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RESUMEN

EFECTO DE LA COMPLEME,NTACI()N DE ACIDO§ GRASOS OMEGA 3
SOBRE LA CONCENTRACION DE TRIACILGLICERIDOS SERICOS EN
PERROS SANOS DE RAZA PEQUENA
En las ultimas décadas se ha popularizado la complementacién con acidos grasos omega
3 en dietas para animales, en estudios cientificos actuales se ha demostrado que tienen
efectos benéficos sobre la salud. Este estudio tuvo como objetivo determinar las
concentraciones de triacilglicéridos y colesterol sérico para lo cual se tomaron muestras
sanguineas en los dias 0, 15, 30, 45 y 60 de complementacion dietaria (60 dias) con una
fuente de acidos grasos omega 3 a fin de observar si se modificaron estas
concentraciones séricas en 9 perros sanos de raza pequefia, de los cuales 5 fueron
hembras y 4 machos cuyo peso promedio fue de 6.7 = 1.94 kilogramos y una edad
promedio de 4.5 £ 1.64 anos. Se les administré una dieta superpremium durante el periodo
experimental con un periodo previo de adaptacién de 15 dias. Con el fin de evaluar el
estado de salud de los perros se determind una bioquimica sanguinea en el dia 0 del
periodo experimental y el dia 60 del periodo experimental. La medicion de triacilglicéridos y
colesterol séricos se realizd con un analizador automatizado por el método de bioquimica
seca. Los resultados obtenidos se sometieron a analisis multivariado con mediciones
repetidas para observar si se modificaron las concentraciones de estos analitos a través
del tiempo con respecto al sexo de los animales, lo cual no tuvo diferencia
estadisticamente significativa (P <0.05). Se determind la concentracion sérica de acidos
grasos omega 3 (acido eicosapentaenoico (20:5) (EPA) y acido docosahexaenoico (22:6)
(DHA)) por el método de cromatografia de gases los cuales no se encontraron en los
cromatogramas de las muestras. Se puede inferir que la complementacién, a la dosis
usada, no modifica sustancialmente la concentracion de triacilglicéridos y colesterol
séricos, ni son detectables EPA ni DHA en el suero de perros sanos de raza pequefia de
este estudio ya que estos son metabolizados o utilizados en las diferentes vias

metabdlicas.

Palabras clave: Perros, triacilglicéridos, colesterol, EPA, DHA,

complementacion dietaria

10



11



ABSTRACT

EFFECT OF SUPPLEMENTATION WITH OMEGA 3 FATTY ACIDS IN SERUM
TRIACYLGLYCEROLS IN HEALTHY SMALL BREED DOGS

The supplementation with omega 3 fatty acids in the animal diets has become
popular. In recent scientific investigations, has been demonstrated it has beneficial
effects in health, in the last decades. The purpose of the present investigation was
determinate triacylglycerides and cholesterol serum levels. Blood samples was
taken on days 0, 15, 30, 45 and 60 of dietary supplementation with a source of
omega 3 fatty acids in order to observe whether them were modified in 9 small
breed healthy dogs (5 female and 4 male), the average weight was 6.7 + 1.94
kilograms with a average age 4.5 = 1.64 years old. Were administered a
superpremium dog food during experimental period with a prior lapse adjustment of
15 days. In order to evaluate the dog's health status, was made serum
biochemistry in 0 and 60 day of experimental period. The serum triacylglycerides
and cholesterol measures were made with an automated analyzer by dry
biochemical method. The obtained results were subjected to a repeated measures
multivariate analysis to observe whether were modified these analytics through the
time respect to the animal’s gender, no there was statistical differences (P< 0.05).
The omega 3 fatty acids serum levels were determinated (eicosapentaenoic acid
EPA (20:5) and docosahexaenoic acid DHA (22:6) by gas-liquid chromatography
which no were found in sample's chromatograms. It can be concluded, that
complementation at used dose, do not change the serum triacylglycerides and
cholesterol levels significatively, neither these are detectable, EPA and DHA, on
healthy dogs serum of small breed of this study, since these are metabolized or

used on the different metabolic pathways.

Keywords: Healthy dogs, Serical triacylglycerides, seric cholesterol,
eicosapentaenoic acid, docosahexaenoic acid, dietary supplementation.
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EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DE ACIDOS GRASOS OMEGA 3
SOBRE LA CONCENTRACION DE TRIACILGLICERIDOS SERICOS EN

PERROS SANOS DE RAZA PEQUENA

1. Introduccion

Los lipidos abarcan un amplio espectro de compuestos que cubren los
requerimientos nutricionales y funcionales de los seres vivos. En general tienen la
propiedad de ser insolubles (hidrofébicos) en solventes polares como el agua.
Algunos lipidos se encuentran en estado sélido a temperatura ambiente los cuales
se denominan grasas, por otra parte los que se encuentran en estado liquido son
llamados aceites. Cuando se realiza un analisis de nutrientes de alimentos, a la
extraccién con éter, se obtienen lipidos que representan la grasa cruda de dicho

alimento" 279,

Los lipidos participan en el metabolismo energético y en varios procesos en los
cuales realizan funciones como componentes de la membrana celular, hormonas y
vitaminas liposolubles, aislantes térmicos y reguladores bioldégicos como

prostaglandinas etcétera™ > 7.

La ingesta de lipidos beneficia al animal porque suministra energia, acidos grasos

esenciales y un medio que favorece la absorcion de vitaminas liposolubles™? ™.

1.1. Transporte de los lipidos de la dieta en el organismo

Las grasas absorbidas a partir de la alimentacion y los lipidos sintetizados por el

higado y el tejido adiposo deben ser transportados a los diversos tejidos y érganos

14



para su utilizacion y almacenamiento. Dado que los lipidos son insolubles en el
agua, es un problema el transporte en un medio acuoso como el plasma
sanguineo. La solucion consiste en asociar lipidos no polares (triacilglicerol y
ésteres de colesterilo) con lipidos anfipaticos (fosfolipidos y colesterol) y proteinas,
para formar lipoproteinas miscibles en agua, las cuales tienen diferente
composicidén fisico-quimica y proporciones lipido-proteina, esta asociacion se

muestra en el cuadro 1 a continuacién®? 7°,

Cuadro 1. Las diferentes lipoproteinas, caracteristicas fisico-quimicas y sus proporciones
lipido-proteina dentro del organismo animal

Lipoproteina Fuente Diametro | Densidad Composicion Principales Apolipoproteinas
(nm) % % Componentes
| Proteina Lipido
Quilomicrones | Intestino 90-100 <0.95 1a2 98 a 99 | Triacilglicéridos | A-l, A-Il, A-IV",
B-48, C-I, C-lI,
C-lll, E
Quilomicrones | Quilomicrone | 45-150 < 1.006 6a8 92 a 94 | Triacilglicéridos | B-48, E
remanentes | s , Fosfolipidos,
Colesterol
VLDL Higado 30-90 0.95a 7a10 90 a 97 | Triacilglicéridos | B-100, C-I, C-I,
1.006 C-lll
IDL VLDL 25-35 1.006- 11 89 Triacilglicéridos | B-100, E
1.019 , Colesterol
LDL VLDL 20-25 1.019- 21 79 Colesterol
1.063
HDL, Higado, 20-25 1.019- 32 68 Fosfolipidos, | A-l, A-ll, A-1V,
Intestino, 1.063 Colesterol C-l, C-lI, C-lil,
HDL » VLDL, 10-20 1.063- 33 67 D% E
Quilomicrones 1.125
HDL; 5-20 1.125- 57 43
1.210
HDL pre-B3 <5 >1.210 A-l
Albumina Tejido >1.281 99 1 Ac. Grasos
adiposo Libres

Tomado de Bioquimica de Harper 14va edicion

Por otra parte, los triacilgliceridos (TG) son ésteres del alcohol glicerol y acidos
grasos. En las grasas que se encuentran en la naturaleza, la proporcion de
moléculas de TG que contienen el mismo residuo de acido graso en las tres

posiciones esterificadas es muy pequefia. Casi todos son acilgliceroles mixtos””.

15




Casi todos los acidos grasos, con excepcion importante de algunos de cadena
corta, se absorben desde el intestino a la linfa intestinal. Durante la digestion, la
mayoria de los triacilgliceridos se escinden en monoglicéridos y acidos grasos
libres (AGL). Después, mientras atraviesan las células epiteliales intestinales
vuelven a formar nuevas moléculas de triacilglicéridos, que entran en la linfa
formando parte de diminutas gotas dispersas llamadas quilomicrones, cuyo
diametro oscila entre 0.08 y 0.6 micrometros. En la superficie externa de los
quilomicrones se adsorbe una pequeia cantidad de la apoproteina B. El resto de
las moléculas proteicas se proyecta sobre el agua circundante, con lo que
aumenta la estabilidad de los quilomicrones en la linfa y se evita su adherencia a
las paredes de los vasos linfaticos 27,

La mayor parte del colesterol y de los fosfolipidos absorbidos en el tubo digestivo
forma parte de los quilomicrones. De este modo, los quilomicrones estan
compuestos principalmente de triacilglicéridos, pero contienen un 9% de
fosfolipidos, un 3% de colesterol y un 1% de apoproteina B. Los quilomicrones
ascienden luego por el conducto toracico y se vierten en la sangre venosa en la
confluencia de las venas yugular y subclavia® ™.

Aproximadamente una hora después de haber ingerido alimentos con alto
contenido de grasa, la concentracion de quilomicrones plasmaticos puede
elevarse a razén de 1 a 2% del total. Debido al elevado tamafo de los
quilomicrones, el plasma se torna turbio y amarillo. Sin embargo, los quilomicrones
tienen una vida media menor a una hora, de manera que el plasma vuelve a
aclararse a las pocas horas. Los lipidos de los quilomicrones se depuran de la

siguiente manera:
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La mayoria de los quilomicrones desaparecen en la sangre circulante a su
paso por los capilares del tejido adiposo y en menor cantidad en higado.
Mayormente el tejido adiposo y en menor cantidad el higado, contienen
concentraciones de la enzima lipasa lipoprotéica (LPL). Esta actia sobre todo en
el endotelio capilar, donde hidroliza los triacilglicéridos de los quilomicrones que
entran en contacto con la pared endotelial, liberando acidos grasos y glicerol "2 3%
11.

