL de aumento en la concentracion de HDL-C, el riesgo

cardiovascular disminuye 6% (Singh et al., 2007).
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El indice 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 encontrd por arriba de 3 en el grupo con obesidad, y hubo una tendencia de
disminucién durante la intervencion y un mes después de haber concluido la suplementacion,

volvid a su valor inicial.

Las mejoras en la inflamacioén 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 investigacion, podrian
ser clinicamente importantes, ya que se ha reportado que la mortalidad temprana esta
relacionada con la presencia de inflamacion y niveles elevados de insulina, no se encontrd

relacion directa del IMC con la mortalidad (Wiebe et al., 2022).

Este estudio muestra los efectos de la suplementacion con EPA y DHA in vivo, los resultados
sugieren organos y células blanco, entre ellos estan las células del sistema inmune,
especificamente células mononucleares y linfocitos T CD4+ en donde de acuerdo con la
expresion 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
podria ser o6rgano blanco de la suplementacion con acidos 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. Asi mismo, de acuerdo con los resultados
en los niveles de HOMA-IR, insulina, es posible que el musculo y pancreas sean 6rganos
blanco de la suplementacion, ya que incremento la sensibilidad a la insulina lo cual gener6
una disminucion de insulina en ayuno. A nivel hepatico es posible que también haya efectos
secundarios a la suplementacion con AG omega-3, ya que se encontrd una disminucion de
triglicéridos en plasma (Figura 16). Seria conveniente continuar con estudios que
contribuyan a elucidar el mecanismo de estos efectos secundarios a la suplementacion con
EPA y DHA. Los mecanismos podrian incluir la remodelacion de la membrana celular y de
organelos como la mitocondria, asi como la modulacion de factores de transcripcion que
permitan la expresion de genes asociados a los efectos observados, entre ellos se encuentran
PPAR-y, PPAR-a, NF-kB, PGCI-a, entre otros. Es importante considerar que estos

mecanismos posiblemente no son excluyentes.
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Figura 16. Posibles 6rganos blanco de la suplementacion con AG omega-3 (EPA y DHA) en personas con

obesidad.

Las fortalezas de este estudio abarcan el desarrollo de 2 ensayos clinicos en el que se evalud
el efecto de la suplementacion. En el ensayo clinico-1 se estudio la suplementacion 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 suplementacion, para estudiar el efecto a
largo plazo de la suplementacion sobre pardmetros inflamatorios y metabdlicos. Otra
fortaleza fue que, en el ensayo clinico-1, se incluyeron participantes sanos con el objetivo de
utilizarlo como grupo de referencia y para contrastar las diferencias en los marcadores
inflamatorios y metabdlicos con el grupo con obesidad, es decir, se estudiaron fenotipos

extremos (Sin Obesidad vs Con obesidad).

Una limitacion fue la falta de un grupo placebo, sin embargo, se decidi6 que no era
conveniente incluir un grupo placebo debido al efecto inmunomodulador de otros acidos

grasos, lo cual podria no mostrar el efecto real de la suplementacion, por lo que se optd por
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hacer un disefio de estudio no cegado, en el que cada individuo fuera su propio control. Otra
limitacion fue que en el ensayo clinico-2 el grupo control no recibié suplementacion, sin
embargo, esto fue debido a que en el ensayo clinico-1 no se observé cambio en la expresion
de marcadores de linfocitos T CD4+. Asi mismo, una limitante mas de esta investigacion es
la falta de datos de consumo de acidos grasos omega-3, en especifico EPA y DHA. Y por
ultimo, otra limitacion fue la falta de biopsias para analizar los linfocitos T CD4+ en tejido

adiposo.

7.0. CONCLUSION

En la obesidad existe un proceso inflamatorio de bajo grado caracterizado por el incremento
de linfocitos T CD4+ efectores circulantes, asi como de linfocitos Treg, los cuales tienen
disminuida la capacidad supresora de proliferacion celular, lo cual se relaciond con
alteraciones en su bioenergética. La suplementacion con AG omega-3 (EPA y DHA)
disminuy¢ la proporcion y expresion de marcadores de linfocitos T CD4+ efectores y mejoro
su capacidad supresora de proliferacion celular y la bioenergética de los linfocitos Treg en

pacientes con obesidad.

8.0 PERSPECTIVAS
e Estudiar la composicion lipidica de membranas celulares de linfocitos T CD4+ y de
mitocondrias como posible mecanismo mediador de inflamacion.
e Evaluar otros marcadores a nivel gendémico, como PPAR-y en linfocitos T CD4+.
e Estudiar otros mecanismos de activacion de los linfocitos T CD4+ en la condicion de

obesidad: adiponectina, leptina y sus receptores.
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ANEXO 1

Separacion 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 solucioén salina y se homogenizan en un tubo estéril de 50ml (Falcon).

2. En otro tubo plastico estéril de 50ml (Falcon) se colocan 12 ml de Lymphoprep
(densidad 1.077 g/ml) humedeciendo las paredes del tubo. La sangre diluida con
solucion 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 solucion 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 solucion salina.

After Centrifuge
Plasma Layer (55%) : <
1. Thrombocytes(Platelets) Diameter: & ¥
2 to 4 microns b
Density of 2. Cytokines
cells and 3. Hormones
components 4, Electrolytes
in this portion: Lymphocytes Diameter: (5 to 10
<1.077g/ml microns) or "medium" types (10
to 18 microns) lymphocytes ‘.a
Mononuclear < Monocytes diameter: 16 to
cells 25 microns
Filter Disc %
Eosinophils Diameter:
10— 14 microns
= Polymorphonuclear /' »
De|15ftv of calls §
cellsin this <
portion: — Neutrophils Diameter:
>1.077g/ml 10— 14 microns
Erythrocytes Diameter:
6.8 —8.2 microns %
http://textbookhaematologydmedical-scientist.blogspot.sg/ '
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ANEXO 2

Tincion de células para fenotipificacion de linfocitos T CD4+ y monocitos

1. Se coloca 10° células mononucleares de sangre periférica en tubos para citdmetro
(BD Falcon 5ml Polystyrene round — bottom tube de 12x75mm style 352054) (se
coloca 10° células por tubo para cada subpoblacion a estudiar).

2. Se utilizan fluorocromos acoplados a un anticuerpo.

Linfocitos | Linfocitos | Linfocitos | Linfocitos
Thil Th2 Th17 Treg

2ul de | 2ul de | 2ul de | 2ul de
CD4- CD4- CD4- CD4-
FITC FITC FITC FITC

4ul de | 4ul de | 4ul de | 4ul de
CDllc - | CDllc - |CDllc —|CDllc -
PerCyP PerCyP PerCyP PerCyP
4ul de | 4ul de | 4ul de | 4ul de
CDh25 - |CD25 - |CDl6l -|CD25 -
APC APC APC APC

Sul de | Sulde *|5ulde *|5ulde *
*INFg - |IL-4-PE |IL-17PE | FOXP3 -
PE PE

Marca BD Biosciences, San Jose, CA; TONBO

* Tincidn 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 solucion 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 pL de solucion para permeabilizar y se fijan las células
(Cytofix/CytopermTM 554722, BD Biosciences) a cada tubo. Se dejan incubar en
hielo por 90 min en agitacion orbital protegiéndolas de la luz.

8. Se agrega 1 mL de solucién 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 tincion intracelular se lleva a cabo con la incubacion de la muestra con los
anticuerpos acoplados a fluorocromos descritos en el punto 2 y marcados con *,
mediante la incubacion por 30 min en hielo y agitacion orbital, protegidos de la luz.

10. Repetir el paso nimero 8.

11. Se re-suspenden las muestras en 300 uL de paraformaldehido al 1%.

12. Finalmente, un total de 500,000—1,000,000 de eventos se adquieren de cada muestra
en un citdmetro 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/IgG-PE/CD45-PeCy5 (BD Tritest™, BD Biosciences).
Como control se utilizan células mononucleares de sangre periférica sin tefiir para medir la

autofluorescencia de las células.
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ANEXO 3

Separacion 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 nimero de células mononucleares obtenidas.

2. Centrifugar la suspension celular a 300xg por 10 minutos y se aspira el sobrenadante.

3. Resuspender las células en 90 pl de Buffer IMag 1X por cada 10’ CMSP.

a. Buffer IMag (BD No. Catdlogo: 552362): solucion de buffer acuoso que
contiene albimina de suero bovino y <0.09% azida de sodio, EDTA en buffer
salino de fosfato (PBS) (BD IMag ™ Buffer 10X)

4. Se adicionan 10 pl 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 CDS8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123,
TCRy/5, CD235a (glicoforina a)

5. Se agita la muestra con vortex y protegiéndola de la luz se coloca en hielo por 10 min
en agitacion orbital.

6. Se agregan 20ul de anticuerpos Anti-biotina y posteriormente se colocan las muestras
en hielo por 15 minutos en agitacion orbital protegiéndolas de la luz.

7. Se lleva a cabo la separacion utilizando una columna LS para un méaximo de 10®
células (No. Cat. 130-042-401) la cual debe haberse resguardado a 4°C al menos 1
hora antes de la separacion. Se hidrata la columna con 1ml de Buffer y se filtra la
suspension celular utilizando una malla de naylon (Cell Strainer 100um Nylon
229485) para evitar aglomeraciones de células. Posteriormente se agrega 1 ml mas de
Buffer IMag 1X. Las células que pasen por la columna unida al magneto son las
células separadas por seleccion negativa; para recuperar las células separadas por
seleccion 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 seleccion negativa, los cuales se centrifugan a
300 xg por 10 minutos. Las demas células mononucleares separadas por seleccion
positiva se colocan en un tubo de plastico estéril de 15ml y se lavan con 10ml de PBS
o solucion salina centrifugando a 300 xg por 10 min.
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9. Por cada 107 células T CD4+ se colocan 10 ul de Anti-CD25; posteriormente se
colocan las muestras en hielo por 20 minutos en agitacion orbital protegiéndolas de
la luz.

10. Se realiza una segunda separacion por columnas, tal cual se indica en el paso nimero
7.

11. Las células obtenidas por seleccion positiva corresponden a las células T reguladoras,
las cuales se centrifugan con 10ml de PBS o solucion salina a 300 xg por 10 minutos.

Magnetic labeling of non-T cells Collecting of T cells

(D add biotinylated antibody cockta MiniMACS™ Separator
: *‘ Multistand

(2) add Anti-Biotin Microb:

75



ANEXO 4

Ensayo de Supresion de la proliferacion 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 separacion 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 tifien con CFSE:

a) Preparar la soluciéon 5 uM de CFSE (lul de CFSE y 999ul de solucién salina)
calentar en bafio a 37°C.

b) Separar en un tubo Falcon de 15ml, 5 x10° células T respondedoras y centrifugar
(5 min a 1200 rpm). Retirar el sobrenadante

c¢) Agregar la solucion de CFSE 5uM

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 aminodcidos no
esenciales, 1% de antibidtico y antimitotico

f) Centrifugar 5 min a 1200 rpm

g) Resuspender en 3 — Sml de Medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 1% de piruvato 100 mM, 1% de aminoécidos no esenciales, 1% de antibidtico

y antimitotico

h) Incubar por 20 min a 37°C con movimiento orbital 100rpm protegido de la luz con

aluminio
1) Centrifugar 5 min a 1200 rpm
j) Resuspender en RPMI sin suplementar o con solucion salina a 37°C

k) Llevar a una densidad celular de 1000 células por pl.
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6.- Preparar los medios de cultivo

50 ml Sml
Piruvato (100 mM) (1%) 500 pl 50 ul
Suero Fetal bovino (10%) 5ml 500 ul
Antibiotico y antimicotico (50 U/ml penicilina, 50pug/ml de | 500 ul 50 ul
estreptomicina) (1%)
Aminoécidos no esenciales (1%) 500 pl 50 pl
Medio RPMI 1640 previamente suplementado con 0.58g de | 43.5ml | 4.4 ml
glutamina

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).

