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1. RESUMEN

Se sospecha que la obesidad puede contribuir al desarrollo de la enfermedad renal cronica,
sin embargo, no se conocen biomarcadores que predigan su transcurso, lo que supone un
importante impedimento a la hora de desarrollar un correcto prondstico para revertir su
progresion, ademads, existen ciertas evidencias de que la menopausia puede contribuir y
empeorar la situacion de dislipemia asociada a la obesidad en la patologia renal. En el
presente estudio, se partié de un modelo animal de ratén donde se le aplicd una dieta con
alto contenido en grasas (HFD) durante 6 meses. El experimento estuvo segregado por
sexos, donde ademas, a un grupo de hembras se les retiraron los ovarios para simular la
condicidén de menopausia. Se realizd un mapeo exhaustivo del perfil lipidico del tejido
renal de todos los grupos, aislando e identificando los acidos grasos esterificados en 4
clases lipidicas mayoritarias, 3 tipos de fosfolipidos y los triglicéridos, con el fin de
encontrar posibles variaciones que pudieran servir como biomarcadores. Los resultados
manifestaron varios candidatos a biomarcadores lipidicos, de los que se extrajeron indices
que podrian servir como indicadores de estrés oxidativo y predisposicion proinflamatoria
en ambos sexos: el indice 16:0/18:1n-9 de los triglicéridos, el indice ARA/DGLA en el
perfil general y un plasmaldgeno de etanolamina (18:0 DMA). Ademas, las conclusiones
obtenidas a partir del andlisis lipidémico sugieren que la menopausia puede potenciar los

efectos nocivos de la obesidad y contribuir a la progresion de la enfermedad renal cronica.

Palabras clave: Obesidad, enfermedad renal cronica, menopausia, biomarcadores
lipidicos predictivos, indice 16:0/18:1n-9, indice ARA/DGLA, plasmalégeno de

etanolamina.

2. ABSTRACT

It is known obesity can affect the development of chronic kidney disease; however, no
potent biomarkers are known to predict the course of this, which is an important
impediment to develop a correct prognosis to reverse its progression, in addition, there is
certain evidence that menopause can contribute to and worsen the situation of
dyslipidemia associated with obesity in the kidney pathology. In the present study, we
started from a mouse animal model fed a diet with a high fat content (HFD) applied for 6
months. The experiment was segregated by sexes, in addition, the ovaries of one female
group were removed to simulate the condition of menopause. An exhaustive mapping of
lipid profiles as well as the fatty acid extraction and identification of 4 major lipid classes,

3 phospholipids and triglycerides, was carried out in kidney tissue of all groups assayed,



so as to find possible variations that could serve as biomarkers. The results revealed
possible candidates for lipid biomarkers from which indices were extracted that could
serve as indicators of oxidative stress and pro-inflammatory predisposition in both sexes:
the 16:0/18:1 n-9 index, the ARA/DGLA index and an ethanolamine plasmalogen (18:0
DMA). In addition, the conclusions obtained from the lipidomic analysis suggest that
menopause can potentiate the harmful effects of obesity and contribute to the progression

of chronic kidney disease.

Key words: Obesity, chronic kidney disease, menopause, predictive lipid biomarkers,

16:0/18:1 n-9 index, ARA/DGLA index, ethanolamine plasmalogen.

3. INTRODUCCION

3.1 Asociacion entre el sindrome metabdlico y enfermedad renal cronica.

El sindrome metabolico (SM) es una condicion caracterizada por la presencia de al menos
3 de los siguientes factores: aumento de la presion arterial, intolerancia a la glucosa o
diabetes, niveles elevados de triglicéridos (TAG), baja concentracion de proteinas de alta
densidad (HDL), un estado proinflamatorio y protrombdtico persistente y una relacion
oxidativa/antioxidante alterada (Gluba et al., 2013). Desde hace unos afos, diferentes
estudios han demostrado una clara relacion entre el SM y el riesgo de desarrollar
hipertension, resistencia a la insulina y una mayor tasa de proteinuria y albuminuria,

factores a su vez asociados a una peor funcion renal (Francisco et al., 2018; Praga, 2006).

En la glomerulopatia asociada a la obesidad se producen dafios que van mas alld de
desajustes metabolicos (dislipemia o la diabetes) o hemodindmicos (hipertension
arterial), donde un actimulo de lipidos ectopicos en las células renales (mesangliales,
tubulares y podocitos) produce un fendmeno conocido como “lipotoxicidad”,
aumentando la tension glomerular, transformando las células mesangliales en células
espumosas (llenas de lipido y atrofiadas), produciendo resistencia a la insulina y atrofia
de los podocitos, un aumento de la gluconeogénesis en las células tubulares, albuminuria
y proteinuria (Ertunc & Hotamisligil, 2016). Ademas, la sobreexpresion de la enzima
COX-2 en el tejido vascular renal y la sintesis aumentada de citoquinas y eicosanoides
proinflamatorios, como PGE2, PGD2 y TXA2, da lugar a un ambiente oxidante y

citotoxico, sometiendo a las células renales a una situacion cada vez mas alejada de la



homeostasis y contribuyendo a la pérdida lenta y progresiva de la funcién renal, lo que se

conoce como enfermedad renal cronica (ERC) (Dasilva & Medina, 2019; Imig, 2006).
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Figura 1. Fisiopatologia del glomérulo renal causado por el acamulo
de lipidos ectdpicos en la ERC (Vries et al., 2014)