Los acidos grasos al ser muy miscibles con las membranas plasmaticas de las
células difunden de inmediato al interior de los adipocitos. Una vez dentro de estas
células, a partir de los acidos grasos se vuelven a sintetizar triacilglicéridos, donde
el glicerol procede del metabolismo de la glucosa. La fosfolipasa también hidroliza
los fosfolipidos, liberando acidos grasos que se almacenan de manera analoga en
las células™? 3 4.

Cuando la grasa almacenada en el tejido adiposo se debe utilizar en otro lugar
para proporcionar energia, primero debe transportarse al otro tejido en forma de
AGL previa hidrdlisis de los TG en acidos grasos y glicerol™* 7.

Al salir de los adipocitos, los acidos grasos se ionizan con fuerza en el plasmay la
parte idnica se combina inmediatamente con moléculas de albumina. Los acidos
grasos unidos de esta forma se llaman acidos grasos libres o acidos grasos no
esterificados para distinguirlos de los otros acidos grasos del plasma que existen
en forma de ésteres de glicerol, colesterol y otras sustancias’ .

Los AGL aparecen en el plasma a partir de la hidrdlisis de los triacilgliceroles por
accion de la lipasa lipoprotéica durante su incorporacion a los tejidos de los

triacilgliceroles plasmaticos. Se encuentran combinados con la albumina del suero

17



en concentraciones variables entre 0.1 y 2 pEq/mL del plasma y comprenden a los
acidos grasos de cadena larga que se encuentran en el tejido adiposo, es decir,
acidos palmitico, estearico, oleico, palmitoléico, linoléico, otros acidos
poliinsaturados y cantidades mas pequefas de otros acidos grasos de cadena
larga >,

La velocidad de eliminacion de los AGL de la sangre es muy rapida. Parte de
estos acidos grasos libres captados se oxidan y suministran alrededor de 25 a
50% de los requerimientos energéticos durante el ayuno. El resto de la
incorporacion es esterificada. En la inanicidon, se oxida una cantidad de acidos
grasos considerablemente mayor de la que puede ser atribuida a la oxidacién de
los acidos grasos libres °.

Por otro lado, la formacion de quilomicrones aumenta con la carga de triacilglicerol
absorbida. La mayoria de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus
siglas en inglés) plasmaticas son de origen hepatico. Estas son el vehiculo de
transporte del triacilglicerol desde el higado hasta los tejidos extrahepaticos®.

Las VLDL son secretadas por las células del parénquima hepatico dentro del
espacio de Dissé y luego en los sinusoides hepaticos a través de las ventanas del
revestimiento endotelial °.

Tanto los quilomicrones, como las VLDL aisladas de la sangre, tienen
apolipoproteinas C y E, las lipoproteinas recién secretadas o "nacientes" contienen
poca o nada de ella y se tiene evidencia que el complemento de polipéptidos de la
apoproteina C y E es tomado por transferencia desde las lipoproteinas de alta
densidad (HDL, por sus siglas en inglés) una vez que los quilomicrones y las VLDL

han entrado en la circulacion "3 4.
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La depuracién sanguinea de los quilomicrones es rapida, pues su tiempo medio de
desaparicion es del orden de minutos en ratas y es de mayor tiempo en animales
superiores, como en el ser humano, en quienes es menor de una hora. Las
particulas de elevado peso molecular se catabolizan mas rapidamente que las de
menor peso molecular. Cuando se administran por via venosa, quilomicrones con
acidos grasos marcados, casi 80% de la marca se encuentra en el tejido adiposo,
corazén y musculo, y aproximadamente 20% en el higado. Como los experimentos
con organo irrigado han demostrado que el higado no metaboliza de manera
significativa los quilomicrones o las VLDL locales, la marca en el higado debe ser

un resultado secundario de su metabolismo en los tejidos extrahepaticos "% *°,

El metabolismo de los lipidos se considera un elemento esencial de los recursos
energéticos y de diversas funciones biolégicas del ser humano y los animales, y su
regulacion es muy importante, pues alteraciones en los procesos metabdlicos de
las grasas se asocian con diversas patologias que de manera aguda o cronica

pueden comprometer la calidad de vida, e incluso la supervivencia® ',

Los avances cientificos de los ultimos afios, sobre el metabolismo de los acidos
grasos que va mas alla de su “esencialidad” y que define con relativa precision la
capacidad de estos acidos grasos para interactuar en rutas de sefalizacién

intracelular con un impacto aparentemente indiscutible en la medicina clinica ® 2.

Los primeros datos sobre el beneficio de los acidos grasos omega-3 a la salud se
remontan al afio 1929, el interés actual por los acidos grasos omega- 3 de cadena

larga [acido eicosapentaenoico (20:5 omega-3, EPA) y acido docosahexaenoico
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(22:6 omega-3, DHA)] estriba en el descubrimiento de una menor morbilidad y
mortalidad por enfermedades cardiovasculares en poblaciones que consumen
cantidades significativas de EPA y DHA. A principios de los afios 70’s se pudo
comprobar que, si bien la dieta tradicional de los esquimales en Groenlandia era
rica en grasas y proporcionaba varios gramos diarios de EPA y DHA (10 g diarios
por cada 3.000 kcal) de la caza de la ballena y otros mamiferos marinos, la
incidencia de mortalidad por infarto agudo de miocardio era muy baja (10%-30%)
comparada con la de Dinamarca (dieta rica en grasas saturadas y acidos grasos
omega-6, y solo entre 0.10 y 0.15 g de EPA y DHA); a pesar de que las
concentraciones de colesterol en sangre no eran tan dispares entre ambas
poblaciones. En realidad, esta diferencia de mortalidad no solo se correlaciona
exclusivamente con la ingesta total de acidos grasos omega-3 , sino también con
el cociente entre acidos grasos omega-3 y omega-6, de hecho compiten en las
mismas rutas metabdlicas con efectos que difieren en intensidad e incluso
contrapuestos. La OMS recomienda el consumo minimo diario de 0.3-0.5 g de
EPA 'y DHA en la poblacion general (proporcion 1:5 entre acidos grasos omega-3 y
omega-6, respectivamente), mientras que se aumenta a 1 g diario el consumo de
los acidos grasos omega-3 para personas con antecedentes de enfermedad
coronaria. Un hecho relevante es que nuestro metabolismo tiene la capacidad de
distinguir perfectamente la posicién del primer doble enlace en la molécula de los
acidos grasos insaturados, lo que precisamente diferencia las distintas familias de

acidos grasos entre si °.

20



Todas estas condiciones andémalas han querido evitarse y se ha procurado obtener
los beneficios de los acidos grasos poliinsaturados omega-3 para los animales de
compaiia como perros y gatos. A partir de la década de los 90’s se ha
intensificado la investigacion de los beneficios de los AGPl omega-3 en modelos
animales, los cuales han evidenciado algunas particularidades, en cuanto a modo
de accion y consecuencias en el uso cronico, en especies como ratones, ratas,
hamsters, conejos, cerdos, monos, perros y gatos, aunque en términos generales
cubren las expectativas de la funcién esperada de estos acidos grasos y en este
momento es imprescindible mas investigacion para dilucidar algunas incognitas en

este tema & 2.

En la actualidad la mayoria de las personas tienden a relacionar a los lipidos que
consume diariamente en su dieta (sobre todo triacilglicéridos y colesterol) con el
desarrollo de patologias como aterosclerosis y enfermedad arterial coronaria en
humanos. Asi mismo, se han creado consciencia de la importancia de no exceder
el consumo de estos nutrientes. En recientes anos, este conocimiento ha llevado a
algunos propietarios de animales de compafiia a aplicar estos mismos principios
nutricionales a sus mascotas. Sin embargo, existen algunas diferencias muy
basicas entre estas especies en la forma en la que la grasa de la dieta es
asimilada y metabolizada. A diferencia de los humanos, los perros y gatos son
capaces de consumir una amplia gama de lipidos en su dieta sin alterar las
concentraciones sanguineas normales de triacilglicéridos y colesterol. Esto es, de
manera presumible, debido a que los perros y gatos han evolucionado como

carnivoros, facultativos y estrictos respectivamente, predadores con una dieta que
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normalmente contiene una alta proporcion de lipidos de origen animal. La
capacidad de consumir, digerir y asimilar una dieta con tales caracteristicas ha

permanecido en estas especies a través del proceso de domesticacion " 2.

Los estudios epidemiologicos, de intervencidn en humanos y en animales
experimentales atribuyen a los acidos grasos omega-3 de cadena larga (acido
eicosapentaenoico, EPA, 20:5 omega-3; y acido docosahexaenoico, DHA, 22:6
omega-3 ) propiedades benéficas para la salud, pues son activos en la prevencion
primaria y secundaria de diversas enfermedades. Los acidos grasos omega-3
pueden tener efectos antiateroscleréticos, antitrombodticos, antiarritmicos,
anticancerigenos, antiinflamatorios y de repercusion en las funciones del sistema
nervioso, entre otros. Los mecanismos de accion abarcan desde cambios
estructurales en las membranas celulares hasta la regulacion en la expresion de
genes. La constatacion de la asociacion entre estas enfermedades y estados
carenciales de EPA y DHA, considerando su rapida asimilacion metabdlica,
confiere mayor relevancia al soporte nutricional clinico basado en los acidos

grasos omega-3 %1,

En algunos estudios se ha demostrado que los acidos grasos omega 3 se
incorporan normalmente a los quilomicrones. Harris y Connor (1988) reportaron
que en sujetos que consumen una dieta rica en aceite de salmén se abatio la
elevacion del nivel posprandial de triacilglicéridos plasmaticos comparada con la
elevacion observada al administrar una comida control de prueba durante la fase

de dieta control 8.
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Las dietas que contienen aceite de pescado producen, significativamente, menor
concentracion de triacilglicéridos postprandiales. De modo que la velocidad de
remocién de quilomicrones se mejora y/o se retarda la absorcion debido a la altos

niveles de acidos grasos omega 3 en tejidos * °.