Proporcion Respondedoras: Reguladoras
Sin Sin 1:0 2:1 1:1 Treg
tenir estimulo
Células Respondedoras 50,000 | 50,000 50,000 50,000 50,000
células | células células células células
(S0 ul) | (S0pl) | (SOpD) | (S50pD) (50 ul)
Células T Reguladoras 0 0 0 25,000 50,000 | 50,000
células células | células
(25 ) (50 pul) | (100 pl)
Perlas con Anti-CD3, Anti- | 0 0 2 ul+ 8 2ul+8pul |2+
CD28 ul de | demedio | 8 ulde
medio medio
Medio de cultivo 150 ul | 150 pl 140 pl 115 ul 0 ul | 150 ul
Volumen final 200 ul | 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl | 200 pl

091-441).

*Las células sin tefiir no deberan estar marcadas con CFSE. *Lo anterior se hace por
duplicado. Se utiliza el kit de activacion de células T humanas (MACS Miltenyi Biotec, 130-
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Para la tincion con CFSE se utiliza el reactivo CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit
(Invitrogen C34554) (Se prepara con 500 ul de perlas + 100 pl de Anti-CD28 + 100 pl de Anti-
CD3, que se incuban por lhr girando a 4°C)

1. Las células se incuban por 4 dias a 37°C con 5% de CO?2. Posterior al tiempo de
incubacion se recuperan y se centrifugan con soluciéon salina a 1600 rpm por 5
minutos para retirar el medio.

2. Marcar los tubos de citometria y de ser el caso almacenar con 50 ul + 50 pl de
solucion salina con paraformaldehido al 1%.

3. Llevar las muestras al citometro.

4. Los datos de proliferacion se obtienen utilizando el citémetro ACCURI C6 (BD).

Los datos se analizan en el programa FlowJo 10.0.
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Differential effects of high dose
omega-3 fatty acids on
metabolism and inflammation in
patients with obesity:
eicosapentaenoic and
docosahexaenoic acid
supplementation

Angélica Borja-Magno', Martha Guevara-Cruz?,

Adriana Flores-Lapez?, Silvia Carrillo-Dominguez?,

Julio Granados®, Clorinda Arias®, Mary Perry®, Barry Sears®,
Hector Bourges’ and F. Enrigue Gdmez™

Deparmarmeria de Rsologia de la Muricidn, irstuno Maciornal de Clencias Mddicas y Mumcidan
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it sy MUl dn Salvachor Zubirdn, Mexico Oy, Mexico, | Departamenta de Muridan Arimal,
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Background: Obesily & complicated by low-grade chrong nflammation
characterised by increases in inflammatary proteins and cells in peripheral bload
It has been knawn that amega- 3 Tatty acids |FA) Bke ecosapertaenaic (EPA) and
docasahexaenaic IDHA could madulate the inflammatary pracess and imgr ave
metababic makers

Objective: This study aimed to determine the effect of high-dose omega-3 FA
anmetabolic and inflammatory markers among patients with obesity and heal thy
volunteers.

Methods: This prospective study included 12 women with obesity |body mass
index [BMN2350ka/m’) and 12 healthy women {BMI < 24 Okgim®) who were
supplemented with a dose of 4B8g/day (3.2g EPA plus 1.6 DHA) for Imonths
folowed by no treatment for 1month. Plasma metabolic and inflammatory
markers and levels of mRNA tramscripts of CO4* T hymphocyte subsets were
detenmined monthiy.

Results: None of the partcipants exhibited changes in weight or body
composition after study completion. EPA and DHA supplementation innproved
metababc finsulin, Homeostatic Moded Assessment of Insulin Resistance [HOMA-
IR], triglycende [TG) hegh-density Wpopratein [HOL] ratio, TG and arachedonic
ackd |AANEPA ratin) and tumar necrosis factor-alpha (TMF-a). Maoreover, the
levels of mRNA transcripts of T CO4* ymphocyte subsets (TBX2L IFNG GATA-
3, interteukin [IL]-4, FOXP3, IL-10 IL-6, and THF-al, were down-regulated during
the intervention phase. After 1month without supplementation only insuling

a1 vonsemnam
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HOMA=IR and the mRNA transcripts remained ow, whereas all other markers
returned to their levels before supplementation.

Condusion: Supplementation with fegh-dose omega-3 FAs could modulate
metabolien and nflammation in patents with obesity without wesght ks
ar changes in body compaosition. However these modulatory effects were
ephemeral and with clear differential effects short-duration on metaboliem and
long-lasting an inflarmmatkon.

HICPAMD DS

obesity, inflam mation, metabolism, omega-3 fatty acids, eicosapentaencic [EPAL
diacosshex senodc (DEA] nautrition

Introduction

Chhesity has heen described 1o be ssociated with a dhronic stae
of knw-grade inflammation characterised by high lovels of
inflammatary proteins like keptin intereukin{IL}-6, 1L-8 and tumar
necrosis faclor-alpha {THF-a) among others {11 In addition, mikl
inereases have been reporied in total white Blood cells {leukocytosis)
masthy of the T aell lineage, partially dus o the T CD4+ hdper (Th)
lymiphocyie subsas These cells are imponant regulaons of the
inflammtory prooess: Th and regulatory T cdls { Trag ) have anti-
inflammtory activities, whereas the Thl and Th17 oells have
pro-inflammatory function {2, 33 Alogether, thee inflanmatory
prrateing and cells play an important rolein the developnsent of insulin
res stance, diabetes mdlins and metabolic syndromes (1

Muirients including omega-3  Bity acids {FAs) such as
cioosapeniaenoic (EPAY and dowshesaenoic {DHA) adds have
ahown anti-inflammsiory effects (5, o) Evidence-based findings have
ahown that omega-3 FAs could anenuae CO4+ T lymiphocyte
activation {7) and migration 1o adipose tissue (5 fnovitro studies
shawed that T celbs treted with EPA and DHA manifested kwer
cytokine synihesis and reduced Th differentiation {9 ). However, the
effects of amega-3 FA supplementations on inflammatory markers
remiain controversial The anti-inflammatory afect has boen shown
inhumsn plsna kvl of TH F-a. IL-6, and O reactive pratein (CRIF)
{5 10k However, other neporis showed no anti-inflanmsator y effects
{10) ar reduction in cardiovas cular events {1 7). To date, studies on
theefleas af EFA and DHA i1 vive on CO44+ T cd subsets in patients
with alsed ity arescarce (5, Y

Therekone, weevaluaied the effeds of supplemsentation with high-
dose amsiga-3 FA, EPA plus DHA, for 3msonths and 1 msomth withou
supplemsentation on metabolic and inflam nstory mearkers in patients
with abesity and heabhy volunieers.

Participants and methods

We evaluated 24 Mexican women between 25 and 4 5years af
age 13 waomen with a hody mass index [ BMI] 2 350 [abesity) and
12 healthy voluntess with BMI < 240 (contral), The exclusion
criteria were presence of diabetes mellitus, hypertension, liver ar
kidney diseases, or pregnancy or recefving any medication ar
dietary supplements. This study was approved by the Ethics
Commities of the TNCMMSZ and all participants signed an

Fromiiers im MuinSan

informed consent. This study is registered at Clinical trials with the
1D MOCTOS 2198900

Study design

This was a poos pective, experim ental, open-bel (non-blinded),
and comparative study toevaluate the dfects of onsega- 3 FAs (EPA
and DHA)Y supplementation on metabolic and inflammatory
markers The study consprised two phases the first phase consisted
ofa Imanthsupplensentation with fish oil (tinses 0, 1, 2 and 3) and
thesecond oneinduded ane month without supplenentation {lime
b (Figure 1h A timees 0 and 3, blood pressure and anthropametric
masurenients were registened None ofthe participans wereasked
tochange their dietor daily physical activity | increase or decreasel.
Furiher meare, nane of the panticipants recdved nutritional advice of
any 1ype

Fish oil supplement

Oega-3 FA supplementation was performed using fish oil
capsules provided by the Inflammation Research Foundation
(Peabody, M, United States). Each 1 gram capsulecontained 06 gof
omegi-3 FA {0 4gof EPA and 0.2g of DHAY. Therelore, to provide
48 g af omega-3 FA, each panticipant received 8 capsules per day
distritmted a8 follows: 2capsules a brealdast, 4 caps ubes supplenenied
wilh the nein neeal, and 2 capsulbes at dinner This dos ¢ adection was
based on previows ressarch mevealing inoeses in phama
cancentration of EFA and DHA @ meaxinm bevel, sim ilar so dose up
to 7giday (17

Each participant seceived Thatthes {120 capsules per battle a wonl
af 240 capsules enough to cover the dasage for | manth) of fish oi
suppkementat the time af recruitment (time 0. After Tmonth {time
1k & new batiles af supplement were pravided forthe following month
(time Zp. This was repeated far the last manth {time 3. Todetermine
the duration af the lasting efiectsofthe fish ail, we inchuided a 1manth
periad withaut supplementation (time 4)

Compliance was determined by requesting all participants 1o
bring the batiles of supplement at the end each manth, with the
remaining capsules {ifany). The study staff ahways kept in souch with
the participants by phone messages far monitoring tolerance 1o
the supplement.

immierunong
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Anthropometry, body composition, and
blood pressure

Height and weight were used o cllculate BMI using the farmula
[weight (kghheight {m)'] {
by edectric bioimpedance using a Full Bady Composition X-Contact
356 Analyzer (lawan Medical, Seoul, South Korea), 1o quantify the
far and fat-free (bean) muasses, which was performed at times
Oand 3

). Body composition was determined

Plasma metabolic and inflammatory
markers

Peripheral blood sumples were colected in the morning after 10h
of fisting, in vacutainer tubes with EDTA-K, antikoagulunt. Total
Jeukocy ks were counted wsing Neubauer chambers. Erythrocyte
sedimentation rate (ESR) was measured by 2 standard method. Blood
phas o obtai ned after centrifugation of a small sanple was stared at
=80 Cuntil assayed

Phama glicose, wotal chokesteral, high demsity cholesteral
{HDL-C), Jow density cholesteral {LDL-C), and trighcerides {TG)
Jevels were quantified using a Cobas <111 analyzer (Roche
Indianapalis, IN, United Stawes). The TG/HDL-C ratho {reference
value <3.0) was clculated {17). Insulin keves weredeterm ined using
an ELISA kit {ALPCO, Salem, NH, United States). The HOMA-IR
index (refarence value < 2.5) was used as an indicator of insulin
resistance {10}

Plasma fattyackls were extracted with chloraformymethanal and
dervatised 10 their methyl esters {FAME) with methanol in baron
trichlarkle. The FAMEs were quantified with a Varian 3400 gas
chromatograph wsingtridecanalc ackl {13:0)as intermal standard { 1)

The following proteins were quantified by mulipkxed
immunaassay using the MAGPIX luminometer (Luminex, Austin,

03

Texas, United States - deptin (L; reference value < 157 ng/mL) {14)
INF-a, 1L-6, IL-8 IL-10 and transforming grow factor-beta
{(TGF-fi). Total adiponectin { A) was quantified using an ELISA kit
{ALPCO, Sadem, NH, United States) and the ASL ratio calcubited
(reference value > 1.0) (19). Phsma resolvin E1 (RVED) was
quantified using a competitive ELISA kit (MyBiasource, San Diego,
CA, United States)

mMRNA expression inthe CD4' T
lyer)hocyte subsets (Thl, Th2, and Treg
cells

‘The Jevel of transcription of genes exprassed in T lymphocyte
subsets (Th, Th, and Treg) was determined by reverse-tramscription
quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR). First, peripheral
bood monanuclear cells { PEMC) were isalated by Ly mphoprep™
density gradient centrifugation {Stemeell technologies, Vancouver,
Canada). Total RNA was extracted from the PEMC{without further
separation of monocytes or T cell subsets) with the TRIZOL reagent
{lvitrogen Life Technologies, Carlbud CA, United States) and
mopropanol precipitation { 1), RNA integrity was determined in
1% agarase gel recipe by electrophoresis. Additionally, RNA
oncentration  was  measured by  ultraviokt absorbance
spectrophotometry at 260 nm. Complementary DNA (<DNA) was
synthesised from 1pg oftotal RNA with Makiney Murine Leukemia
Virus reverse transcriptase {Invitrogen, Carksbad, California,
United States ), aligo-dT , primer {Invitrogen, Groningen, Halland),
RNase inhibitor {Applied Biospstems, Warrington, Unised Kingdam),
amixture of ANTP {Invitrogen, Carlshad, Califor mia, United States),
SXRT-buffer {Ivitrogen, Carlsbad, CA, United States), and nuclaase-
free water (Sigma-Akdrich, St. Louts, MO, United States) { ). The
relative expression of the mRNA was determined by RT-PCR in 2pl
of cDNA with 10yl of 2X SYBR green Master mix {Roche
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Diagnostics, Lewis, United Kingdom) and 2pL of the forward and
reverse mixture of primers at 10mM final concentration in a
RovorGene Q thamocycler (QIAGEN, Germany). The level of
transcription of IL-6, TNF awas measured In addition, the kevel of
transcription of the fllowing genes of the CIM4* T lymphocyte
subsets was determined: T-box transcription factor 21 (TBX21) and
IFNG in Th] cells, GATAS and IL-4 in Th2 cells, and forkhead bax
P3 (FOXP3) and IL-10 in Treg cells. Furthermore, 185 ribosomal
fRNA  was used o the housckeeping gene (20)
(Supplemeniry Tabke 51) The devel of transcription of the mRNAs
was determined with the AAC! method {27).