A pesar de los esfuerzos, aiin se desconoce la patogenia del dafio renal en la obesidad/SM
(Gluba et. al., 2013; Vries et al., 2014), ademas, se ha observado que la ERC tiene una
prevalencia considerable en las mujeres postmenopausicas con SM, por lo que los
estrogenos producidos en las células del foliculo ovarico podrian tener un efecto protector
en el tejido renal ante un aumento desproporcionado de colesterol, LDL, VLDL y
triglicéridos (TAG) (Ahmed, 2017). A pesar de que existe una amplia bibliografia sobre
los lipidos ectdpicos y su patogénesis en la ERC, los cambios en los lipidos estructurales
y el mapeo de la esterificacion de los 4cidos grasos en cada clase lipidica no han sido bien
estudiados, centrandose la mayoria de los ensayos en la caracterizacion de colesterol,
lipoproteinas, TAG y acidos grasos libres (Henry et al., 2021; Gai et al., 2019; Bulbul et
al., 2018).

3.2 Generalidades sobre los lipidos y su potencial patogénico en procesos de

enfermedad.

Los fosfolipidos, junto al colesterol, controlan la mayoria de los pardmetros fisicos de las

membranas celulares; como la fluidez, la permeabilidad, la curvatura, la tension, el



empaquetamiento, el grosor y, por consiguiente, también el comportamiento de las
proteinas integrales (Bestard-Escalas et al., 2019), por lo que una alteracion a nivel de
membrana podria desembocar en cambios drasticos en la dinamica y estructura celular,

que podrian ser clave en el transcurso de la enfermedad.

Figura 2. Principales rutas de metabolismo, movilizacion y biosintesis de las
diferentes clases lipidicas (Bestard-Escalas et al., 2019)
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Los fosfolipidos y triacilglicéridos pueden sintetizarse de novo a partir de precursores comunes de acido
fosfatidico o diacilglicerol mediante la denominada "via Kennedy". El acido fosfatidico se sintetiza
mediante la adicion sucesiva de dos acil-CoAs grasos al glicerol-3-fosfato, un producto de la glucolisis.
Luego, el acido fosfatidico se puede convertir en CDP-diacilglicerol, que se usa en la sintesis de
fosfatidilinositol o cardiolipina, o se puede desfosforilar en diacilglicerol para la sintesis de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, asi como triacilglicerol. Las cabezas polares de
fosfatidiletanolamina, colina y serina pueden interconvertirse mediante reacciones de intercambio,
descarboxilacion y metilacion. El equilibrio entre el acido fosfatidico (PA) y el diacilglicerol (DAG) es
un centro metabolico que une la sintesis de los principales fosfolipidos y triacilglicéridos.

Se ha demostrado, tanto in vitro como in vivo, que exponer a las membranas de
mamiferos a lipidos de la dieta, conduce a una robusta remodelacion del lipidoma en un
intento de salvaguardar las propiedades fisicas y preservar los fenotipos funcionales de
las mismas (Levental et al., 2020: Zarate et al., 2017). Los ensayos realizados con acidos
grasos de cadena larga altamente insaturados (LC-PUFA) han mostrado que éstos se
incorporan a las membranas plasmaticas, sugiriendo que la maquinaria de esterificacion
de las células de mamifero clasifica a los lipidos dietarios con un patrén general y
consistente, incorporando a sus fosfolipidos preferentemente aquellos 4cidos grasos que

poseen alto numero de carbonos (mayor o igual a 20 4&tomos de carbono) e insaturaciones



(3 6 mas); como EPA (eicosapentaenoico; 20:5n-3), DHA (docosahexaenoico; 22:6n-3)
y ARA (araquidonico; 20:4n-6), en la posicidon sn2 y un acido graso saturado; como
palmitico o estedrico, en la posicion snl. En los TAG, sin embargo, se esterifican
preferentemente aquellos acidos grasos con menor estado oxidativo o mayor estado
energético, es decir, los saturados con 18 o menos atomos de carbono; como el palmitico
(16:0) y el estearico (18:0), monoinsaturados; como el oleico (18:1n-9), diinsaturados
como el linoleico (18:2n-6) e incluso triinsaturados, como el linolénico (18:3n-3), aunque
estos dos ultimos también poseen un caracter estructural, pudiendo empaquetarse como

fosfolipidos (Chen et al., 2020; Bestard-Escalas et al., 2019).