1.2. Papel de los acidos grasos omega-3 dietarios o complementarios en el
transporte de lipidos.

El consumo regular de cantidades relativamente grandes (500-1500 mg/dia) de
acidos grasos omega-3 disminuye considerablemente las concentraciones
plasmaticas de triacilglicéridos en sujetos humanos sanos, asi como en pacientes
hipertrigliceridémicos. Este efecto se puede explicar por varios mecanismos,
Bottino, Vandenberg y Reiser sugieren que la configuracion unica de los
triacilglicéridos que contienen acidos grasos omega-3 puede prevenir la
interaccion de enzimas lipoliticas con los grupos éster 55,

Los aceites con alto contenido de omega-3 pueden afectar a la formacion de
particulas de quilomicrones en el enterocito. Aunque esto no se ha investigado
especificamente, varios estudios anteriores han examinado los efectos de acidos
grasos omega-3 en la produccion hepatica de VLDL y han demostrado una
disminucién en los triacilglicéridos VLDL y produccion de apolipoproteina B 5.
Puesto que la resintesis de triacilglicéridos se lleva a cabo en el enterocito durante
la absorcion de grasas, es posible que este proceso sea también inhibido por los
acidos grasos omega-3. Tal inhibicion llevaria a una tasa reducida de formacion
de quilomicrones secundaria a una reduccion en la sintesis de triacilglicéridos

endogenos de los recién absorbidos acidos grasos libres y monoglicéridos, y se
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produciria una menor quilomicronemia postprandial. Al igual que en el higado, este
efecto sélo se hace evidente después del tratamiento cronico (un periodo mayor a
15 dias) con aceites ricos en acidos grasos omega-3, no después de una sola
comida.

Una posibilidad es que los acidos grasos omega-3 en los quilomicrones aceleran
su eliminacion, sin embargo, Chen y colaboradores encontraron que tanto estudios
in vitro como in vivo, las tasas de eliminacién de quilomicrones no mejoran cuando
las particulas contenian acidos grasos omega-3 °'°.

Por otra parte, se han identificado algunos mecanismos que son afectados por la
complementacion de acidos grasos omega-3, tales como algunas funciones del
sistema inmune o la coagulacion, entre otros .

1.3. Sintesis de acidos grasos poliinsaturados no esenciales y los esenciales

Comparados con los vegetales, los tejidos animales tienen una capacidad limitada
para desaturar los acidos grasos. Por esto requieren ingerir en los alimentos,
acidos grasos poliinsaturados derivados en ultima instancia de fuentes vegetales.
Estos acidos grasos podrian dar origen a los acidos grasos eicosanoicos (Cx), de
los que derivan familias de compuestos conocidos como eicosanoides. Estos
constituyen las prostaglandinas, las prostaciclinas, los tromboxanos, los

leucotrienos y las lipoxinas.

Los mamiferos no pueden sintetizar algunos acidos grasos poliinsaturados por lo
cual son esenciales en la nutricién. Otros acidos grasos polienoicos de Cz, C Y
C.s pueden detectarse en los tejidos. Estos pueden ser derivados de los acidos

oléico, linoleico y a-linolénico mediante el alargamiento de las cadenas. Es de
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notarse que todos los enlaces dobles presentes en los acidos grasos insaturados

naturales en los mamiferos, son de la configuracion cis.

Los acidos palmitoléico y oleico no son esenciales en la alimentacion, debido a
que los tejidos pueden introducir una doble ligadura en la posicién A° en el acido
graso saturado correspondiente. Los acidos linoleico, y a-linolénico son los unicos
acidos grasos conocidos que son esenciales para la nutricibn completa de muchas
especies de animales, incluyendo al ser humano, por lo que deben incluirse en la
dieta; en consecuencia se conocen como acidos grasos esenciales en la nutricion.
El acido araquidonico puede formarse a partir del acido linoleico en la mayoria de
los mamiferos, pero no en los felinos, donde debe clasificarse como acido graso
esencial. En la mayoria de los animales, es posible introducir dobles ligaduras en
las posiciones A*, A®, A® y A%, contando desde el grupo terminal carboxilo, pero no
mas alla de la posicidén A°. Por el contrario, los vegetales pueden introducir dobles
ligaduras en las posiciones A y A" y de esta manera pueden sintetizar acidos

grasos esenciales en la nutricion, tal como se ilustra en la figura 1.
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Figura 1. Biosintesis de acidos grasos de las series omega-9, omega -6 y omega-3
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En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados no esenciales, se considera que
varios tejidos incluyendo al higado, se encargan de su formacion a partir de acidos
grasos saturados. La primera doble ligadura introducida en un acido graso
saturado es siempre cercana a la posicion A°. Un sistema enzimatico, A°-
desaturasa, en el reticulo endoplasmico cataliza la conversiéon de palmitoil-CoA o
estearoil-CoA en palmitoleil-CoA y oleil-CoA, respectivamente. El oxigeno, NADPH
o el NADH son necesarios para la reaccion. Las enzimas parecen ser las de un

sistema tipico de monooxigenasa que involucran al citocromo bs®.

En 1928, Evans y Burr notaron que las ratas alimentadas con una dieta purificada
libre de lipidos a la cual se habian afnadido las vitaminas A y D, manifestaban
reduccion de la velocidad de crecimiento y deficiencia reproductiva. Trabajos
posteriores mostraron que el sindrome de deficiencia se curaba mediante la
adicion de acidos linoleico, a-linolénico y araquiddnico a la alimentacion.
Posteriores caracteristicas diagndsticas del sindrome incluyen piel con escamas,
necrosis de la cola y lesiones en el sistema urinario, aunque el trastorno no es
mortal. Una fuente natural de estos acidos grasos son aceites vegetales y en

cantidades pequenas en las canales de animales é.

Las funciones de los acidos grasos esenciales parecen ser diversas, aunque no
bien definidas, ademas de la formacién de prostaglandinas y leucotrienos. Los
acidos grasos esenciales que se hallan en los lipidos estructurales de la célula se

relacionan con la integridad estructural de la membrana mitocondrial 8.
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Las membranas celulares contienen acido araquidonico que constituye entre 5y
15% de los acidos grasos de fosfolipidos. El acido docosahexaenoico (DHA;
omega 3,2:6), que se sintetiza a partir de acido a-linolénico o se obtiene de
manera directa de aceites de pescados, existe en concentraciones elevadas en la
retina, la corteza cerebral, los testiculos y el esperma. EI DHA se requiere en
particular durante el desarrollo cerebral y es suministrado a través de la placenta y
la leche. Los segmentos exteriores de los bastones de la retina contienen
concentraciones muy altas de DHA; la mayoria de los fosfolipidos contiene al
menos algunas moléculas de éste acido graso. Al parecer la gran fluidez
resultante se necesita para el funcionamiento de la rodopsina, que consiste en
activacioén por un foton que produce movimientos laterales y rotatorios dentro de la
membrana. En los pacientes con retinitis pigmentosa se encuentran valores
sanguineos bajos de DHA. Los recién nacidos prematuros tienen una baja
actividad de A* desaturasa, lo cual reduce su capacidad para sintetizar DHA a

partir de precursores de acidos grasos omega 3 °.
1.4. Anomalias asociadas al transporte y metabolismo de lipidos en perros

Las hiperlipidemias y la aterosclerosis son condiciones raras en perros y gatos
pero cuando ocurren se consideran de origen genético o se desarrollan de manera
secundaria a otras enfermedades. Por ejemplo, un defecto hereditario en la
actividad de la enzima lipoproteina lipasa en gatos causa concentraciones
elevadas de colesterol y triacilglicéridos. La alteracion eventualmente lleva al
desarrollo de una severa paralisis de nervios periféricos. Se propone que un modo

recesivo autosémico de herencia similar a la de una enfermedad analoga en
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humanos es responsable de este desorden. También hay evidencia de la
existencia de un defecto hereditario en el metabolismo de los lipidos en los
Schnawzers Miniatura, Beagles y posiblemente en Spaniels Britanicos. Las
concentraciones elevadas de colesterol también se han identificado en perros
Briard, lo que sugiere la existencia de un desorden hereditario del metabolismo de

los lipidos en esta raza 2.

Una segunda causa de hiperlipidemia en animales de compafia es la presencia
de ciertos desordenes preexistentes. Las enfermedades que pueden causar
hiperlipidemia secundaria incluyen diabetes mellitus, hipotiroidismo, pancreatitis,
hiperadrenocorticismo, sindrome nefrético y enfermedades hepaticas. Ciertos
medicamentos tales como los glucocorticoides y los farmacos inmunosupresores
también pueden incrementar las concentraciones de lipidos sanguineos en

algunas mascotas" 2.

Cuando las concentraciones de triacilglicéridos elevadas ocurren en perros y gatos
se pueden producir signos clinicos como: anorexia, letargia, dolor abdominal,
convulsiones, vomito, diarrea y desarrollo de humor acuoso ocular concentrado de
lipidos. La hipercolesterolemia, por otra parte, puede estar relacionada al
desarrollo de lesiones aterosclerdticas, lipemia retinal y opacidad lipidica de la

cornea?.

Tradicionalmente el tratamiento dietario para la hiperlipidemia en perros y gatos ha
sido de dietas bajas en grasa. Ambas hiperlipidemias, primaria y secundaria

parecen responder bien a dietas bajas en grasa, dietas bajas en calorias en estas
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especies. Sin embargo, es innecesaria la alimentacion con dietas bajas de estas
caracteristicas en animales de comparfia sanos, con la intencion de prevenir
hiperlipidemia y concentraciones elevadas de colesterol. Dietas comerciales bajas
en grasa se pueden usar para el tratamiento de la obesidad y para mantenimiento
del peso en animales de compafia adultos que llevan vidas sedentarias. Sin
embargo, las preocupaciones que tienen los humanos con los lipidos dietarios y
enfermedades cardiacas no aplican para los animales de compania, excepto en

circunstancias especificas®.

La hipertrigliceridemia postprandial es un evento natural que refleja un incremento
transitorio en los quilomicrones; en perros esto normalmente se resuelve en el
lapso de 6 a 10 horas seguido del consumo de alimento. En perros, la
concentracion de triacilglicéridos séricos con un valor mayor a 150 mg/dl”" en
condiciones de ayuno y/o la concentracion total de colesterol mayor que 300

mg/dl" es considerada anormalmente elevada® 2.