Statistical analysis

Continuous variables were expressed as meant stancard
deviation {SD). The difference between groups at time 0 were
analyzed using Students t-test for independent groups. One-way
analysis of variance {ANOVA) was used far the analysis of gene
expression puttern over time Analysis of plisma metbolic and
inflammatory markers was performed by two-way ANOVA for
repasted measures ® compare the effect of omega-3 FA
supplementation between the groups and time. The Bonferroni
post-hoc test was wed to klentify significant differences between
times. Data was analyzed using Statistical Package for Sodal Science,
versian 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, United States) and GraphPad
Prism & Statistical significance was setto p<0.05.

10 338 D et 2023 LSEVS

Results
Population study

A flowchart & shown in Dijune 2. ANl anthropometric
measurements, except for height, were significandyhigher (p<0.001)
in the group with obesity: weight, BMI, fat mass, and Jeanbody mass.
Regarding metdbolic markers, the group with obesity showed
signifiantly elevated blood pressure {BP; systalic {p <0.001) and
diastalic (p<0.02)) higher glicase {p<0.02), insulin {p<0.001),
HOMA-IR {p<0.001), TG (p<0.001 ), and TG/HDLC ratio {p< 0.02),
and Jower Jevels of HDL-C {p<0.02) {1200 1) compared with the
contral. Regarding inflammsato ry markers, the group with abesity had
significantly higher total Jeukocytes (p <0L005), ESR {p <0001 ), and
leptin {p <001 ) and lawer totl adiponectin and A/L ratio {p<0.05)
{hk 1) compared with the healthy participants. The kllowing

ctabolic and infl y markers fifferent between the

were
groups, without reaching statistical significance: LDL-C, [ 16, IL-8,
and IL-10 were higher, whereas TGF-fl was Jower {1200 1). Total
chalesterol and TNF-a were klentical between both groups at baseline

The AAJEPA ratio in the control and obesity groups was 11.1and
136, respectively (Figure ) In addition, omege-6lomega-3 ratio
in the control and obesity groups was 124 and 103
Lk S0) respectively, which indkated Jow
consumption of onwga-3 FA.

Plasma RvE), 4 specialised pro- resalving mediator derived fram
EPA, was undetectable in thecontral group {the assay sensitivity was

(Suppletbeniary

oA 2
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 Oibesity i55a %0 32488k 304 30b 5Ta47b ikt 6
Mcom = S0
®  p=lh03 herween groups
o p=DE within the comiral group
b )0 swithin the group with chesity
FICA e §
Tirree -conirie of Fed AAEPA rafia DAt deram m iidarn 4 50
al omega-3 FA supplementation on maabolic and inflammaiory
& Control msnrkiers are desaribed in each group.
1 il o Dbesny -
- - Control group
_ ME
R T e
-% NS At the beginning of the study all metbalic and inflammatory
= & - o markers wene within nor sl and heal thy vabues {10000 1) Onsega-3
g [rem FA supplementation resulted in changes in some of the markers a3
x . oo arly as 1 maonth of supplementation, and abways towards abetier
L. ,T"— @ health stamia OF note, the maabolism of glucose and lipids inge oved
= —— D s*ss coo as fasting insulin and HOMA-TRE significantly decreased, whenes toul
H 1 dholesteral and TG decreased, and HOL-C incressed withoui
stalistical significance { a0k 2 Similady, THFa decreased with
Time gmonths) supplementation. However [L-6 and leptin non-significanly
:T:u‘-!' | s e bagirrirg of e sudy Mime ) arrd slter Irarth decreased {110k 7). Markers of wellnessinchuding AAEPA {Figure 3}
vE] af Loyl yime0 d 3
of feh ol wupplementation. Horizortal barsrepresent mean walue and omega-6omega-3 ratios (Supplanentary Tible 533 inproved
M% non-statt icaly sgritcart during the imervention. Cther naarker s of wellness such a8 ASL and
TGHDL-C {bke o) decreased without statistical significance

1 pgfm Ly However, it was detected anly in three patients in the group
withahesity {average af 159pgiml.} at haseline (Figure 4}

Effect of omega-3 FA supplementation on
metabolic and inflammatory markers

Regardless af thar nuiritiomal staus, none of the participants
axhibited changss in hody weight ar bady compasition after the
Smwanths of supplementation {Suppleamentary Takhle 523

Therefare, the effects of fish ail supplementation, reported here,
were anly due to the effect af amega-3 FA- Far darity, the main effeas

Fomtiers b0 MuRRton

Moreover, plhama BvElL which was undeeciable ai time 0
non-significandy increased 1o an average of 179pgiml after
supplementation {median 122pginal) (Fgun 4

Group with obesity

Adfter ane manth of supplementation. insulin {p.c (01}, HOMA-TR
(petuin ), and THF-@ {p<il) were significantly decreased, and
remeained knw within the duration af the study, except far TH F-awhich
retur ned to its initlal vahue at timee 3 {120k 2 Onthe other hand, there
were non-significant reductions in TG, keptin, ar [L-6 levels, with
non-signi ficant increases in IL-10and TGF-fL. Mane of the fallowing
markers changed during supplementation: sysiolic and diasiolic BE
ghimse, cholesteral, HOL-C, LDL-C, total keukncytes, ESR., and 1L-8
(ke Z) Markers of wellness such as AAEPA(Figure hand amega-6/

Fonteminomg
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TABLE 2 Tiene-coume effect of amega-3 latty acid supplementatian [EPA and DHA) an metabalic and inflimmatary markers
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srdmeration 1 A/, adipaectin talepin s

amega-3 ratios {50 pplemen oy Tab e 55) decreased. However, the TGY
HIDLAC ratio decreased without statistical significance during the
supplementation period without change in the ASL ratio {Tah ke 2} with
supplemientation. Mo changes were ohservad in RBvED levels after
supplementation, from 159 pgfml attine O 1o 45 pgiml {Figued b

Fromtiers in Mutation

Effect of omega-3 FA supplementation on mRMA
of CD4+ T lymphocoyte subsets (Thl, Th2, and
Treg

Wiz analyzed 1L-6 and TN F-a as markers for averall inflammatian
and, in each of the T CD4+ hnphacyte subsets, ane “master”
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transcription factor and one signature cytokine: TBX21 and [FNGin
Thl; GATAS and IL4 inTh2 and FOXP3, and [L-10inTreg cdls At
time 0, the devd of transcription (mRNA) of all genes analyzed were
higher in the group with obesity compared with the control g roup,
ranging between 3.5-times o TNF-orand 18.7-timves o f L4 {1 1cure 5)
Importantly, the mRNA Jevels of all these genes did not changein the
contral group during or after supplementation (data not shown).
Therefore, for comparison purpases, thelevel of tramseription of each
gene was normsalised against time 0 in the control group. In the group
with obesity, the mRNA kevds of all genes studied decressed 10 Jevels
wmparable to the haalthy group after the fist month of
supplementation and rensained knw within the emireduration ofthe
study. even 30days after cessation {1 100 6}

Discussion

In this study we assessed the effct of high-dose omega-3 FA,
supplementation, 4 8g/day (32 of EPA plus 1.6g of DHA), for
3months in the form of fish oil capsubes, on metabalic and
inflam msatory markers in Mexican patients with obesity and healthy
volunteers. The main results are summsarized in e .

This study has several strengths. First, all participants were
arefully sedected, particularly the patients with obesity. Therefore the
results reported here pertain to patients without chronic diseases
wsocied with obesity. Second, the inclusion of clinically healthy
valunteers (control group) instead of a phicdho group was a paintof
strength, because they were reference to contrast the differences in
metabalicand infimmatary markers against the group with obesity:
extreme phenatypes (healthy versus abese). Lastly, we included a
Imonth period without treatment %o determine the kng-term effect
of supplementation an the metabolic and inflammatory markers in
both groups

The fish ofl supplement used as source of EPA and DH A, provided
extra 72kcal per day {(8grams, | gram Capsule), it was well accepted
with a high compliance {over 92 percent). As previously stated,
regardless of their nutritkonal statws, nane of the particpants presented
with changes in body weight or compasition {fat mass and kan mass)
‘hrinsthedundm of the sludy(mu-p Jementary Table §2),

Fromtiers in Nantion
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Of note, there were differences between the group with obesity
and cantrol group at baseline. The group with obesity shawed higher
vahies af balic and infl v markers. However mast of
these values were within normal range or slightly higher, except for
TG, HDL-C, HOMA-IR, Jeptin, and A/L ratio which were not within
the normal range. However, it is important to mention that these
values did not indicate presence of type 2 diabetes mellius,
hyp ian, ar other di

In Mexicn, the ot dailyintake of amega-3 FA has been estimated
% be 03 grams per day in adults { 20), which is very ow compared
with the suggested 2 0grams per dayof EPA plus DHA set by the Food
and Agriculture Organizatian for adults worklwide {29). It hasbeen
shown that plasma levels of EPA and DHA reflected a shart-term and
dosedependent intake (13), whereas erythrocyles fatty acids
compasition indicated chronic consumption. However, erythrocytes
might be better indicators for Jonger periads of supplementation
{longer than 3manths due to their urnover period). In this study,
we evalmated phisma concentration of fatty acids 0 determine acute
changes { 20).

The bow intake of omega-3 FA by the Mexican population,
regardless of their nutritional or inflammatory staus, was
confirmed by a high amega-Vomega-6 ratio with values of 12 4 and
103 and AAJEPA ratio with values of 11.1 and 13.6 in the contral
and obesity groups, respectively, at time0 (5o pp o aary Lk 58
and |1z ) Toour best knowledge, this is the first tinse that the
AANEPA ratio in plasma to be reported ina Mexican cohort. The
AAEPA values reported in this study {above 10), are similar to
those reported in United States, Canada, Greece, ltaly, Spain, and
the Netherbinds regarding individwals who consumsed “westernised
diets” These diets might activate the immune system, becawse they
are high in energy-dense nutrients and refined sugars, red meat,
high- fat dairy products, together with Jow amounts of vegetables,
fruits, whole grains, fish, or nuts {7 ). In other regions of the warld
where the consumption of fish and fish products is high, the AAS
EPA ratio is low (bedow 5), like Canadian Inuits, US-Alaskans,
hpan, Papua-New Guines, Korea, Russia, ledand, and Narway, just
%0 mention a few {25).

In our study, the AA/EPA ratio was reduced in both groups after
the first month of supplementation to values of 12 and 3.2 in the
control and abesity groups, respectively {1 0 ) and remained kow
for theduration ofthe reatment. A previous study has shown that the
reduction in AAJEPA ratio was dose-dependent (1°). After
supplementation cessation {time 4), the AA/EPA ratio in the group
with obesity returned to its initial value, wheress in the control g roup
rensined Jow, without significant difference from its starting value
Although the omega-6/omega-3 decreased 1o Jevels Jower than 4
during the supplemennation period, which is the recommended value,
#tretuned to basal kevels attime 4 ().

Inthis study, we abserved that, in the control group, no RvE1 was
detectable in plasma. In contrast, the group with obesity included
three participants with detectable kevels at time (. In addition, after
ane-month supplementation, the RvEl levds non-significantly
increased in both groups. Importantly, our data of RvE1 need to
be taken with caution due to the quantification method used in this
study, which might not be a relisble methad for quantifying this
pro-resalving mediator. The required sensitivity and selectivity for
these types of mediators apparently could only be achikeved using
chromatography coupled with mass spectrometry { 4, *1 ).
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Effect of the omega-3 FA supplementation

on the metabolism of glucose and lipids

Fegardless ofthe nutritional staus, a dose of 4 8gfd of EPA plus
[YHA in the frmaffish ol supplement revealad heneficial effects an
the mewbalism of ghicose in all participants. These effects pertain

Fromiers in MuAnfan
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anly to insulin, duetoa reduction in its concentration {fasting levels)
and resistance {kower HOMA-TR values), but notin serum ghioose.
The clinical impad of these effects was maore significant in the
group af patients with ohesity, Becawse, daspite their ghicase kvels
wiere higher (b still within the normal range ) and did not change with
supplemenation, the fisting kvels af insulin and the HOMA-TR values
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indicated reductions in insulin resistance and, more importantly
HOMA-IRreached vadoes bedow the cut-offpaint of 2.5 { 14). Mareaves,
both insulin and HOMA-IR decreased in the entire duration of the
study and remsained kow even 1month after supplementation cessation
Despite promising, these results warrant further studies, for instance
aral-ghicase takerance test to determine the glycencand ins ulinemic
res ponses or hyper insul inem ke -euglycem i champ, the “gokd standard”™
1o assess insulin action. Only these tests would provide unequivocal
data an the real effect of omega-3 FA supplementation on glhicase
metabolism in patients with obesity

Our results also showed improvements in some parameters of
lipid metabolisne LOL-C did not change with supplementation,
wherars HDL-C and TG did Although differences in the Jevels
HDL-C and TG did not reach statistical significance, there was a
wendencyofan inerease in HDL-Cconcentration in both groups This
increase might have clinkal relevance because even a small increse
af ImgdLin HDL-C has been found o be associated with a6 percent
decrease in cardiovascular risk {°7)

Reduction in serum and liver TG is the best-known action of EPA
and DHA, by a mechanism still notcompletdy exphained {©, “1). In
our study, we also observed that the supplement of fish ol caused 2
{nat significantly) reduction in serum TG in both groups during
suppkmentation, which retumed to its initial kevels after cessation.
This s particularly relevant in the group with abesity, since TG kvels
decreased fram an average of 191 mg/dL %0 148 mg/dL, which was
within the narmal range and assoclated with reduced cardiovascular
events. The TG/HDL-C has been used as a predictable marker for
insulin resistance and has been assocdated with higher risk of
ardiovascular diseases (* °). In the study, we abserved a very high
TGHDL-C ratio in the group with obesity, which non-statistically
decreased during the intervention phase and returned w0 its initial
value after cessation

fromtiers in Mutnt
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Effect of the omega-3 FA supplementation
on the inflammatory status

Omega-3 FA supplementation decreased TNF-a levds in both
groups, other inflammsato ry markers improved after supplementation
without statistical difference (IL-6, IL-10, and TGFf). However,
Jeukocytes, ESR, 1L-8, adiponectin {total and its isoforms), and A/L
ratio remsined unaherad

TNF-ais an inflammatory protein synthesised by immune and
adipose cells and promotes insulin resistance by alterations in the
insulin receptor sigmaling pathway (*0). In addition, TNF-a induces
inflummation via the NF-KB pathway producingan increase inseveral
cyiokine inchiding IL-6 and others. 1L-6 is produced by many cell
types (monocytes, fibroblasts, endothelial) and together with TNF-a
ats on different tissues causing inflam mation

In the present study, omega-3 FA supplementation decrased
phasmsa bevels of TNF-ainboth groups { 100 2) and mRNA of TNF-a
and 116 (1o o) in PEMC. These effects coukd be explained by the
imeractions of amega- 3 FA with the surface receptar FEAR4 {GPR120)
{7} o thdr ineractions with PPARy, which result in NF-kB
signaling inhibition (57, )

Of note, alhough plisma TNF-a was identical in both groups at
baseline (1004 1) as previously desaribed {1 9), there was no insulin
resistance in the contral group. In a previows study, mie maodds with
TNF-a genetic deletion did not show improvement in insulin
resistance {40} Therefore, we suggest that, beskles TNFa, there
shoukd be other factors in the group with obesity Invalved in insulin
resistance, like high Jevels of leptin, along with Jow kvels of
adiponectin and 1L-10, which may interfere with inflmmation
wntral and insulin sensitivity. The significant reduction in plsma
TNF-a inbath groups, was not paralieded with its mRNA transcriptat
tme 4, the latier remained downregulated even Imanth after
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cessation. A previous study inchxding healthy valunieers reported that
consumption of 18 grams of fish ail {465 of EPA plus DHA) reduced
thesynthesisex vivo of TNF-aand [L-1f in PEMC even 10wedks after
cessation {1 1). This result is similar to our findings regarding mRNA
transcripts in PBMC and may be partially explained by the
incorparation of EPA and DHA into cell membranes {17} and to the
Sanger turnaver of lymphoid cdls (1 7). The return of plisma TNF-a
% its initial kevels after supplementation cessation could also be the
result ofits production by other cdls.

Oneofthe mast common features of inflammsation is kukocytosis
{2). We also observed mild Jeukocytasis in the group with obesity
which was still within the narmal range. This increase in kukocytes
awuld be partly due to increases in CD4' T lymphocytes, induding
Treg cells that we { 1) and athers {17) have previously reported. The
higher transcription of mRNA FOXP3 and 1L-10 {Treg markers),
accompanied by a high transcription of TEX21 and IFNG {Thl
markers), GATA3 and IL4 (Th2 markers) {1100 °) indicted the
inflammatory status in the group with obesity and an altered Treg
function. However, Treg functionality has not been assessed in
individuals with obesity. Of nate, our results in PBMC are similar to
those reparted in sub {40, 17) and visceral {17) adipase

P m subx
tissue in patients with obesity. These findingsalso revealed that PEMC
couldbe used as 4 bionsarker of adipose tissue inflammation {15).

‘Ihe fish ofl supplement did notkead 10 changes in ol kukocytes.
However, ithad profound effects on mRNA transcript kevels of CD4+
T lymphocyte subsets, TBX21 and IFNG in ‘Thl cdlbs, GATAS and
IL-4 in Th2 ¢dbk and FOXP3, and IL-10 in Treg cells This
downregulation was observed during the entire supplementation
phase and remained even 1month after cessation {12010 0). These
results indicated thata high dose of omsega-3 FA may could modubate
T CD4+ lymphocyre subsets activation, differentigion, and
proliferation {7, %, 47).

On the other hand, increments in the kevds of IL-10and TGF-f,
oytokines synthes ised by Treg and monocytes M2 might be a partof
the modubuory and anti-inflammatory effectofomega-3 FA.

Controversial effects have been reported after omega-3 FA
supplementation. This might be exphiined by the heterogendty in the
methodokogy used in different studies incloding supplementation dose,
study group, and time of supplementation {¢, 11). Mast af the studies
of omega-3 FA supplementation, which showed anti-inflamnmsasory
diects, used doses over 3g/d (0). In our sudy, an anti-inflamnsatory
dfea ofhigh-dose amegs-3FA was abserved. However, a high-dose of
EPA (4g/d) in individuals above 45yeans of age with
hypercholesteralemis has shown no impartant effectson inflammatory
mxarkers {17). In our study we found an anti-inflummsatory effect using
a high-dose amega-3 FA (4.8g/d). However, the population in this
presentstudy inchaded waomen between 18-45 pears of age, with abesity
and without other chroni: diseases.

One of the limitations of this study was the sample stze. However
the statistical power of the sample was 82%. Although the lck of 2
placebagroup is another limitatkn, each participant was evaluated
versus a control. Therefare, whether the results of this study can
be applied to other groups remains unexplred. Anather imitation of
the study was the lack of blapsies to analyze CD4' T cells in
adipose tissue

Improvements in mflammation and insulin resstance by a
high-dase omega-3 FA bt vivo In the participants with obesity,

Fromtiers in Nutation
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observed in this study, could be dinically important because overall
mortality & more related to inflammation and hyperinsulinemia

rather than to abesity { /). Theref #1-3 FA suppl
should be an adjuvant therapy in infl y condit
like abesity

Conclusion

Supplementation with a high dose of omega-3 FA could
madulate metabolic alterations and inflammation in patients with
abesity. There were differential effects of the amega3 FA
supplementation between infl yand metaibalic markers. The
beneficial effects were ephemenal regarding most metibalic markers.
In contrast, mast ch in indl y markers remmined
reduced after cessation.
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Supplementation with EPA and DHA omega-3 fatty acids improves peripheral
immune cell mitochondrial dysfunction and inflammation in subjects with obesity
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Abstract

Omega-F Dty ackhs (w-3 FA) have anti-inllammatory effecs and improve mites hondrial Tunction Norethebess, Bike @ known dbout their eflect on mi-
tochondnial bicenergatics of perip heral blood mononud sar cells (PEMCs) in indivichuals with obesity. Thus, this study aimed fo determine she miso: hond rial
bicenergetics stams and cell submet composition of PEMT during obesity, befone and aler 1 momh sup plemen ution with w-3 FA. We performed 4 case-
contim | swdy with teehe women with normal BMI (kean goup) and 19 with grade 2 obesity (obese group), Sllowed by a before-afier pospective smidy
whire twehie subjeats with abeity received 4 1 month intervention with 5.25 g of w-3 FA (3.5 £ acccaperntaenca: [ERA) and 175 g doccd shevaencic [DHA)
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Mitochondrial dysfunction, oxidative stress, and inflammation
are imolved in the pathogenesis of obesity |1.2) Mitochondrial
dysfunction is partially attributed to ineffective dissipation of pro-
ton gradient. which increases reactive auygen species ([ ROSL elec-
tron transport chain uncoupling reduced oxidative phospharyla-
tion [ XPHOS | decraased mitochondrial biogenesis and altered mi-
tochondrial dynamics |3

The mitochondria of muscle |4). and adipose tissue |5) of sub-
Jjects with obesity have altered morphology, impained bioemerget-
ics, increased generation of lipid peroxides. decreased ATP synithe-
35, lower energy-generating capacities, less clearly defined inner
membranes, and reduced fatty ackd oxidation when comparsd with
mitochondria of kean subjects |23 The alterations of some mi-
tochondrial constituents. such as mitochondrial DNA |6 and cy-
tochrome C |7). are damage-associated molecular patberms (DA Ps)
triggering innate immune responses contributing to the low-grade
infammation during obesity |1

Increased monocytes in peripheral blood and macrophages in
adipose tisswe |8.9) as well as CD4+ and CDE+ T Iymphocytes in
peripheral blood and adipose tissue, characterize the low-grade in-
Mammation present during obesity |10-15). Besides the production
of mitochondrial DAMPS, mitochondrial alterations in momocytes
and hymphocytes are linked to the progression of the inflammatory
process during obesity |16.17]. Monocytes and macrophages with
the pro-inllammatery phenotype (M) rely on glcalysis, while the
M2 phenotype with an anti-inflammatory function depends on -
PHOS pathway |3.18) Enhancement of OXPHOS in adipose tissue
macrophages decreases the inflammation associated with a high-
fat diet [19) On the other hand, nave T cell activation promdotes
a rapid metabalic shift from OXPHOS towards aerabic glwcolsis
[18.20) In fact, the ellector CO44 T ymphacytes are cells with ghy-
colytic metabolism.

In contrast, the regulatory T ymphocytes (Treg) that induce im-
mune tolerance, depend on OXPHOS to maintain their regulatory
phenotype and suppressor capabilities |20 The CDE+ T ympho-
cytes have cylotosic activity and we glycolysis 1o promate their
ellector fumction and dilferemtiation [1.18] Mitochondrial dyshane-
tion in T lymphooytes indwces an increase in ghyoolysis and pro-
mates differentiation towarnd pro-inflammatory subsets instead of
a regulatory subset [21) However, scarce information is available
regarding whether the mitochondrial function is altered in blood
immune cells of subjects with obesity |22 For example. the utility
of mitochondrial function ssessment in peripheral blood mononu-
clear cells (PEMCs) has proven to be a quick and effective tool
to differentiate the bicenergetics status in pregnant and nonpreg-
nant women PEMCs showed an increase in nonmitochondrial res-
piration during pregnancy compared to nonpregnant women |23
Thass, the first aim of our wark was to determine the mitochandrial
bioenergetics and the ymphocyte and monocyte subsets composi-
tion of PEMCs during obesity.