Un numero de problemas de salud pueden ser causados por la persistente
hiperlipidemia en animales de compania. La hipertrigliceridemia, especialmente,
cuando es severa, estd asociada a los signos clinicos ya mencionados
anteriormente, acompanados de hepatomegalia y deposicion anormal de lipidos
en ciertos tejidos. Similar a algunas hipertrigliceridemias en humanos, en perros y
gatos las concentraciones elevadas de triacilglicéridos puede incrementar el riesgo
de desarrollar pancreatitis aguda. La hipercolesterolemia no es comun en perros y
gatos pero se ha reportado en Pastores de Shetland, Beagles, Briards, Collies y

Schnawzers miniatura 2.
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Las deposiciones de lipidos se han reportado en perros con hiperlipidemia y puede
ser resultado de colesterol sanguineo elevado. Algunos estudios revelaron la
presencia de wuna familia de Collies que cursaron con un cuadro de
hipercolesterolemia familiar idiopatica observando que la mayoria de los perros

desarrollaron lipidosis corneal’ 2.

1.4.1. Hiperlipidemia en Schnawzer miniatura

La hiperlipidemia del Schnawzer Miniatura es una afeccion familiar bien
documentada. Se ha reportado que muchos perros clinicamente sanos de esta
raza se han encontrado con una hiperlipidemia persistente en ayuno al examen
clinico rutinario. No existe predileccion por sexo y la afeccion se observa
usualmente primero en Schnawzers que son mayores de los 4 afios de edad. La
hiperlipidemia esta asociada con hipertriacilgliceridemia tipicamente caracterizada
por exceso de hiperquilomicronemia. La concentraciéon de colesterol sérico es casi
normal o ligeramente elevada. Una reciente investigacion de prevalencia de
hipertrigliceridemia en Schnawzer Miniatura encontré que cerca de un tercio (32.8
%) tuvieron concentraciones de triacilglicéridos que fueron mayores que el rango
de referencia para perros sanos. Se ha reconocido una actividad incrementada de
lipasa y amilasa en Schnawzer Miniatura hipertriacilgliceridémicos que presentan
pancreatitis aguda. En estos casos, se cree que la pancreatitis es causada por la

hipertrigliceridemia™.

Los perros afectados son asintomaticos o tiene episodios recurrentes de dolor

abdominal o malestar, vomito y/o diarrea. También se han asociado convulsiones
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con hipertriacilgliceridemia persistente en esta raza. Los propietarios reportan que
los episodios de malestar abdominal duran varios dias, seguidos de recuperacion
espontanea. En muchos casos, los signos clinicos y la historia son similares a las
de aquellos perros que cursan con pancreatitis aguda, pero la evidencia de
laboratorio y radiografica a menudo no soporta este diagnostico. Este sindrome es
llamado “pseudopancreatitis” por Xenoulis et al 2011 * Se cree que la
hiperlipidemia en el Schnawzer Miniatura es hereditaria debido a la alta
predisposicion racial y debido a que la mayoria de los Schnawzers Miniatura

carecen de evidencia de enfermedades que puedan causar hiperlipidemia

secundaria’™™.

La causa subyacente de la hipertriacilgliceridemia primaria en Schnawzers
Miniatura no es conocida pero esta caracterizada por excesivas particulas VLDL
con o sin recurrente quilomicronemia e hipercolesterolemia media. La actividad de
la lipoproteina lipasa (LPL) es menor en Schnawzers Miniatura lipémicos
comparada con la actividad de la LPL en Schnawzers Miniatura no lipémicos y en
otras razas. Se tiene la teoria que una deficiencia familiar de la enzima LPL o la
ausencia de una apoproteina que funciona para activar la LPL puede ser
responsable de este padecimiento. Un defecto en la sintesis o actividad de esta
enzima previene la liberacion de los triacilglicéridos dietarios a los tejidos e impide
la utilizacidn de los quilomicrones y de las VLDL intermedias. La ausencia de la
apoproteina C-ll (apo C-ll) podrian tener un efecto similar. La apo C-ll es un

componente normal de los quilomicrones y de las VLDL y es un cofactor para LPL.
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En humanos, los individuos con una deficiencia de apo C-Il tienen sintomas

clinicos similares a los individuos con deficiencia de LPL ",
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2. Justificacion

En las ultimas décadas se ha popularizado el consumo de acidos grasos
poliinsaturados omega-3 debido a los beneficios que aportan a la salud, esto se
evidencia con las llamadas dietas mediterraneas que son ricas en acidos grasos
poliinsaturados provenientes de aceites de peces marinos. Con el fin de obtener
los beneficios de dichos acidos grasos el ser humano ha abusado del consumo de
fuentes complementarias con un pobre conocimiento de los efectos adversos de
éstas en el organismo y se tienen bien estudiados en humanos tales efectos, mas
no en mascotas y en el afan de proporcionar una mejor salud a sus animales de
compaiia, como perros y gatos, también se les ha administrado estos
complementos a sus dietas. Por o que en este estudio se quiere investigar si
existe un efecto de la complementacion prolongada de acidos grasos omega-3
sobre la concentracion de triacilglicéridos séricos de perros sanos de razas
pequenfas, ya que no existe suficiente informacién que sustente si existe un efecto

similar en perros igual que en humanos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos General

Determinar si la complementacién con una fuente comercial de &cidos
grasos omega-3 EPA y DHA, en la dieta, modifican la concentracion de
triacilglicéridos y colesterol séricos, asi como conocer la concentracion de
estos acidos grasos en suero sanguineo, en perros adultos sanos de raza

pequena.

3.2 Objetivos particulares

35

Determinar las concentraciones séricas de acidos grasos omega-3 EPA y
DHA, antes y durante la administracion de la fuente complementaria de
acidos grasos omega-3 en perros sanos adultos de raza pequefa en
mantenimiento clinicamente sanos.

Determinar la concentracion seérica de triacilglicéridos y colesterol, antes y
durante la administracion de la fuente complementaria de acidos grasos
omega-3 EPA y DHA en perros adultos de raza pequena en mantenimiento
clinicamente sanos

Determinar la concentracion de algunos analitos séricos (albumina,
fosfatasa alcalina (FA), alanin-amino-transferasa (ALT), amilasa, calcio,
creatinina, fdsfofo, bilirrubina total, proteinas totales, nitrégeno ureico
sanguineo (BUN), globulina) durante la administracion de la fuente
complementaria de acidos grasos omega-3 en perros sanos adultos de raza

pequena en mantenimiento clinicamente sanos



4. Hipétesis

La complementacion con acidos grasos omega-3 en la dieta de perros adultos
sanos de raza pequefa, promovera la modificacion de la concentracion de
triacilglicéridos, colesterol, acido eicosapentaendico (EPA) y docosahexaendico

(DHA) séricos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Animales

Para este estudio se utilizaron inicialmente 10 perros de raza pequena (altura a la
cruz de no mas de 30 cms), las razas de cada uno de los sujetos se muestran en
el cuadro 2. Al momento del estudio los perros contaban con un peso promedio de
6.7 kg £ 1.94.

Todos los perros utilizados en este estudio se encontraban clinicamente sanos,
con su calendario de medicina preventiva al dia, y constantes fisiologicas dentro
de rangos normales. Se les realizé una bioquimica sanguinea al inicio del periodo
experimental para corroborar el estado de salud, la cual se ilustra en el cuadro 4.
La actividad de dichos animales fue considerada media (debido a que todos ellos
tenian acceso a un lugar de esparcimiento y se les peseaba diariamente).

El perro con la identificacion “J” tuvo que salir del estudio ya que en el segundo
muestreo presentd problemas de salud debido a la complementacion con los
acidos grasos omega-3 en su dieta, en lo posterior se presentara la bioquimica
sanguinea que corrobora tal condicidon y se explicara en lo sucesivo.

5.2. Condicién corporal.

Todos los animales de este estudio contaban con una condicién corporal de 3/5 o
3.5/5 segun la escala de cinco puntos lo que significa que tienen una condicidn
corporal ideal de conformidad a lo establecido por Croxton y Stollard (1976).

5.3. Sexo

Los sujetos de experimentacion fueron 5 hembras y 5 machos
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5.4 Edad
Los perros tuvieron un intervalo de edad de 1 a 5 afios de edad con un promedio
de 4.5 +1.64 anos.
5.5. Criterios de inclusiéon
Perros adultos de 1 a 5 afos, raza pequefa, color inespecifico, etapa fisiologica
de mantenimiento, condicion corporal 3-3.5/5, aparentemente sanos.
5.6. Criterios de exclusion
Perros de 2 meses hasta 1 afio y de 6 o0 mas afios, perros con obesidad o con
algun tipo de patologia metabdlica, bacteriana, viral, traumatica.
5.7. Alimentacién
A todos los animales se les proporcion6 la misma dieta durante 8 semanas (60
dias) que consistio en alimento superpremium de la marca Royal Canin® para
adulto de razas pequefias. Previo al periodo experimental se dio un periodo de
adaptacion a la dieta durante 2 semanas. La cantidad proporcionada fue de
acuerdo a su requerimiento energético en mantenimiento por peso al dia, en un
régimen racionado, en un solo periodo de alimentacién, calculada de acuerdo a la
siguiente formula:
Necesidad energética (EM/dia)= K x PV,,"%

Donde K es el nivel de actividad y corresponde a:

99 inactivos

132 activos

160 muy activos

PV es el peso vivo en kg
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La eleccion del alimento mencionado fue debido a que por ser un alimento
superpremium no existe variacion de su férmula ni de ingredientes en su
elaboracion, ademas que se cuidd que todo perteneciera al mismo lote.

El fabricante presenta en el empaque la etiqueta del analisis garantizado,

mostrado en el cuadro 1 siguiente:

Cuadro 2. Analisis Medio de Alimento marca
Royal Canin® Adulto raza pequeia

Proteinas: 25%
Materias grasas 16%
Carbohidratos: 37%
Fibra dietética: 6.7%
Fibra cruda 1.5%

Energia Metabolizable (C)* 4,128 Kcal/kg™
Energia Metablolisable (M)** 3,960 Kcal/kg

EPA+DHA 0.3%
Omega 6: 3.2%
Omega 3: 0.65%
Calcio: 0.9%
Fésforo: 0.7%
Zinc: 245 mg/kg

*Segun ecuacion ATWATER
**Energia medida en el Centro de Investigacion Royal Canin

Se realizé un analisis quimico proximal (AQP) para verificar la veracidad de los
datos proporcionados en la etiqueta del fabricante, los cuales corresponden a los
reportados en dicho analisis.