Furthermore, the mesolution of inflammation during  obesity
could be improved by modulation of how immune cells harmess
metabalic substrates to provide energy, which depends partly on
mitochondrial function |24] Some nutrients are immunomodula-
tory by regulating metabalic pathways and mitochondrial function
i immiene cells 250 Among these mTients are eoosa pen Lae i
(EPA) and docosahexaencic (DHA) acids. which are omega-3 fatty
acids (w-3 FA) that have proven their anti-inflammatory eflect
|26 EPA and DHA also improve mitochondrial function in hepa-
tocytes and muscle of animal models by reducing ROS production
and promating mitachandrial fusion, asoci ated with improving in-
sulin sensitivity in muscle |27, However, little is known about the

effect of EPA and DHA an mitochondrial bioenergetics of PRMCS a8
part of the anti-inflammatory ellect during obesity. Therefore, the
second aim of our study was to evaluate the effect of 1 month w-3
FA supplementation on mitochondrial bioenergetics and the lym-
phocyte and momnocyte subsets compasition of PEMCs of subjects
with obesin

2. Methods
21 Subjects

This study was conducted in the Department of Mutritional
Physiology of the Institwte Nacional de Ciencias Médicas v Nutri-
cibn Salador Zubiran (INCMNSZ) in Mexico City during the years
2019 to 2020 Mexican women between 25 and 45 years old wene
included and allocated into two groups acoonding to their body
mass index (BMIL The obese group (n=19) included participants
whao at least had grade 2 obesity (BMI over 35 kg/m?) as estab-
lished by the Workl Health Organization |28); and the lean group
(n=12) included women with normal BMI (185-24.9 kgfm?) |28]
Exclusion criteria for both gmoups comprised patients diagnosed
with type 1 and type 2 diabetes, high blood pressure. autoimmune
diseases, cancer, kidmey disease, liver Gilure, pregnant or bireast-
feeding women, individuals with infection disease. cardiovascular
histary, andfor who have consumed any nutritional supplement 3
manths belore the study andfor who consume hypolipemic, an-
tihypertensive. hypoglycemic. sterids, chemothe mpewtics. or im-
munasuppressant medication

Subjects were invited to participate through posters and the of-
ficial website of the INCMNSZ The Ethics Committee of the In-
stitute approved this study (REF: 1832 and all participants gave
written inkrmed consent. Clinical trials registration NCTOS2 198940,

2.2, Data collectian

Individuals were asked to provide personal information (date of
birth, age) Medical history and body composition were evaluated.
Laboratory data were collected Trom each patient on day 0 { base-
line) and 1 day after the last dose of w-3 FA (day 3L They in-
cluded blood count and plasma biochemical and cytokine tests.

2.3, Study design

This study was divided inte two phases The first phase was
a case-control study to determine the mitochondrial bisenergetics
amd the lymphocyte and monocyte subsets subpopulation compao-
sition of PEMCs during obesity. The second phase was a before-
after prospective study to evaluate the effect of an omega-3 (w-
3 FA) imtervention in mitachandrial bicenergetics and lymphocyte
and monocyte subsets composition of PEMCS in subjects with obe-
sty

2.4, Inierventian details

Wamen of the obese group that accepted to participate in the
intervention (1=12) received 525 g of w=3 FA (15 £ of EPA and
1.7 g of DHA) per day by consuming seven capsules daily. spread
over two shots (three at breakfast and four at lunch) for 1 month
Each capsule contains 10 kcal derived from 025 g of protein, as
well as from 1000 mg of fish il that provides 500 mg of EPA amd
250 mg of DHA. Additionally. the capsules include ather ingredi-
ents such as gelatin. glwerin purified water, and a proprietary an-
tioxidant blend consisting of rosemary extract. sunflower oil. nat-
wral tocophenls, distilled monoghycerides. Supplements were pro-
vided by the Inflammation Research Foundation. Peabody. MA and
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were deliverad o participants by a mutritionist, who explainsd
haw 1o take the supplement and answened participantd questions
The dose was chosen because it is the minimum dose reported
to ke required to achieve a plasma concentration of ERA and DHA
considered effective to improve trighceride concentration and de-
crease cardiovascular risk by 25% |29.30) All participants were
asked to maintain heir regular diet and level of phsical activity
and 10wl consume any mutritional supplements during the study.
Compliance monitoring was evaluated by counting the remain-
ing capsubes in the provided bottles that were retumed on the
subsequent visit We observed a compliance rate of 92K and no
participants met the exclusion criteria for noncompliance ( <8
compliance ratel In addition participants were given a monthly
adverse elfects record sheet, and a nutnitionist was kept in touch
by phone and messages to monitor tolerance to the supplement
and to resolve participants” treatment concems. During the study.
& patients reported fishy burps, & reported changes in stool consis-
tency withowt being diarhea during the first 4 days of the study,
and 1 reponed nasea To this later patient the dose was decreasad
by hall and gradually increased to meach the desired dose on the
third day.

2.5. Anthrmopomelry assesssment

The anthropometric assessment was performed in the morn-
ing after 12 hours of fasting. It included evaluating body weight.
percentage of fat mass, and lean mass by bioeleciric impede nce
with the body compasition analyzer InBody 770 & The e ight was
measured using a 24 stadimeter (SECA. Hamburg. Germany) The
EMI1 was determined as indicated by the World Health Organiza-
tion | 28] In addition. the fat mass index was calculated as fat mass
(kg)height? (m?) |31].

2.6. Masma collecrion and PEMCs kolatian

Twelve mL of peripheral bload sample was obtained at day 0
(baseline) and 1 day after the last dose of w-3 FA (day 31) and
placed inte anticoagulant separator tubes, followed by fve tube
imersions. Total leukocytes were counted in a Neubauer cham-
ber, erythrocyte sedimentation rate (ESR) was done by a standard
met had, and blood plasma obtained alter centrifugation at 3000
rpmoat 4°C The supematants were acpirated and separated into
300 ul aliquots After collection. the plasma samples were stored at
=70 C. The PEMCs were isolated by density gradient centrifugation
with Lymphoprep™ (Stemcell Technologies, Vancowver, Canada)
|32] amd used for cytometric and mitochondrial bicenergetic anal-
L EES

27, Mama cplokines and merabale markers analysis

Plasma THF-x, IL-1f, IL-6. 1L-8. leptin, and adiponectin wene
determined wsing Magpix Luminex quantitative luminescence.
Merck Millipore (Luminex, Awsting TX), and according to multi-
plexed immunoassays following the manufacturers instructions.
The plasma concentration of glucose, total cholesteral, high-de nsity
cholesteral (HDL-c), low-density cholesteral (LDL-<). amd trighye-
erides were analyzed by a respective colorimetric assay using the
Cobas c111 equipment { Roche, Indianapolis. INL Insulin plasma ley-
els were determined using an ELISA kit (ALPCO, Salem, NHL The
HOMA-IR index was used as an indicator of insulin resistance |33
which was caleulated as follows:

HOMA - IR = | (plasma fasting insulin fmU/L)
X plasma fasting glucose (mg/dLy) /405]

28, Mitochandrial aenergerie amalysis in PEMCs

Mitochondrial respiration and aerobic ghoolysis were assessed
by measuring the axygen consumption rate (OCR) and the extracel-
lular acidification rate (ECARL respectively, using the extracellular
flux analyzer Seahorse XF96 (Agilent. Santa Clara, CA) The PEMCs
were resuspended in Seahorse XF RPMI medium without phenol
red with HEPES at 7.4 pH supplemented with glucase 11 mM. glu-
tamine 2 mM, and pyruvate 1 mM. A density of 3 = 107 cells
per well was plated in a Cell-Tak (Coming. NY) coated plate (3.7
wgficm? L The mitochondrial stress test kit (Seahorse XF cell mito
stress best kit Agilent) was wsed to sequentially inject oligomycin
(15 gM) o inhilit mitochondrial complex W, carbongyl cyanide -p-
trifluarome thaxy pheny hydrazone (FOCF) (15 gM L an wncoupling
agent, and a mix of rotenone and antinyecin A (09 pM) to inhibit
mitochondrial complex 1 and 1. respectively. We cakulated basal
respiration (basal OCR - nonmitochondrial OCR L ATP-production
associated respiration (APA) (basal OCR - oligommycin OCRL max-
imal respiration (FOCP OCR - rotename OCRL spare respiratory ca-
pacity (FOCP OCR - basal OCR), predon leak [oligomycin OCR -
mtenone OCR). and monmitochondrial respiration (rotenone and
antimycin A OCR). In addition. we calculated the Bioenergetic
Health Index (BHI) with the following formula BHI = Log |(APA
¥ spare capacity) (proton leak x nonmitochondrial)] [16.34) BHI
has been proposed as a biomarker of mitochomdrial function un-
der metabalic stres in PEMCS and suggests mitachondrial dyslunc-
tian related 1o chronic diseases associated with obesity. and serves
as an indicator of the response of PEMCs to changing metabolic
programs related to their role in inflammation [16.34]) Regarding
glyoolytic parameters, we caloulated glycolytic reserve (oligomycin
ECAR - basal ECARL compensatory ghycolysis (rotenone and an-
timyein A ECAR - bagal ECARL and basal acidification (basal ECAR |

28, Immunophenotyping of FEMCs subpopalations

To evaluate the inflammatory status we studied the lympho-
cyte and monocyte subset composition in PEMCs by flow o
tometry using the Accurl ™ C6 cytometer (Becton Dickinson
Franklin lakes, M|L PEMCs were incubated with 5 al of Hu-
man TruStain FeX™ (Biolegend Inc) per million cells in 100
ul PBS for 10 minwtes. and then they were labeled with 5
ul of antihuman CD127-ATC-labeled. antihuman CD163-PerCy™
labeled and antihuman CD86-APC-conjugated momocknal anti-
badies (BD Biosciencss, San Jose. CA) R M1 maonocyles; anti-
hismian COBG-FITC-labebked. antihuman CD163-PerCyP-labeled and
antihuman CD14- APC-conjugated monoclonal antibodies (BD Bio-
scienoes) for M2 monocytes; antihuman C04-FITC-labeled. antihu-
man CO11c-PerCyP-labeled and antihuman CD161-APC-conjugated
manaclonal antibodies (BD Biosciences, San jose. CA) for Th17; an-
tilhvuman CO4-FITC- libeled, antilman CD e -PerCyP-laibeled and
anti human CD25-APC-conjugated monoclonal antibodies (BD Bio-
sciences, San Jose. CA) Tor Thl Th2. amd Tegs; antihuman
CO14-ATC-labeled, antibuman CO8-PerCyP-labeled and antibuman
CD28-APC-conjugated monoclonal antibodies (BD Biosciemces, San
Jose, CA) for CDH+ Tregs; antihuman CD24-FITC-labeled, antihue-
man CD3I8-PerCyP-labeled and antihuman CD19-APC-conjugated
monoclonal antibodies (BD Biosciences. San Jose, CA) for Bregs
and antibuman  CD23-FATC-labeled. antihuman CD11e-PerCyP
labeled amd antihuman CD196- APC-conjugated monoclonal an-
tibodies (BD Biosciences San Jose. CA) for plasmacytoid den-
dritic regulatory cells (pDCregs) in separated tubes during 20
min at 37°C in the dark. Cells were permeabilized with 200
ul of cytafixjcytoperm solution (BD Biosciences) at 4°C for
30 minwtes Intracellular staining was perfrmead with an an-
tihuman TMF<e-PE-. IL-10-PE-. IL-17-PE. IL-4-PFE-, IFN-y-PE-
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. Fwp3-PE. and 1DO-PE-labeled mouse monacknal antibodies
(BD Biesciences) for 30 minutes at 4°C in the dark. An elec-
tonic gate was made for CD2THCD163+CDE6+ cells; CDAG-
JEDBI-[CD4- cells; CDd4+CDNc-/CD 161+ cells CD&4CD1c-
JCD25- cells; CD4/CDNc-/CDR25high cells; CDE-+/CD2E-/CD14-
cells; CON94/C0R4+ [CO38+ cells; and COMTc+ fCON23+ [CO19G+
cells (Supplementary Figs. 1. 2. 3. 4, 5 6 7. 8, 9). Resulis are
expressed as the relative percentage of TNFa -, 1L-10-, IL-17-, IL-
4-, IFN-y -, Fop3-, and 1D0-expressing cells in each gate (Sup-
plementary Figs. 1 2.3, 4 5 6. 7 8 90 A& isotype control.
18G1-FITC/gG - PE/CDAS-PeCyS mouse IgG1 kappa (BD Tritest, B0
Binsciences) was used to set the threshaold and gates in the oy
tameter. We ran aib uistalned ( sutollisorescencs contiol) and per-
meabilized PEMCs sample. Autollsoreice noe contiol Was ¢ ompared
to single stained cell positive controls to confirm that the stained
cells were on the scale for each parameter. Besides, BD Calibrate
3 beads were used to adjust instrument settings, set fluonescence
compensation, and check instrument sensitivity (BD calibrates, BD
Bigsciences | Fluorescence mimes one (FMO) controls were stained
in parallel using the panel of antibodies with ihe sequential omis-
sion of one antibody, except for the anti-THMF-a, IL- 10, 1L-17, 1L-4,
IFM-y. Foxp3d, and DO, which was replaced by an isotype con-
trol rather than simply omitted. Finally, T subsets were analyzed
by flow cytometry with an Accuri O6 (BD Biosciences L 500,000 o
1R () events were reconded lor each sample and analyzed with
the Flawle X soltware (Tree Star, Ine.)

2,10, Durtcame s

The primary outcomes were triglyceride concentration and the
mitachondrial bisenergetic parameters in subjects from the con-
trel andl obese group, and belore and after w-3 FA supplementation
in the obese group. Secondary outcomes included the cell compo-
sition of PEMCs. plasma inflammatory and metabolic markers of
subjects from the control group and from the obese group before
and after w-3 FA supplementation. Additional secondary owtcomes
included the association of PEMCs subspopulations with bischemi-
cal, hormanal, mitechondrial bioenergetics, and plasma infllamma-
tory markers, and the association of mitochondrial bioenergetics
parameters with plasma biochemical. hormonal and inflammatory
markers.

211 Statistical analysks

The sample siee, calculated to identily a decrease of 25% in
plasma triglycerides concentration after w-3 FA supplement ation
135 was 10 considering a power of 80% and an alpha ermor of
U5, We added 20 for possible missing patients, a total of 12 par-
ticipants per group were required for this study. Descriptive statis-
tics were performed. The continuous variables were expressed s
meantstandard deviation (SD) The Shapira Wilk statistical test
was used to assess the distribwtion of variables. A Wilcoxon test
was used to assess differences in variables that were not nor-
mally distributed. For normal distributed variables, the differences
between obese and lean groups at Time O were analyzed ws-
ing the Student t-test for independent samples. Student t-test for
paired amples was used for the analisis 1o compare belore (Pre-
EPADHA) and after (Post-EPALDHA) supplementation with w-3
FA. Pearson cormelation was used to determine the association be-
tween OCR and ECAR parameters or subpopulation composition of
FEMCs with plasma inflammatory and metabolic markers. We per-
formed a hierarchical cluster analysis with Pearson's comelation
coefficients, displayed a5 a heat map with the comesponding den-
drogram wing GraphPad Prism (versien 70 for Windows 7 Graph-
Pad Software, La jolla. CAL Data were expressed as the median

range. and mean+standard deviation (SDL The data were analyzed
using Statistical Package for Social Science. version 20 (P55 Inc,
Chicago. IL)

3. Results
3.1. Characteristics af the shudy participants

Demographic, climical, and laboratory variables of the control
and obese groups are described in Table 1 . The anthropome tric
(weight. BMI. fat mass, lean body mass. and fat mass index) and
metabalic (glhicose, insuline HOMA-TR. and triglycerides) parame-
ters were higher in the obese group compared with the kean group
As expected. HDL-¢ was significantly lower in the obese group
than in the lean group. Inflammatory parameters such as lewoo-
cyte number and erythrocyte sadimentation rate ( ESE) were higher
in the obese group than in the Jean group (Table 1)

3.2 PBMG mitochondrial fimnchion is impaired in patients with
abesity

A mitochondrial stress test was performed to determine the mi-
tochondrial bioenergetics status of PEMCs from subjects in the lean
and obese groups (Fig 1A and Table 2), PEMCS from the obese
group had higher basal respiration (P<00008. Fig. 1C) higher nes
pitation associated with ATP prodwction (P<0002. Fig 1EL higher
proton leak (P<0002. Fig. 161 and higher nonmitochondrial respi-
ration (P<00002. Fig. 1H) when compared to PEMCs from the lean
group. Comversely, therne were no significant differences in maximal
respiration amnd spare respiratory capacity between groups (Figs 10
and |E respectivelyl. We then cakoulated BHI that has been pro-
posed as a biomarker of mitochondrial function under metabolic
stress in PEMCs. A low BHI suggests mitochondrial dysfunction
due to a higher proton leak and nonmitochondrial respiration than
basal and ATP-production associated respiration. Notably, the BHI
was dwer in PEMCs from the obese group than in the lean group
(Fig. 1B)L Altogether, these results suggest that PEMCs from sub-
joots with obesity havwe mitochondrial dysfunction.

Maoreover, we observed a significantly higher ECAR after
aligomycin ( P00 ], FOCP (P-<0.01 ). and rotenone (P-0001) addi-
tian 1o the PEMCS from the obese group when compared with the
lean groap (Fig. 2AL The basal ECAR was ligher | P=0U006, Fig. 2B)
in the obese goup than in the kan group. However, there was
a tendency for a higher glycolytic reserve (P<=QD51, Fig. 2C) and
compensatory gheolysis (P<00053, Fig. 2D) in the PEMCs from the
obese group than the lean group. These data suggest that PEMCs
from subjects with obesity have increased extracellular acidifica-
o in basal conditions.

1.1 Orewlating (M4 eflctor T cells, monacytes, and regulatary
suhsets ame increased during obesity

To determine whether obesity impacts the composition of
PFEMCs. we evaluated the proportion of hymphocytes and momo-
cytes subsets from subjects in the obese and Jean groups by flow
aytometry (Talkle 3, The effector CD44 T lymphocyte subsets, in-
cluding Th1 (Fig 3AL Th2 (Fig 3B and THIT (Fig 3C) were highsr
in PEMCs from the obese than the lean group. A similar pat-
tern was observed in peripheral CD4+ Treg (Fig. D)L CDE+ Treg
(Fig. 3EL and Breg (Fig. 3F) cell percentage. We determined that
M1 monocytes (Fig. 3G) and pDCreg (Fig. 31) were significantly in-
creased in PEMCs from the obese group ve the lean group. How-
ever, there was no diflerence in M2 monocytes between groups
(Fig. IH). Ahogether, these results indicate that the composition
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Table 1

Demographic. clinical and inflammatory characteristics of the trial population before and after EPA+DHA inte rvention

e line w=3 FA rreatment
Lean group Obese group Povalee” Obese group Obeese growp Pvalue!
(n=132) (n=19) pre-EPAL DA poat-EPA L DHA
n=12) (n=12)
Demographics
Age (years | meantSD 318461 342454 0.26 130449 33,0449 0.99
Median 00 5 130 110
Range 24-43 26-45 26.0-41.0 26.0-410
At pometric and body composition parameters
Weight (kgl. mean +50 578441 10604 15.4 0.0001 10604182 10644178 0.9
Median 58.4 105.0 104.3 105.7
Range 50.3-64.3 801-136.9 B01-1369 B0.0-1369
Fat mass (kgl mean +50 154431 5244126 o.m1 5644131 5614 126 012
Median 154 498 546 542
Range 8.3-206 364-756 16.4-756 164-7556
Fat mass (%1 mean £5D 266444 492165 0.1 5174398 519436 054!
Median 275 50.4 531 539
Range 150-30.0 36.5-58.1 455581 45.0-558
Lean mass (kg), mean 50 423430 53.548.1 0. 50.345.3 50.5+5.5 034
Median 4313 5006 487 493
Range 16.0-47.1 43.7-705 43.7-613 43.7-613
Lean mass (%), mean +50 Tia444 S0.846.5 ol AT B+45 AR0+48 41l
Median 715 496 65 460
Range G8.0-85.0 41.9-635 419-55.7 419-579
Height (m) meanSD 1504004 158+ 0,07 0.40 1570006 157+ 005 0.99
Median 16 157 157 1.57
Range 15-17 147-1.75 147-1.70 1.47-1.70
EMI (kgfm?L meanSD 224413 4334587 0.001! 431463 434461 0491
Median 127 4.0 427 441
Range 201242 350-52 8 I50-528 35.0-528
FMI (kg/m?L meant 5D 60411 210449 0,001 229446 227445 0.95
Median &1 210 231 234
Range 15-77 13.3-29.2 15.8-293 15.8-293
Lalsoratory variables
Leukocyte count (x10°3/ul)L
mean- 50 S58341548 040041970 00020 HI2642011 W26+ 1320 057
Median 5460 9500 9362 8475
Range 3950-9225  5433-12600 543312130 TE00=11400
Erythrocyte sedime ntation rate
[ mmh), mean+50 943 2841 00031 W10 I0+11 (T
Median 9 30 13 9
Range =13 6=d7 16=47 10-50
Taotal cholesteral (mgidl |, mean+50
Median 158.3:£25.4 17054284 0.38 189.3:£33.1 18174341 080
Range 156.7 156.9 1904 1817
120-199 1416-2287 148.0-228.8 157 6-205.8
LDL-¢ (mgldl]). meantSD 9751135 10624245 028 11264254 1105+ 26.3 073
Median a4 100G 13 988
kange #0.0-1273 B06-1635 70-1635 #32-1602
Trigheerides (mgdl). meantsD 95.6+294 1TI4+022 0003 20904847 15564506 005
950 155.9 1829 1459
461-152.4 79.2-454.1 10703457 86.7-244.4
HDL-¢ (mgjdll meantSH 114115 291479 0.00012 0.5+102 3265+72 032
tedian 513 293 320 324
Range 33.3-68.4 175-40.9 175-40.8 244-412

(comtinued an nexl page)
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Table 1 {mntimned)

Baseline w=13 FA treatment
Lean group Obese group  P-value’ Obese group Obese group Pvalue!
(n=12) (n=19) - EPA DHA posl-ERA+ DHA
(n=12) {m=12)
Fasting glucose (mg/dLL mean+5D
Median TRTLBE 3994 10.4 07! B76+94 8904111 026 1
Range 755 6.0 858 B0
G6.6-96.3 T6.6-112.1 T66-112.1 T8.6-116.8
Ingulin (mUJLL meant 5D 16125 5134377 000032 G64+353 41 84281 um
Median EL) 486 685 286
Range o148 17-1212 32-1212 G0-82.4
HOM AT, Mean+50
Median 07405 1244843 [TEiTH| 129485 H046.7 [iLIE]
Range o7 131 141 55
n1-146 0.7-261 001-259 o -187
Serum cytokine and adipoline lewels
IL=14% ( pagiml.) 1m+09 05103 008 0.5+03 024102 L)
mean-+50 06 05 06 02
Madian 001 -28 003-1.1 0.03-09 003-0.6
Kange
1L-6 (pg/mL) 12+0.7 26118 005! 2942 18407 [Tirl
mean-+ 50 12 21 23 17
Median 03-23 0.5-6.9 0.7-69 1.0-3.0
Range
IL-8 (pgfmL] 28416 41449 032 49458 44451 00
meant50 29 22 2.1 213
Median G610 04205 1.0-205 o137
Range
TMF-r (pgfml) 13408 15409 0534 15411 L1406 0igt
mean+5D 14 13 13 1.0
Median 03-26 0646 0646 02-25
Range
Leptin (ng/ml.) 49445 ENEEE L] 0u00m 133+186 3264170 04
mean: 50 4.1 258 293 59
Median n1-12.7 T6-69.7 T6-69.7 13.0-66.9
Range
* t Test for inde pendent samples
Tt Pared T test,
T Wilkcoxon test.

of PEMCs during obesity is characterized by an increased propor-
tion not only of pro-inflammatery (Th1, Th2 and Th17 CD44 T kym-
phocytes and M1 monocytes) but alo regulatory cells (CD44 Treg
CD8+Treg, Breg and pDCreg).