En este estudio se administré a los sujetos en fase experimental una cantidad
adecuada de alimento de acuerdo a su actividad y densidad caldrica del alimento

proporcionado.

Una vez obtenidos los datos de cantidad de alimento que debia ser administrado

se condensaron en el siguiente cuadro:
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Cuadro 3. Cuadro de requerimiento energético y consumo de alimento superpremium diario y durante
el periodo experimental

Identificacié Raza Sex Edad Peso Requerimient Consumo Consumo
n o (ahos)  vivo o calérico (g/dia) 60 dias
(kg) (Kcal/dia™) (Ka)
A Cocker H 5 7 568.06 143.45 8.61
Spaniel
B Dachshund M 1.5 9 685.89 173.21 10.398
C Schnawzer M 3 8.5 657.11 165.94 9.96
miniatura
D Beagle H 5 7 568.06 143.45 8.61
E Schnawzer H 5 8 627.90 158.56 9.516
miniatura
F Schnawzer M 5 7 568.06 143.45 8.61
miniatura
G Poodle H 5 4 373.35 94.28 5.658
H Chihuahued H 3.6 3.2 315.82 79.75 4.788
o]
I Cocker Sp M 4 7 568.06 143.45 8.61
J Cocker Sp M 5 9 685.89 173.21 10.398
5.8. Ubicacién

Los perros sujetos del estudio fueron residentes de la Ciudad de México,
alojamientos tipo jaula, con piso de concreto. Estos alojamientos contaban con un
area para proteccion de la intemperie.

5.9. Fuente complementaria de acidos grasos omega-3

Se administré diariamente, durante ocho semanas, un complemento alimenticio
para consumo humano que consistid de una capsula de gelatina blanda en color
ambar de DHA30® del laboratorio OmegaMex®, cada capsula contenia 500 mg
de aceite de ojo de atun cuyo contenido de DHA fue de 150 mg y de EPA fue 35
mg. El uso de una sola capsula esta condicionado a que esta no puede ser

dividida para una administracion individual por kilogramo de peso vivo.
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5.10. Metodologia de muestreo

De cada perro se obtuvo una muestra sanguinea, en ayuno de 8 horas, los dias
cero, 15, 30, 45 y 60 del estudio, de la siguiente manera:

Se sujetd al perro de manera gentil y se localizé la regién del antebrazo, donde
esta alojada la vena cefalica; se hizo antisepsia con una solucién de yodo-alcohol
para intentar eliminar la mayor cantidad de microorganismos de esa porcion de la
piel. Por medio de una liga se rodeo la regién del codo del miembro toracico
ejerciendo una ligera presion con el fin de localizar la vena cefalica la cual al ser
obliterada se hace evidente por debajo de la dermis de la regidn del antebrazo;
localizada la vena se procedidé a hacer la puncion de la misma con una aguja
hipodérmica que se colocé en un dispositivo adaptador tipo barril con tubos al
vacio sin anticoagulante. Obteniendo las primeras gotas de sangre se retiro la
presion de la liga ejercida en el miembro lo que provocd un influente mayor que
llena el tubo rapidamente; una vez que el tubo estuvo lleno, se retird del adaptador
y se hizo ligera presidn sobre el lugar de la puncién con un algodén humedo en
alcohol, se retird la aguja, manteniendo por 15 segundos la presién para hacer
hemmostasis fisica.

La muestra se transporté a temperatura de refrigeracion (4°C), se llevo al
laboratorio y se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos para la obtencion del
suero sanguineo, el cual se almacend en tubos Eppendorf de 3 ml hasta el

procesamiento de la muestra.
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5.11. Medicién de triacilglicéridos, colesterol y bioquimicas sanguineas
completas.
Se realizaron bioquimicas completas para los muestreos de los dias cero y 60 del
periodo experimental, ademas de la medicion de triacilglicéridos y colesterol para
los dias cero, 15, 30, 45 y 60 del periodo experimental.
La medicion de estos analitos se realizé por el método de bioquimica seca con la
ayuda de un analizador automatizado de la marca “VetTest” modelo 8008 de
IDEXX Laboratories utilizando las tarjetas del mismo fabricante de los analitos:

* Albumina sérica

» Fosfatasa Alcalina

* Alanin amino transferasa (ALT)

* Amilasa

» Calcio

* Creatinina

* Glucosa

» Fosforo

» Bilirrubina total

» Proteinas totales (TP)

» Nitrégeno ureico sanguineo (BUN)

* Globulina

» Triacilglicéridos

* Colesterol
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Se utilizé una pipeta Pasteur plastica, un pozo recolector de muestra y una punta
de pipeta automatizada, por muestra. Cabe destacar que el resultado de las
determinaciones es arrojado en un ticket mostrando los valores obtenidos a partir
de la muestra asi como los valores de referencia. El analizador automatizado esta
dotado de un programa de computadora cuya interfaz permite al usuario, mediante
un teclado numérico, seleccionar entre las diferentes opciones de especie, edad,
tipo de muestra, etc.; cada una de las opciones esta representada por un numero,
el analisis de una bioquimica completa tiene efecto en 7 minutos y un analisis

individual en 3 minutos.

5.12. Materiales para la preparacion de la muestra para la medicién de acidos
grasos por cromatografia de gases

Para la extraccion, purificacion y transesterificacion de los acidos grasos presentes
en las muestras se utilizaron los siguientes materiales.

* 1 litro de cloroformo (CHCI;) grado cromatografico

1 litro de metanol (MeOH) grado cromatografico

1 litro de hexano grado cromatografico

e Tubos de vidrio con capacidad de 5 mi

» 1 litro de agua demineralizada y bidestilada

* 100 viales de reaccion (aproximadamente 2 por muestra)
« Pipetas Pasteur de vidrio

» Micropipetas de diferentes volimenes

* Puntas desechables
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¢ Micropipeta para solventes
» 250 ml de Trifluoruro de boro (BF;) de alta pureza
* Gradillas
* Vaso de precipitado con capacidad de 1 litro
* Platina
* Soporte universal
* Ligas
» Agitador vortex
5.13. Preparacioén de la muestra
De acuerdo con la técnica establecida por Bligh & Dyer (1959) y la técnica de
Morrison & Smith (1964) las cuales son una modificacién de la técnica de Folch
(1921) debido a que son muestras con un porcentaje de humedad mayor al 80%
tales pueden ser musculo, cerebro, plasma sanguineo, suero sanguineo, etc., se
procesaron las muestras como se describe a continuacion:
» Se realizé una mezcla de cloroformo:metanol en una proporcién de 2:1 en
un volumen suficiente para todas las muestras
* En un tubo de vidrio y se vertieron 750 pl de la mezcla CHCIl;:MeOH
» Se adicionaron 200 pl de la muestra.
» Se colocé en el agitador vortex durante 3 minutos cada muestra

» Se adicionaron 500 pl de CHCIs y 200 pl de agua demineralizada, para dar
un volumen total de 1,650 pl.

» Se centrifugaron las muestras a 2500 RPM durante 5 minutos a 4 °C

» Se obtuvo la fase acuosa y la fase semi-solida del sobrenadante

44



45

e Se transfirio a un vial de reaccion limpio la fase cloroférmica que se

encuentra en el fondo del tubo con la ayuda de una pipeta Pasteur

o En caso de contaminacion de la muestra se adicionan 500 pl de

CHCI; y se vuelve a centrifugar hasta que la fase liquida quede clara.

* Se realizé el secado de la muestra en atmésfera de gas nitrégeno (grado

cromatografico)

5.14

. Trans-esterificacion

Se adicion6 a la muestra desecada 1 ml de BF3
Previamente se tuvo un vaso de precipitado con capacidad de 1 L con
agua en ebullicion en la platina
Se sujetaron los viales tapados herméticamente con una liga a una
pipeta volumétrica y con la ayuda del soporte universal se sumergieron
en el agua en ebullicién y se mantuvieron durante 30 minutos

o Se verificd que el nivel de los viales estuviese siempre por debajo

del nivel del agua en ebullicién

Pasados 30 minutos se sacaron los viales y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente
Una vez frios, se destaparon y se les adicionaron 2 ml de hexano grado
cromatografico y 1 ml de agua demineralizada y bidestilada
Se taparon los viales de reaccidn y se agitaron vigorosamente durante
15 segundos
Una vez separadas las fases se extrajo y se transfirié a otro vial la fase

superior donde se encontraron los metil ésteres en el hexano



* Una vez obtenida la muestra se llevé a sequedad en una atmésfera de
gas nitrégeno y se almacenaron tapados y en refrigeracion hasta su
lectura en el cromatégrafo de gases.

Una vez que se obtuvieron los lipidos se midieron concentraciones de acido

docosahexaenoico (DHA 22:6) y acido eicosapentaenoico (EPA 20:5).

5.15. Analisis de los acidos grasos por cromatografia de gases

Se monto en el laboratorio de Toxicologia del Departamento de Nutricion Animal y
Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia la técnica para la
extraccion de acidos grasos e identificacion de estos mediante analisis por
Cromatografia de Gas-Liquido.