34 Amoclatan of PRMCE subpapilatians with lochemical
harmaonal, mitochondrial bioenergetics, and plasma inflammatory
markers

‘We performed a hierarchical cluster analysis with Pearson’s cor-
relation coefficient to evaluate the association between lympho-
cyte and monocyte subseis of PEMCs with biochemical, hormonal
PEMCs mitachondrial bioenemetics and inflammatory markers in
the plasma of subjects in the obese and kean groups (Fig 41 The
clusters werne visualized using a heat map and the comesponding
dendrogram. M2 monocytes were classified apart from the rest of
the lymphocyte and monocyte subsets They had a significant pos-
itive comelation with preton leak. respiration asociated with ATP
production. nonmitechomsdrial respitation. and a significant nega-
tive correlation with plasma cholesterol and HDL-c (Fig 4A)L The

rest of the analyzed subsets had a significant positive comelation
with BMI, fat and lean mass and a negative comelation with HDL-
¢ (Fig 4AL

Moreover, the Thl and Th2 lymphocytes were grouped and
were characterized by a significant positive cormrelation with in-
sulin, 1L-6, and HOMA IR The pDCreg had a similar pattern to
M2 monocytes regarding mitochondrial bicemergetics markers. as
shown by the significant positive comelation with proton leak.
respiration asociated with ATP production, and monmitachondrial
respiration (Fig. 4A)L Furthermore, we evaluated the comelation be-
tween the mitochondrial bioenergetics markers with the bioche mi-
cal hormonal. and inflammatory parameters. Interestingly, BHI was
classified apart from the rest of the mitochondrial markers and
charmcterized by a positive correlation with HDL-¢ and a signifi-
canl negative correlation with plasma glucose and leptin (Fig 481
Conversely. nonmitochondrial respiration and respiration associ-
ated with ATP production positively cormelated with HDL-c. Finally,
the ghyoolytic reserve had a positive comelation with HOMA-IR and
a negative correlation with IL-15. and the spare respiratory capac-
ity of PEMCs had a positive correlation with lean mass (Fig 4B)
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Table 2
Mitachomdrial parameers belone and alter EPA- DA imlerve mtion
Baseline wed FA treatment
Lean group Obese group Povalue® Obese growp Obese group Pevatue!
(n=132) (n=13) pre-EPADHA  post-EPA L DHA
(ne12] { M= 12]

Basal resplration (ool mdn), 11354370 19624952 .00 203541148 15334658 0
meant 5D 1060 1767 1602 1437
Median 574-1739 100 -4 2 0.1 -4 2 BOU0-2T82
Range
ATP production assoclated T2R422 6 10824489 000 12224562 1014335 030!
respiration {pmolfmin ), mean+50 T448 934 103.5 1126
Median 35.5=102.6 35.1=256.5 671=256.5 G0.0=1814
Range
Spare respiratory capacity 1636832 1723687 0.75% 15484576 223.3£TH9 om?
{ pmalfmin), mean+50 1492 1781 174.4 2574
Meadian 66.7-292.6 a8.6-305.1 S8.6-238.1 B6.7-302.32
Range
Pt beak (ool fmin L, mean+50 11.5+8.5 4.9+42 6 L 35544732 229+3212 069l
Median 103 250 162 188
Range 16-332 G- 146.0 G0~ 146.0 5.2-862
Nonmitechondrial respiration 02467 EEEER ] 0im 4324192 3594120 o2
{pmolfmin], mean+50 292 433 378 6.1
Median 214-393 178886 178-8856 129-538
Range
BHI, meant5D 1.7+0.4 132+0.5 002 13105 1.640.3 LS
Median 18 14 14 1.7
Range 05-2.0 0l-1% 04-19 05-2.0
Basal acidification (mpH/minj, 291+ 146 43.6+12.7 DUl 4534136 32717 007
mean+50 304 423 44.5 295
Median 11.1-572 15.9-64.5 15.9-68.5 16.1-1.3
Range
Glyeotic reserve | imjH jmin L 234168 1164129 00351 3134158 261 8.9 023
meant+SD 225 0.3 32 254
Median 123-333 10.7=-571 10.7=571 13.8-396
Range
Compensatory glycolysis (mpHmin)l, 4804133 G538 0871 S8.743319 ATEA D 020
mean+50 5001 550 5.7 422
Median 233-M2 19.0-141.6 19.0-1416 29.4-89.3
Range

* t Test for inde pendent samples

V& Pared T test.

Twilkcoson test

3.5 Supplementation with w-3 FA: ERA and DHA improve
mifachandrial dysfunctian in PEMCs of suhjects with abesity

Te evaluate whether EPA and DHA supplementation improve
mitochamdrial bieenergetics of PEMCs in subjects with obesity
12 participants with obesity received 3.5 g of EPA and 17 g of
DHA daily for 1 month The eflect of w-3 FA supplementation
aon biochemical, harmonal, and inflammatory markers is shown in
Table 1. Notably, there was a significant decrease in triglyoe rides.
insuling 1L-1 4, and 1L-6 after treatment.

One-manth supplementation with EPA and DHA improved mi-
tochondrial bicenergetics in PEMCs We observed that the three
first measurements of OCR (P<0U009) and the OCR after rotenone
injection { P=0003) sign ific antly decreased (Fiz. 54 and Table 2] No-

tably. the nonmitechondrial mespiration (Fig. 5H) decreased. and
the spare respiratory capacity significantly increased (Fig 5F) after
EPA and DHA supplementation. Mo significant effect was observed
on proton leak (Fig 5G) or basal respiration (Fig. 5C) However,
Uhere was a tendency (P=0006) for maximal respiration to increase
after EPA and DHA supplementation (Fig 500 BHI significantly in-
cmeased (P<0UD04) in FEMCs after EPA and DHA supplementation
( Fig. 5B) Altogether, this data shows that the EPA and DHA supple-
mentation improves mitochondrial dysfunction in PEMCs of sub-
Jects with obesing

Moreover. we observed a statistical decrease in basl ECAR
(P<0UN) and after oligomycin (F<0001) and mtenone (F<0003) in-
jections, and there wene no differences upon the injection of FCCP
after w-3 FA intervention (Fig. 6A) Basal ECAR significantly de-
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creased after 1 month of EPA and DHA supplementation (Fig GBL
However, there was no significant change in glycolytic reserve
and compensatory ghycolysis after EPA and DHA supplementation
(Figa 6C and &0, espectively)l Allagether, this data shaws that EPA
and DHA suppleme mtation improves the basal extracellular acidifi-
cation state in FEMCs of participants with obesity.

3.6 Supple mentation with BPA and DHA modulates peripheral CDd 4
and COE+ T lymygrhocytes and monacptes fram suljects with abesity

ERA and DHA supplementation for 1 month decreased the pro-
portion of circulating Thi (Fiz. 7AL Th2 { Fig. 781 and ThiT (Fig 7€)
in PEMCs from subjects with obesity (Table 31 Circulating CD8+
Treg (Fig. TE) and Breg (Fiz 7F) were also significamly decreased
alter 1 manth of EPA and DHA supplementation However, CDd4
Treg had no changes after sup plementation (Fig 7DL M1 mono-
cytes (Fig. 7GL M2 (Fig THL and pDCreg (Fig. 71) decreased after 1
manth of w-3 FA treatment in PEMCs from subjects with obesin
Altogether, this data shows that the EPY and DHA supplementa-
tion improves the lymphocyte and monocyte subsel compodition
of PBMCS during abesity.

4. Discussion

In the present study, we found mitochondrial dysfunction in
PEMCs from subjects with obesity, toge ther with an increased pro-
portion of Thi, Th2, Th17. COd4 Treg. COS4 Treg and Breg e
phocytes, and M1 and pDCreg monocytes in FEMCs contribat ing
to the low-grade systemic inflammation that oocurs during obesity
|36]. Motably, the supplementation with EP% and DHA for 1 month
improved mitochond rial bicenergetics markers and modulated the
proportion of peripheral pro-infammatory asd anti-inflammatory
lymphacyie and monacyie subseis in PEMCs of participants with
obesin

FEMCs are cells that can provide a more extensive owerview
of the metabolic status of immune cells than other biomarkers in
plasma PEMCs are less invasive to acquire and are sensitive to
the metabalic, inflammatory, or therapeutic environment to which
they are exposed |22.3738) For example. Parisi et al. demon-
strated that PEMCs from haalthy subjects expmed to plasma from
subjects with obesity had a higher rate of apoptosis. mitochondrial
dysfunction. and higher secretion of inflammatory oytokines |37]
In another stwdy, Zhou et al. proved that heart filure was associ-
ated with a reduced respiratory capacity of FEMCs in hospitalized
patients with this condition. Moreover, a NAD4+ boosi improved
PEMCs respiration in these patients |38) Specifically, our wark
provides further evidence of mitochondria dysfunction of FEMCs
during obesity. which was characterized by higher higher proton
leak, higher nonmitochondrial respiration. and lower BHL Our re-
sults are different from those observed in PEMCs from diabetic pa-
tients which have decreased maximal respiration when nonstim-
ulated, and increased extracellular acidification when stimulated
with aCD3[aCD28 |39, This suggests that the alterations of FEMCs
mitochond rial functions depend on the patient’s pathophysiologi-
cal process.

Since  adequate mitochondrial function drives different
metabalic proceses that determine phenotype. Tunction. and
praliferation of immune cells |1,2427) mitachandrial dyslunction
could be due to the low-grade choonic inflammation  present
during obesity. The higher mitochondrial basal respiration and
ATP-linked respiration in the PEMCs during obesity suggest a
higher propartion of activated ymphocytes and monocytes [40,41]
and increased demand of energy by immune cells |16 which
is essential ko the T cell dilferentiation process o the Th17
phenotype and function. Th17 cells rapidly increase mitochondrial
respiration during development; PHOS promotes the activation
of the basic lewcine zipper transcription factor TF-like (BATF) and.
together with STATI activation via IL-6 signaling. is necessary to
induce the Thi? phenotype |42 Meamwhile, higher proton leak
and nonmitochamdrial respiration in FEMCS during obesity suggest
mitachond rial membrane damage and an increassd activity of
enzymes like cyclooxygenase-2 (C0X-2) and nicotinamide-aden ine
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Table 3

Absalute mumbers of circulating monocyte and lymphocyte subsets belore and after EPA4DHA intervention

Baseline w-3 FA treatment
Lean group Obese group  Povalwe® Oibe s group Obese group Pvalue!
(n=12) (n=149) re- EPADFHA past-EPA+ DH A
(=12 {m=12]

CO4+HCIIGT+IL-17A+ cells (mm?),
mean 50 29427 1641001 .06 164110 51443 003!
Median 1% 146 154 13
Range 14-82 14-311 14-311 11-133
CD 44/ CDR25</11-4+ oells [mm’ ), 27422 163+153 0.02+ 186+ 174 45441 0.0061
meant50 20 126 144 14
Median 12-70 15-664 15-664 9150
Range
CO4+/CO25-/INF-p+ cells {mm? ), 20410 1474 107 3! 1656122 62454 !
e anc+ S0 20 122 124 50
Median =38 =416 Sh=-416 9=205
Range
CO- CO25hi[FOXP3+ cells (mm? 125466 2114104 006! 2194123 171481 075t
mean+ S50 105 200 200 1%
Median T8-257 5404 -4l =301
Range
CO8+/CO2R-FOXP 3+ cells [mm?) 114435 25498 un2 240406 14081 003
m ani+ 50 98 252 259 1200
Median G- 165 T=-39% T1-389 46-285
Range
OO0 W+ JCD24+ JCD 38+ [ IL- M+ cells 1864119 2864107 [{R1 2044147 1984131 ot
{mm?), meantSD 169 261 261 143
Median 38-402 B0-593 B-592 45-453
Range
OO 163/ COBG4 [TNF-ar 4 cells (mmd ), 33418 128481 007! 127491 442 0005t
me an50 33 02 BT 6
Median 14=53 23-320 22=330 12-139
Range
O 144 [CO 634 CO8G-1L- W4 cells 29:£11 H3482 034! H6+ 95 3130 .08
(mm3), meand50 0 53 49 50
Median 12-40 14-306 14-306 13-116
Range
CO e OO 234 00 96-H 100+ cells 33490 145+ 101 i 152117 BiD+43 UG
(mm3), meant5D 4.0 140 133 a8
Median 23-47 16-412 16412 12-140
Range

* 1 Test for independent samples.