Los reactivos y solventes utilizados para este analisis de calidad cromatografica.
Se resuspendieron los metil ésteres de acidos grasos en un volumen conocido de
hexano (20 a 40ul de hexano HPLC) y se inyectd 1 ul en el cromatografo de
gases. Se utilizdé un cromatégrafo de gases Clarus 500 de Perkin Elmer controlado
por computadora, equipado con detector de ionizacién de flama (FID) y una
columna capilar omegawax de supelco de 30 m de largo, 0.25 mm de diametro
interno y grosor de 0.25 mm. La flama se mantuvo con hidrégeno y aire, y como
gas de arrastre se utilizd nitrégeno de alta pureza. Se realizé el analisis de los
acidos grasos con un programa de temperatura cuyas condiciones de trabajo son
las siguientes: inicio a 180°C por 5 min, con un aumento de 5°C/min-' hasta
alcanzar 220°C que se mantuvieron durante 18 minutos, con un tiempo total de
trabajo de 35 min. El flujo de nitrégeno para la columna es de 14 ml/min-'. Cada

acido graso es reconocido durante la corrida cromatografica por la identificacion
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de los tiempos de retencion de los metil ésteres estandares. Se integro el area de
cada uno de los picos detectados para obtener las proporciones porcentuales.
Se prepararon los estandares en una diluciéon 20:1 40:1 de EPA y DHA,
respectivamente, con hexano para la identificacion de los tiempos de retencion de
estos compuestos en la corrida cromatografica.
5.16. Analisis estadistico
Se realizd el calculo para la estimacion de la poblacién para este estudio con una
prueba de potencia o también llamada de Tang tomando en cuenta un estudio
similar. La prueba de potencia estima la probabilidad de que no ocurra el error tipo
Il o B-1.".
Se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk para verificar la normalidad de los datos y la
prueba de Levene para homogeneidad de varianzas para los analisis de las
muestras sanguineas de triacilglicéridos y colesterol "".
Se realizd la prueba de homogeneidad de varianzas también conocida como
prueba de homocedasticidad o la Prueba de Levene; donde se plantearon las
siguientes hipoétesis para los analitos en cuestion:

Ho: 0% = 02

Ha: 02 # 0%

Se realizé un analisis multivariado de observaciones repetidas en el tiempo para
evaluar el efecto que tiene el sexo de los animales en las concentraciones de

triacilglicéridos y colesterol con respecto a la complementacion con acidos grasos

47



omega-3 y los cambios de estas variables respuesta a través del tiempo. Esto se
realizé con el programa SPSS Version 17 ',

Se realizé un analisis univariado de las concentraciones de triacilglicéridos vy
colesterol séricos para la estimacion de diferencias entre los dias cero, 15, 30, 45

y 60, con respecto al sexo de los animales, con un nivel de significancia P<0.05 ™.
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6. Resultados

Bioquimicas sanguineas completas

Una vez realizada la toma de muestras se hicieron los estudios de bioquimica
sanguinea en los dias cero y 60 del periodo experimental, para buscar anomalias
en los analitos correspondientes a la funcién hepatica y renal, asi como cualquier
otra alteracion relacionada con la complementacién dada en este estudio.

Cuadro 4. Bioquimica sanguinea completa dia 0

Analito A B C D E F G H 1 Ref
Albumina 24 35 33 29 0 32 35 0 3.5 24-4gdL’
Fosfatasa 30 66 44 35 10 10 59 60 10 23-212 U/L?!
Alcalina
ALT 31 39 33 64 35 34 64 15 50 10-100 U/L"!
6
Amilasa 66 613 680 59 11 85 46 36 122 500/1500
0 6 5 4 5 5 7 U/L!
Ca 97 10. 10. 11 24 93 84 95 10.8 709-12
7 5 mg/dL"!
Creatinina 09 1.1 11 12 03 09 1.1 14 09 0.5-1.8
mg/dL"!
Glucosa 33 52 67 67 20 47 61 13 101 74-143
3 mg/dL"
Fosforo 46 4.1 63 5 1.8 5 46 73 4.6 2.5-6.8
mg/dL"!
Bilirrubina 04 06 07 04 01 09 03 06 04 0-0.9mg/dL"
total
Proteinas 59 65 66 63 1.6 7 75 58 7.1 52-82g/dL!
totales
BUN 32 14 12 16 4 38 20 16 15 7-27 mg/dL"
Globulina 3.2 3 33 33 15 38 4 58 3.5 25-45g/dL"’

Cuadro 5. Bioquimica sanguinea completa dia 60

Analito A B C D E F G H 1 Ref

Albumina 32 4.5 5 28 4 6 39 37 6 2.4-4g/dL"

Fosfatasa 17 35 50 60 60 10 58 33 *+x 23212 U/L!

Alcalina

ALT 13 45 121 119 139 22 18 68 < 10-100 U/L!
2 10
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Amilasa 75 65 611 107 461 993 68 46 778 500/1500

0 5 1 9 2 U/L!

Ca 7.9 8 8§ 11.7 6.7 7.6 6.9 6.5 6 7.9-12
mg/dL"!

Creatinina 08 08 12 13 11 09 16 09 0.7 05-1.8
mg/dL"!

Glucosa 89 25 66 130 82 47 24 45 85 74-143
mg/dL"!

Fosforo 48 77 14. 173 13. 13. 59 57 99 25-68

1 9 6 mg/dL"!

Bilirrubina 21 14 09 62 14 64 1.1 1 11. 0-0.9 mg/dL"’

total 4

Proteinas 6.7 15 7.6 13.7 5 97 84 7 > 52-82¢g/dL"

totales 12

BUN 21 7.7 15 25 16 33 20 23 16 7-27 mg/dL"

Globulina 35 32 6.7 108 5 6 45 34 2.5-4.5 g/dL"!

Se obtuvo el suero de las muestras y se realizé una bioquimica sanguinea para
todas las muestras de los dias cero y 60 del periodo de experimentacién. Los
resultados completos de los analisis se encuentran en los cuadros 4 y 5
anteriores, respectivamente.

Se puede observar que en la bioquimica sanguinea del dia cero del periodo
experimental, no existen alteraciones de importancia clinica a excepcién de una
marcada hipoglucemia en los resultados de todos los individuos.

En la bioquimica sanguinea del dia 60 del periodo experimental se observan
alteraciones marcadas en varios analitos de las muestras analizadas.

La primera alteracion encontrada fue la concentracién sérica de fosfatasa alcalina
del individuo “f’ la cual se encuentra disminuida con respecto al intervalo de
referencia (23-212 U/L™") con un valor de 10 U/L".

Se puede observar que las concentraciones séricas de la enzima alanin-amino

transferasa (ALT) se encuentran por encima de los valores del intervalo de
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referencia (10-100 U/L™") en los individuos “c”, “d”, “e” y “g” con 121, 119, 139y 185
U/L™' respectivamente.

Las concentraciones de calcio sérico también se ven afectadas en este analisis en
los individuos identificados “e”, “f", “g”, “h” e “i” estando por debajo de los valores
del intervalo de referencia 7.9—12 mg/dl"', cuyos valores son 6.7, 7.6, 6.9, 6.5Y 6
mg/dl.

Referente a las concentraciones de glucosa sérica también existen alteraciones en
los individuos identificados “a”, “b”, “f’, “g” y “h” cuyos valores son 25, 66, 130, 47,
24 y 45 respectivamente, estando por debajo de los valores del intervalo de
referencia (74-143 mg/dl™).

Otro analito en el que se puede observar alteracién es en el fosforo sérico en los

individuos identificados con las letras “a”, “b”, “d”, “e”, “f" e “i", cuyos valores son
7.7, 141, 17.3, 13.9, 13.6, y 9.9, respectivamente estando por encima del valor
superior del intervalo de referencia (6.8 mg/dl™”).

Otro de los analitos que se alteré de manera importante son las bilirrubinas totales
esta vez en todos los animales del estudio estando por encima de los valores del
intervalo de referencia (0-0.9 mg/dl"'), excepto el individuo identificado con la letra

c” que esta en el valor superior, pero aun dentro del rango de referencia.

Las proteinas totales de los individuos identificados con las letras “d”, “f", “g” e “V”
tuvieron valores por encima del intervalo de referencia (5.2-8.2 g/dl"'), con 13.7,
9.7,8.4,y > 12, respectivamente

Todos los individuos analizados tuvieron una concentracion de nitrégeno urémico

sanguineo (BUN, por sus siglas en ingles) a excepcion del individuo identificado
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con la letra “f” el cual esta por encima del valor maximo de referencia (7-27 mg/dl™)
con 33 mg/dI.

La globulina también estuvo alterada en la bioquimica sanguinea del dia 60 del
periodo experimental unicamente en los individuos “h, “d”, “€” y “f" con 6.7, 10.8, 5,
6 g/dI' que estan por encima del valor de referencia que es de 2.5-4.5 g/dI"'.

Al realizar las venopunciones, se pudo observar, de manera empirica, que la
capacidad de coagulacion los animales se vio disminuida a partir del dia 30 del
periodo experimental, ya que al realizar la hemostasia por compresion en el punto
de la puncion tardé mas tiempo el sangrado conforme se aumentaban los dias de
la complementacion dietaria con los acidos grasos omega 3.

Triacilglicéridos y Colesterol

Realizados los analisis correspondientes para la obtencién de los datos, se

muestran las concentraciones promedio de triacilglicéridos séricos en los dias

cero, 15, 30, 45 y 60 por sexo de cada analito.

En la figura 2 se pueden observar las concentraciones promedio de triacilglicéridos
en los individuos hembras del estudio durante el periodo experimental, donde se
observa que al dia cero y 15 comienzan con una concentracion sérica muy similar
(115 y 111 mg/dl") por encima del punto superior del intervalo (100 mg/dl'), en el
dia 30 tienen un descenso hasta los 60 mg/dl”, dentro del intervalo de referencia,
para posteriormente aumentar gradualmente a 81 y 125 mg/dl” en los dias 45 y 60

respectivamente.
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En la figura 3 se observan del dia cero al dia 60 del periodo experimental las
concentraciones séricas promedio de triacilglicéridos en los individuos machos de
este las cuales tienden a incrementar del dia cero al dia 60 (66.5 y 103 mg/dl™),
pero con fluctuaciones el dia 15 con 59.5 mg/dl”, el dia 30 con 87.75 mg/dl’ y el
dia 45 con 59.75 mg/dI"

Se realizaron los analisis correspondientes para la obtencién de los datos sobre
las concentraciones de colesterol sérico en los dias cero, 15, 30, 45 y 60 se

presentan las graficas de las concentraciones promedio por sexo.

La figura 4 muestra la concentracion promedio de colesterol sérico durante el
periodo experimental de los individuos hembras de este estudio. En la figura se
puede observar que las concentraciones promedio de colesterol sérico, durante
todo el periodo experimental, estuvieron dentro del intervalo de referencia (110 a
320 mg/dI') el dia cero la concentracion sérica promedio es de 173 mg/dl”’, esta
sufre una disminucién para el dia 15 donde se encontré en 142 mg/dl’,
posteriormente tendié al aumento en los dias 30 y 45 del periodo experimental con
150 y 176 mg/dl", respectivamente. En el dia 60 se observo la concentracion de

colesterol sérico mas baja del periodo experimental con 122 mg/dI™.