Tt Pared T test

F\Wikoowon test.

dinuckeatide phosphate (MADPH) oxidase Indeed. COX-2 and
NADPH oxidase increase in phagocytic cells in subjects with
obesity or metabolic alterations such as hypedipidemia [43.44)
The maximal respiration or espiratory reserve capacity was not
madified during obesity, suggesting that the cell’s ability to meet
the increased energy demand in response to cellular stress is ot
alfected during obesity, Mitochondrial dysfunction could akio re-
Sult from low-grade chromic inflammation of induced by mitochan-
drial alerations produced in different organs during obesity. For
example. PEMCs treated with mitoDAMPS isolated from the huo-
man heart had increased 116 secretion and impaired mitochon-
drial respiration by reducing complex | activity |37 In addition

machap heges lrom adipose tsve, wihich had the same mitochon-
drial alterations that we observed in PEMCL have higher glyoolyss
and an increased secretion of 1L-18 contributing to the low-grade
inflammation |45

The BHI has been proposed as a dynamic marker for assessing
the cellular bioenergetics health [ 161 In this study, we wtilized the
BHI to evaluate the mitochandrial hunction status of FEMTS in in-
dividuals with obesite We found that subjects with obesity had
a lower BHI compared to lean subjects, indicating impaired mito-
chomdrial function. However, following supplementation with EPA
and DHA. the BHI significantly improved. This highlights the di-
agnastic and progrostic valwe of BHI. Furthermaore, our hierarchal
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cluster analysis showed a significant association of BHI with HDL<
levels HDL-¢ is highly modulated by exercise |46] suggesting that
exercise may modulate the mitochondrial bicenergetics of FEMCs
and decrease inflammatory markers during obesity. Howewer, in-
Rammation could also modulate HDL-C and viceversa In fact we
observed a negative correlation between HDL-c and all evalwated
cells subsers In this regard, a study has shown that HDL-c is in-
versely comelated to inllammation and promaotes polarization of
M1 macrophages to the M2 phenotype. which induces an anti-
inflammatory effect in atherosclerosis |47 Another study showed
that 1 year of exercise training in subjects with obesity improved
HDL-c and reduced inflammation markers swch as TNF- and CRF
|48]. However, further research is needed 1o confirm il exerncise can
restone PEMC: mitochondrial function in patients with obesity
The higher proportion of peripheral C4+ T lymphocytes suhb-
populations, inchiding Thi. Th2. and Thi? cells. and higher moma-
cybes with M1 and pDCreg markers observed in subjects with obe-
sity describe a systemic low-grade inflammation. Our results agree
with previcws reports that described an increase in peripheral Treg
and Th lymphacytes in subjects with morbid obesity and T-cell
subsets in adipose tisswe from subjects with obesity | 1012 In-

terestingly, €044 Treg. CDE4 Treg. and Beg cells were abo in-
creased in the obese group. Van del Weerd et al. have shown that
CD4+Tregs are higher in the peripheral blood of morbidly obese
individwals | 10 The increase in C08+ Treg and Breg cells with an
anti-inflammatory phenotype, suggests that a compensatory mech-
anism coukd be in place to mitigate inflammation that probably
it ot enough to control the inflammatory status during obesity
Bregs are mol typical cells; their regulatory functions produce anti-
inflammatary cytokines like IL-10 and TGF-#, inducing apoptosis
af T cells by granzyme-B and producing inhibitory immunoglobu-
lim (1ghG4d |49). Our results differ from a previows report by Gancia-
Herndndezr M et al. which showed that the Bregs decreased dur-
ing overwe ight and obesity compared 1o lean voluntes s, However,
Garcia-Hemdnder M et al. incleded subjects with BMI above 28
kgjm? |49]. We recruited subjects with a BM1 between 35 and 40
kg/m?, suggesting that the gade of obesity could determine the
amount of cinculating Bregs. However, further research is needed
to evaluate whether Tregs and Bregs® role in modulating inflam-
mation i efMicient during obesity.

EPA amd DHA are immunemaodulatory nutrients that improve
low-grade inflammation and metabolic markers |26.30) The con-
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sumption of tetal w-3 FA among Mexican adults i 0.3 gjd. a5 re-
pored by a population survey |50 This amount is considerably
below the recommended intake set by the World Health Organi-
zation of 1-2% of energyiday in the form of w-3 FA, which come-
spond to 2-4 g/d based on an assumed d aily energy intake of 2000
calories |51 However, further research i needed 1o determing the
spacific intake of EPA and DHA in our population, wiich according
to the International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids

shoiikd be of at least 500 mgjd of EPACDHA |52) In Rol. we Con-
ducted a study that further supporis a low w3 B intake, as we
observed very low levels of w-3 FAin both healthy wolunteers and
individuals with obesity |53). Here, in addition to the decrease in
serum triglhycerides, we showed that EPY and DHA enhanced mi-
tochomdrial bicenergetics of PEMCs in the obese group by modu-
lating the reserve respiratory capacity, nonmitochondrial respira-
o, and BHI Wi warth noting that ina study cond ucted on sub-
jects with similar characteristics to ours, supplementing with 4 g
of DHA and 1 g of EPA did not show any significant effects on the
parameters measured in monocytes |54), suggesting that the ratio
of EPA and DHA may play a crucial role in inducing the observed
elfects since we usad a igher amaunt of EPA than DHATHe ellect
of w-3 FA on mitochondrial function has been studied in muscle,
adipose tissue, and the liver. Those reports show that ERA and DHA
may induce mitochomndrial biogenesis and prevent or reverse im-
pairments in mitochondrial function |55.56) For instance, EPA and
DHA decreased mitochondria fragmentation and increased mito-
fusin 2 expression in an it vitm model of hepatic steatosis |57
However, little is known about the effect of w-3 FA supple men-
tation on PBMCs in individuals with obesity. Some mechanisms
have boen suggested to explain how EPA and DHA improve mi-
tochomdrial function. For example, Hecker et al showed that w-3
Fa-derived lipid mediators like 18R-hydroxyeicosapentaenaic acid
[18R-HEPE] and Resolvin E1 (RVE1) improved mitochond ral dys-
function by modulating the mitechondrial fission in PEMCS fram
healthy individuals treated with TNF-ce |56 In particular, 18R-
HEPE and RvE1 inhibited the expression of Dynamin-related pro-
teim 1 (DREPLL which induces mitochondrial fission, and this inhi-
bition was associated with a decrease in the produwction of inflam-
matary cytokines [55). Another mechanism suggested for reducing
mitochandrial respiration after w3 FA intervention is probably an
improvement of mitochondrial eficiency due 1o the higher comtent
of electron transfer complexes | 53]

In addition to the effect that EPA and DHA may have on
mitochandrial function, they can also modulate the inflamma-
tory processes. Williams-Bey showed that w-3 B\ suppresses the
macraphage inflammasome’s activation by inhibiting NF-KB acti-
vation and enhancing awtophagy |60 Furthermore, we observed
a reduction in COd4 T lymphocytes and monocytes subsets after
DHA and EPA supplementation. This is consistent with the work of
Fam et al, which showed that w-3 B could modul ate clonal expan-
sion of human C0d+ T rmphocytes by incorporating w-3 FA into
membrane cells phaspholipids, which increases membrane Nuidity
alfecting the recruitment of proteins imvalved in the activatien of
the lymphocytes and expantion |6 |

Amaong the limitations of this study we have the sample size.
that we did not supplemented with w-3 FA normal weight indi-
viduals, the ladk of a placebo group and the lack of the plasma or
PEMCs bty acid profile. While we have a small mumiber of partici-
pants (n=12=19]) that may limit our conchbions, our resulls pro-
vide promising evidence abowt the wtility of PEMCs to evaluate
the mitochondrial status of immune cells during obesity. as well
a5 to evaluate the efficacy of lifestyle interventions, including di-
etary or pharmacological treatments to restore mitochomndrial fumc-
tion We decided not to include & placebo group because of the
immunomodulatory potential of other Dy acids frequently used
in placebo capsules. For example. a high proportion of omega-6
fatty acids odl has a pro-inflammatory effect, so it is question-
able to use them as a placebo [62.63) Obtaining the plasma or
FEMCs farty acid profile would have provided ws with informa-
tion on the baseline status of the participants w-3 FA to de-
termine the effectivensss of the doe administersd, as well & a
quality control measure for the intervention However, in a pre-
vious study. we evaluated the monthly effect of a high dose of

106



Al Barjo-Magm, |\ Feresrwo- Canraieda, M. Geewra-Crae of al, | fjosrmad uf.\'wmmm:umr_.- 13 (FOXTy WSS B

Thi Th THIT
i s — i85
: i 3 g ;
. 5 =
.5 " S _=" i
i z ]
] o H
;h & E % E 54
] z z
. |
2 2 H :
PreEFA- DI, Past EFA -+ DI Fre EFA (LY Pt EPA+ D810 Fre EPA+ DA Fess EPA + 6

O+ Treg T+ Treg Ereg
i 718 peilig i 1 e A
% E &
£ 3 =
: 1 T in e
& B o £
E E i
= LT e = W #id
= Er ! * H Ersssssmm=- -
= o o
: ;

Pre I\.TJI =& Feua ICI‘.:.tl'HIi Fre ICF.II. & A MKI‘.:. & IMlA ) MI:P.; ‘DA M[ll L olA
M1 momacyies ME monacyies

"-i E uw peri? ih_
k e x
i : i
E e m c"‘---..__________---~u g i
i g
: 3 z
é E L} S = ! i
: § E
E B :
- Fre EFA « BHA  Feu BFA + DHA FreEFA +« NHL Pt EFA + DHA - Per EFA + B A Posr EFA + [HEA

Figune 7 EP% and DHA soappbementation for | moath Secmaned b phocyies and monccyte slses in PEMCs Bom individu b with obsity BPA and TRA. sappde i ot Bon
B | moeeh decreasad pariphesl () ThY Fenphocyses, (8] THE ke phecyies, and (L) Thi7 kemphecyes in the obose goap, () BPA and [H A sepplomentson G | mond
o o et CIo- Treg o0 e ol growp, EPA and DHA supplemenuison B | monsh deonased peripheral (E) ODS+ Treg. (F) Breg Benphocymes, (G} M1 menocymes, (H)
M momocyies, and ([} plCegs m the obese group, Mt ae mean=£80 and wem analysed with pored Sodent 88, Pa 00 s commadered staindically sgficant The

dofted bne comesponds (o the mean wibee of the lean goup.

w-3 FA for 3 months on anthropometric, metabolic and inflamma-
tory markers |53 We observed improvements in these parameters
starting fram the first month, including a decrease in the arachi-
donic (AA) EPA and the omega-fjomega-3 ratio. Furthermaore,
these changes were maintained thioughout the supplementation
period, indicating that | month supplementation was enough o
evaluate the effect of our intervention. Finally, another limitation
of our study was the cell heterogeneity present in FEMCs, making
it difficult to establish the metabolic phenotype of sach cell dur-
ing ohesity. However, our data provide insight into the cell sub-
sets modified during obesity, thus, influencing the inflammatory
state, Strikinghe we Rund cells with anti-inflammatary phenoe-
types among the increased cell subsets. Further research is needed
to establish whether the activity of these oells is affected dur-
ing obesity and. therefore, unable to counteract the inflammatory
process.

5. Conclusion

Mitochandrial dysfunction and low-grade infllammation  are
present in PEMOs during obesity. 1 month supplement ation with

EPf and DHA improved mitochondrial dysfunction and modulated
the proportion of inflammatory and anti-inflammatory hymp hocyte
and monacyte subsets in FEMCs from subjects with obesity.
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