Se muestra en la figura 5 las concentraciones séricas promedio de colesterol en
los individuos machos de este estudio, las cuales se encuentran dentro del
intervalo de referencia (110-320 mg/dl"'). Se puede observar que el dia cero del

periodo experimental la concentracion sérica promedio fue de 170.75 mg/dl”,
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posteriormente incrementa a 212.5 mg/dl’, para después disminuir a 155.5 mg/dl;
a partir de este momento, comienza una tendencia al aumento en las
concentracion sérica promedio en los dias 45 y 60 del periodo experimental con
169.5 y 211.75 mg/dI”, respectivamente.
Acidos grasos omega-3
Se realizé una curva estandar para evaluar la respuesta cromatografica de los
estandares. A concentraciones de 25, 50 y 100 pyl de EPA/mI de hexano con un
coeficiente de correlacion de 98% y 50, 100 y 200 ul de DHA/mI de hexano con un
coeficiente de correlacion de 92%. En la figura 6 del anexo se muestran los picos
cromatograficos resultantes de la corrida de los estandares de estos compuestos.
Los tiempos de retencién para cada uno de los compuestos fueron:

EPA: 20 minutos 33 segundos y DHA: 31 minutos 51 segundos
Una vez establecidos los tiempos de retencidn se inyectaron las muestras del dia
cero y el dia 60 del periodo experimental y se obtuvieron los cromatogramas de
dichas muestras. Se analiz6 cada cromatograma de cada muestra en la busqueda
de los compuestos en cuestion sin encontrar ninguno de los analitos problema. En
la figura 7, que se muestra en el anexo, se observa un cromatograma en el cual no

existe evidencia de la presencia de los compuestos de interés en las muestras.

Sin embargo, durante la corrida cromatografica, se pudieron identificar algunos
otros compuestos de naturaleza lipidica saturados y poliinsaturados de
importancia, que se identificaron por su tiempo de retencién de conformidad a lo
establecido en la literatura. La relacion de los compuestos encontrados asi como

su concentracion (%mol) se muestra en los cuadros 6 y 7 a continuacion.
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Cuadro 6. Composiciéon de acidos grasos (%/mol) de suero sanguineo de los individuos en el dia cero del periodo
experimental

Individuo Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acid Acido % de
s Lauric  Miristic Palmitico Palmi Oleic Linoléic Gamalinoléico o Araquidénic Compuest
o o toléic o o Linol o 0s ho
o énic identificado
o s
A 4.21 7.68 17.99 12.1 5.52 242 49.99
9
B 10.21 3.62 18.3 1.57 17.51 48.78
1
C 2.50 16.43 17.90 13.2 0.98 41.52
4
D 4.91 4.60 8.33 4.03 1.79 73.46
E 5.19 14.33 1.35 14.8 64.32
0
F 2.01 1.68 1.10 17.8 3.01 0.06 74.39
0
G 0.20 2.48 97.25
H 0.89 15.2 1.77 1.04 81.09
2
| 3.099 1.277 19.5 76.12
07
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Cuadro 7. Composicion de acidos grasos (%/mol) de suero sanguineo de los individuos en el dia 60 del periodo

experimental

Individuo Acido Acido Acido Acido Acido A Acido Acido Acido % de
s Lauric Miristic Palmitic Palmitoleic Estearico ¢ Gamalinoleico Linolenic Araquidonic Compuest
o o o o i o o os ho
d identificado
o s
o
I
e
i
c
o
A 2.10 1.07 17.11 18.34 61.37
B 0.85 0.63 13.41 10.27 0 0.89 1.33 71.99
6
3
C 1.06 16.82 18.28 1.19 62.64
D 1.25 0.74 17.75 23.07 1.68 55.51
E 1.78 0.60 97.62
F 0.65 0.36 40.06 0.66 0.75 57.52
G 2.09 0.19 0.45 19.53 77.74
H 16.46 18.30 1.27 63.97
I 2.98 2.08 29.78 65.16
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Analisis Estadistico
En el cuadro 8 se muestra una tabla donde, de acuerdo al calculo, se observa el

numero de individuos y la potencia de cada valor de poblacion.

Cuadro 8. Nimero de individuos estimados en este estudio y su potencia de prueba

Numero de Potencia
individuos

4 0.94

5 0.98

6 0.99

7 0.99

8 0.99

9 0.99

10 0.99

Para este estudio el numero de individuos de estudio minimo para obtener una potencia
alta es n = 6 donde la potencia es de 0.99. Este estudio contd con 9 individuos con un

0.99 de probabilidad que no ocurra el error tipo Il o B-1.

Se realizd la prueba de normalidad de datos para los resultados obtenidos de
triacilglicérdos y colesterol con respecto al sexo de los sujetos de experimentacion. Se

plantearon las siguientes hipoétesis:

Ha = x no tiene una distribucion Normal

Ho = x tiene una distribuciéon Normal

Donde todos los valores fueron menores a una P>0.05 por tanto se consideran
normales, se ilustran estos datos en las figuras 8 y 9 en el anexo para los individuos

hembras (0) y machos (1), respectivamente.
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Las varianzas para las concentraciones séricas de triacilglicéridos tuvieron el valor de P
de 0.115 que es > 0.05 por tanto no se rechaza la hipétesis nula por tanto existe

igualdad en las varianzas.

Las varianzas para los datos correspondientes a la concentracion de colesterol sérico
tuvieron valores de P de 0.146 que es > a 0.05 por tanto no se rechaza la hipétesis nula

por tanto existe igualdad en las varianzas.

No existi6 diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de
triacilglicéridos entre hembras y machos cuyos valores de P son 0.000 < 0.05, por lo

que no se rechaza la hipotesis nula.

No existio diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones de colesterol
entre hembras y machos cuyos valores de P son 0.000 < 0.05, por lo que se no rechaza

la hipdtesis nula.

Se realizé un analisis de varianza univariado para la observacion del sexo de los
animales para los dias cero , 15, 30, 45 y 60 con las concentraciones de triacilgliceridos
y colesterol de cada uno de estos dias del periodo experimental con un nivel de

significancia P<0.05;

En el cuadro 9, en el anexo, se muestran las significancias obtenidas para cada uno de

los analitos en los diferentes dias del periodo experimental de acuerdo a cada sexo.

Para las concentraciones de triacilglicéridos en hembras no se rechaza la hipétesis nula

por tanto no existen diferencias estadisticamente significativas en cada uno de los
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muestreos del periodo experimental con una P<0.05, como se muestra en el cuadro 9

en el anexo.

Para las concentraciones de triacilglicéridos en machos no se rechaza la hipodtesis nula
por tanto no existen diferencias estadisticamente significativas en cada uno de los
muestreos del periodo experimental con una P<0.05, excepto para los dias 30 y 45 en
los cuales existen diferencias estadisticamente significativas al tener una P>0.05, como

se muestra en el cuadro 10 en el anexo.

Para las concentraciones de colesterol en hembras no se rechaza la hipotesis nula por
tanto no existen diferencias estadisticamente significativas en cada uno de los
muestreos del periodo experimental con una P<0.05, como se muestra el cuadro 11 en

el anexo.

Para las concentraciones de colesterol en machos no se rechaza la hipétesis nula por
tanto no existen diferencias estadisticamente significativas en cada uno de los
muestreos del periodo experimental con una P<0.05, como se muestra en el cuadro 12

en el anexo.

En el dia 60 del periodo experimental se tomaron las muestras y se transportaron de
manera cuidadosa, y en refrigeracion para que no sufrieran deterioro. Se centrifugaron
de manera normal y se obtuvo el suero de cada una de las muestras. Se observo
hemdlisis en cada una de ellas. Al realizar el analisis, se observd que las alteraciones
detectadas en los analitos para cada muestra correspondian al artefacto hemdlisis, que

principalmente se caracteriza por un aumento considerable en la concentracion de
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bilirrubinas totales, un incremento importante en la concentracion de fésforo sérico por

encima del valor superior de referencia, mas no es de relevancia diagnéstica.
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7. Discusion

En estas ultimas décadas los propietarios de animales de compafia han adquirido una
mayor conciencia sobre la importancia de la nutricion para la salud gracias al
reconocimiento creciente de la asociacion entre el alimento y algunos procesos
patolégicos como arteriopatia coronaria, hipertensién, obesidad, diabetes mellitus y
cancer. Es probable que el conocimiento creciente y las actitudes relacionadas con la
salud y la nutricion también contribuyeran a la demanda de los propietarios de animales
de compainiia por lograr una nutricion 6ptima para estos.

La disciplina de la nutricién veterinaria y su relacién con la practica de la medicina
veterinaria se han beneficiado con estos cambios. Algunos de estos cambios son con
respecto a la cantidad y calidad de alimento administrado a los animales de compaiiia.
Se han revisado algunos aspectos de las vias y funciones de los acidos grasos omega-
3 y la interaccion de estos con dos de las moléculas lipidicas mas importantes en el

metabolismo de los lipidos en el organismo: los triacilglicéridos y el colesterol sérico.

Estadisticamente hablando se observd que las concentraciones de triacilglicéridos no
tuvieron diferencias tanto a través del tiempo con respecto al sexo de los animales, asi
como la concentracion sérica por dia del periodo experimental en los individuos
hembras y machos de este estudio, sin embargo, se observa este mismo
comportamiento en los dias cero y 15 del periodo experimental, no asi para los dias 30
y 45 del periodo experimental, tal como se muestra en los cuadros 9 y 10. Se infiere
que la diferencia en la media de las concentraciones séricas de triacilglicéridos en estos

dias del periodo experimental, tal como se muestra en la figura 2, estan dadas por que
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los individuos identificados con las letras “e” y “f” son schnawzer miniatura los cuales
tienen variaciones importantes en las concentraciones triacilglicéridos séricos, esto
puede deberse a la llamada “Hiperlipidémia del Schnawzer Miniatura” que se
caracteriza por una concentracion elevada de quilomicrones (hiperquilomicronemia) tal
como es mencionado por Xenoulis (2011), Hand y colaboradores (2000) y Case y
colaboradores (2001) . Estos quilomicrones se forman dentro de las células intestinales
después de la ingesta de alimentos; estos quilomicrones difunden al torrente sanguineo
a través de la membrana basal del enterocito. En perros con este padecimiento
genéticamente mantienen baja la actividad de la enzima LPL por lo que se mantienen
los quilomicrones en el torrente circulatorio ademas de una falta de la apolipoproteina
C-Il en los quilomicrones que activa la LPL de los capilares sanguineos, lo que permite
la retencion de los quilomicrones y las VLDL intermedias, que son resultantes del
retorno al higado de los remanentes de las VLDL que se generan después de la
incorporacion de los remanentes de quilomicrones de la circulacion y los AGL y
colesterol de origen hepatico. Se ha reportado que muchos perros clinicamente
normales de esta raza se han encontrado con una hiperlipidemia persistente en ayuno
al examen clinico rutinario. No existe predileccion por sexo y la afeccién se observa
usualmente primero en Schnawzers que son mayores de los 4 afios de edad. La
hiperlipidemia esta asociada con triacilglicéridos elevados tipicamente caracterizada por
exceso de quilomicrones. La concentracion de colesterol sérico es casi normal o
ligeramente elevada. Los analisis séricos realizados en este estudio confirman la
signologia de este “sindrome” en esta raza que en la ultima década se ha vuelto tan

popular °.
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Existe evidencia a favor y en contra de la hipotesis de la mejora del aclaramiento de los
quilomicrones con complementacién dietara de DHA y EPA en humanos. Se sabe que el
aceite de pescado reduce la concentracion de triacilglicéridos en ayuno al inhibir la
produccion hepatica de triacilglicéridos-VLDL. En estudios de cinética en humanos, el
aceite de pescado disminuye la velocidad de produccién de VLDL y reduce la
produccion de apo B-100 de las células HepG2. Puesto que estas disminuyen también
la sintesis de triacilglicéridos y la secrecidon de células CaCo-2, esto no es razonable
para hipotetizar que los acidos grasos omega-3 reducen de manera importante la
secrecion de triacilglicéridos desde el intestino hacia la sangre. Sin embargo la principal
ruta de sintesis de triacilglicéridos en células CaCo-2 hepaticas es la ruta del 3-glicerol-
fosfato, no asi la ruta del monoacilglicerol que predomina en los enterocitos en una
etapa postrandial. El aceite de pescado no disminuye la absorcion de triacilglicéridos o
la secrecion de quilomicrones en ratas o la secrecidn en conejos ex vivo. Sin embargo
Willumsen y colaboradores (1993) establece que la complementacién con DHA no tiene
efectos sobre la concentracion sérica de triacilglicéridos debido ya que no aumenta el
aclaramiento de quilomicrones, no asi en la administracion de EPA en la dieta que si
mostro un efecto hipotriacilgliceridemiante debido al aumento de la oxidacion
peroxisomal y mitocondrial de los &acidos grasos, esto se determina al medir los

compuestos solubles en acido con palmitoil-L-carnitina y sustratos de palmitoil-CoA *°.

Por otro lado, Weintraub y colaboradores (1988) complementaron a seres humanos
sanos con una sustitucion isocaldrica de acidos grasos poliinsaturados omega 3 y

omega 6 para realizar la medicién de lipoproteinas en ayuno y postprandiales. Segun
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este estudio, ambos tipos de AGPI's disminuyeron las concentraciones séricas de
colesterol, triacilglicéridos, concentraciones de colesterol el VLDL vy LDL;
adicionalmente, la dieta constituyente principalmente de AGPI omega 3 disminuyd
significativamente las concentraciones séricas totales de colesterol y triacilglicéridos en
comparacion con la dieta constituyente de AGPI omega 6. Estudios previos, a este
referido, se encontraron que la disminucion de las concentraciones de colesterol HDL
estaba relacionada al a sustitucion de los acidos grasos saturados (SFA, por sus siglas
en inglés) por los AGPIl omega 3. Esto puede ser explicado por lo establecido por Harris
y colaboradores (1990), donde postulan que esto es debido a la disminucién del tamafo
de las particulas VLDL por la inhibicion de la sintesis de triacilglicéridos VLDL.
Willumsen y colaboradores (1993) mencionan que la adicién de DHA a la dieta de ratas
no tiene un efecto hipotriacilgliceridemiante, sin embargo no es asi con la adicion de
EPA ya que demostraron que existe un aumento en la oxidacién mitocondrial y
peroxisomal de los acidos grasos, asi como el aumento de la enzima diacilglicerol

aciltransferasa. 2% 4054101, 106

Con respecto a las concentraciones séricas de EPA y DHA que fueron analizadas por
cromatografia de gases y cuyo cromatograma de una muestra en el anexo, se observa
que las concentraciones son indetectables para el equipo ya que la dosis diaria
administrada a los perros fue insuficiente para que esta pudiese ser reflejada por la
técnica cromatografica, Hall y colaboradores (2006) en un estudio realizado con perros
establecen que la dosis de DHA en la dieta requerida para alcanzar el maximo de

concentracion plasmatica y detectable es de 175 mg/kg™ de peso vivo y 30 mg/kg™” de
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peso vivo de EPA para alcanzar el mismo efecto, en este estudio se administré 150
mg/dia”’ de DHA y 35 mg/dia™. En concordancia a esta posologia, las concentraciones,
tanto de DHA y de EPA no fueron evidentes en los cromatogramas de las muestras,
debido a que la cantidad proporcionada de estos acidos grasos cumplen su actividad

bioldgica incorporandose a membranas plasmaticas y/o la sintesis de eicosanoides ' 2 *>

6
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8. Conclusiones

68

La complementacion dietaria con acidos grasos omega-3 a dosis de 150 mg/dia™
de DHA y de 35 mg/dia® EPA durante el periodo experimental (dia 0 a 60) no
disminuye la concentracion sérica de los triacilglicéridos tanto en perros como en
perras de este estudio.

La complementacion dietaria con acidos grasos omega-3 a dosis de 150 mg/dia™
de DHA y de 35 mg/dia™ EPA durante el periodo experimental (dia 0 a 60) no
disminuye la concentracion sérica de colesterol tanto en perros como en perras
de este estudio.

No es posible detectar los picos cromatograficos de acido eicosapentaenoico
(EPA 20:5) ni acido docosahexaenoico DHA (22:6) con la dosis de 150 mg/dia™

de DHAy de 35 mg/dia” EPA dietaria administrada a los perros de este estudio



9. ANEXO 1

Figura 6. Cromatograma de los estandares de EPAy DHA
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Figura 7. Cromatograma que muestra los compuestos existentes en una

muestra
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Figura 8. Representacion grafica de la normalidad de datos de
triacilglicéridos de los individuos hembras de este estudio
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Figura 9. Representacion grafica de la normalidad de datos de
triacilglicéridos de los individuos machos de este estudio

Normal Q-Q Plot of Tg

for Sexo=1

Expected Normal

T T T T
o 50 100 150 200 250
Observed Value



Figura 10. Representacion grafica de la normalidad de datos de colesterol de
los individuos hembras de este estudio
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Figura 11. Representacion grafica de la normalidad de datos de colesterol de
los individuos machos de este estudio

Normal Q-Q Plot of Col

for Sexo=1

Expected Normal

T T T T T
50 100 150 200 250 300
Observed Value

72



Cuadro 9. Comportamiento estadistico de los dias del periodo experimental y
su significancia en individuos hembras de las concentraciones de
triacilglicéridos séricos

Triacilglicéridos Hembras

Dias del Intercept Significancia
periodo o]
experimental
0 0.04 < 0.05
15 0.034 < 0.05
30 0.005 < 0.05
45 0.022 < 0.05
60 0.007 < 0.05

Cuadro 10. Comportamiento estadistico de los dias del periodo experimental
y su significancia en individuos machos de las concentraciones de
triacilglicéridos séricos

Triacilglicéridos Machos

Dias del Intercept Significanci
periodo o] a
experimental

0 0.001 < 0.05

15 0.017 < 0.05

30 0.117 > 0.05

45 0.054 > 0.05

60 0.013 < 0.05

Cuadro 11. Comportamiento estadistico de los dias del periodo experimental
y su significancia en individuos hembras de las concentraciones de
colesterol sérico

Colesterol Hembras

Dias del periodo Intercept Significanci
experimental o] a
0 0.011 < 0.05
15 0.001 < 0.05
30 0.000 < 0.05
45 0.001 < 0.05
60 0.001 < 0.05
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Cuadro 12. Comportamiento estadistico de los dias del periodo experimental
y su significancia en individuos machos de las concentraciones de
colesterol sérico

Colesterol Machos

Dias del Intercept Significancia
periodo o]
experimental
0 0.000 < 0.05
15 0.03 < 0.05
30 0.016 < 0.05
45 0.000 < 0.05
60 0.005 < 0.05

Cuadro 13. Valores de las concentraciones séricas de triacilglicéridos de individuos hembra
durante el periodo experimental

Triacilglicéridos (mg/dl)

Dias 0 15 30 45 60
A 116 62 77 85 108
D 48 31 22 26 66
E 151 237 81 97 200
G 103 122 66 153 160
H 157 106 51 44 91
Medi 111.

a 115 6 594 81 125
DE 43.8 78.7 239 496 54.2

6 7 2 2 6
Valor de referencia: (10-100mg/dl)

Cuadro 14. Valores de las concentraciones séricas de triacilglicéridos de individuos macho
durante el periodo experimental

Triacilglicéridos mg/dl

Dias 0 15 30 45 60
B 51 41 55 45 52
Cc 69 33 39 57 98
F 79 80 208 23 144
| 68 76 49 114 118
Medi 66.7 87.7 59.7

a 5 675 5 5 103
DE 116 239 804 388 388
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2 5 4 1 7
Valor de referencia: (10-100mg/dl)

Cuadro 15. Valores de las concentraciones séricas de colesterol de individuos hembra
durante el periodo experimental

Colesterol mg/di
Dia 0 15 30 45 60

173 142 156 176 122
173 195 170 114 196
170 264 198 215 229
162 182 173 150 195
180 230 135 160 229
Me 171 202 166 194
dia .6 .6 4 163 2
DE 65 46. 23. 36. 43.
0O 57 18 92 70

Valores de referencia 110-320 mg/d|

IGMmMO>Pon

Cuadro 16. Valores de las concentraciones séricas de colesterol de individuos machos
durante el periodo experimental

Colesterol mg/di

Dias 0 15 30 45 6
0
B 176 200 154 148 1
5
7
C 176 184 208 176 2
6
1
F 189 282 67 183 2
6
1
| 142 184 193 171 1
6
8
Medi 2
a 1
1

170.7 212. 155. 169.

DE 2012 469 632 15.1
4 4 5

~NOorOon N
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Valor de referencia 110-320 mg/dl
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