Los DMAs (dimetil-acetales) son compuestos derivados de la transmetilacion en el
proceso de conversion y volatilizacion de los acidos grasos en ésteres metilicos de acidos
grasos (del inglés FAMEs). Estos compuestos, en su forma biologica, se encuentran
empaquetados en la célula en forma de lo que se conoce como plasmaldgenos, y a
diferencia de los 4cidos grasos presentes en glicerofosfolipidos comunes (que se unen al
esqueleto de glicerol mediante enlaces tipo éster), los plasmaldgenos contienen una
cadena de alquilo unida a vinil-éter en la posicion sn-1 y, tipicamente, una cadena de acilo
graso poliinsaturado en la posicion sn-2 (Paul & Meikle, 2019). En las vainas de mielina
de la sustancia blanca de los plexos nerviosos, abundan los plasmaldgenos de etanolamina
(PlsEtn), mientras que en el misculo cardiaco abundan los de colina (P1sCho) (Braverman
& Moser, 2012). La presencia de plasmaldgenos también se ha relacionado directamente
con el factor activador de plaquetas y con importantes actividades mediadoras de
proteccion en patologias cardimetabdlicas y neurodegenerativas (Dorninger et al., 2020,

Paul et al., 2019, Braverman & Moser, 2012), pero no han sido estudiados en la ERC.
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Figura 3. Estructura quimica de un plasmalogeno de
fosfatidiletanolamina (Carrero & Herrdez, s.f)

La dindmica de esterificacion de los 4cidos grasos y plasmaldgenos en diferentes clases
lipidicas no es homogénea, sino que varia de acuerdo con sus funciones y dependiendo

de diversos factores, como por ejemplo la dieta, la actividad metabodlica del tejido y la



estructura espacial y funcional de la célula, entre otras (Yang & Fairn, 2018), lo que

sugiere que este perfil también podria ser susceptible a modificarse durante el transcurso

de una enfermedad o una dieta desbalanceada (Zarate et al., 2017).

3.3 Relacion entre los acidos grasos y la inflamacion.

El equilibrio entre los 4cidos grasos omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6), sobretodo de los LC-

PUFA n-6; como ARA y n-3; como EPA y DHA, tiene repercusion directa en la mayoria

de los procesos fisioldgicos a diferentes niveles.

—

————p PGE,
Endotelio y
COX 1/2 Cox 1/2 linfocitos PGD
» PGG, » PGH, » PROSTAGLANDINAS ’ 2
> .ﬁ r—— PGFZa
%
° B > PG,
33 —
=3
‘o
°© > TROMBOXANQS =—> TXAS ——p TXA,
ARA Enzimas —> LTB,
5-LOX Deshidratacion especificas
——> 5-HPETE > LTA, > LEUCOTRIENOS [ TG4
» LTD,
1210* ——p | TE, _
Lipoxina XA, )
15-LOX 5-LOX hidrolasa
ooy 15-S-HPETE == 5-6-epoxytetra€no ===—p LIPOXINAS -
LXB,4
CYP2C /CYP2J SEH
> EETs > DHETs
CYP450
CYP4A
DHETs
.
Resolvina E2 (RvE2)
CYP450
ASA-COX-2 5-LOX (leucocitos)

EPA =

CYP450
ASA-COX-2

15-LOX
DHA =

12-LOX

14S-HpDHA

18R-H(p)EPE == 5S-H-18-H(p)EPE
Resolvina E1 (RvE1)
Intermediari 5A0% (AT) Resolvina D1 (RvD1)
n ediario
17R{S}-hydroxy 5-Loy (AT) Resolvina D2 (RvD2)
Epoxidacion

> 17R(S)-HDOHE

Epoxidacion

—_

e

13S, 14S epoxy-
maresin

N 10t (AT) Resolvina D3 (RvD3)

Intermediario
45(5) epoxy-
17R(S)-hydroxy 5oy (AT) Resolvina D4 (RvD4)
Hidrdlisis

16(17)-epoxy- enzimatica

docosatrieno

Protectina D1
(Neuroprotectina D1)

Hidrdlisis

L r——)  \aresina 1 (MaR1)
enzimatica

ey Maresina 2 (MaR2)
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Estos 4cidos grasos poliinstaurados de cadena larga (del inglés, LC-PUFA), pueden
interaccionar con factores de transcripcion nucleares que controlan mecanismos criticos
para la vida, entre ellos: factores moduladores de la inflamacion del sistema kappa B (NF-
kB), factores moduladores de receptores que intervienen en la homeostasis lipidica, la
lipogénesis y el nivel de TAG en plasma; como la proteina de unién a elementos
reguladores de esterol (SREBP) y el receptor activador de la proliferacion del peroxisoma
(PPARSs) (Zarate et al., 2017). E1 ARA es el precursor de un nimero elevado de sustancias
proinflamatorias como leucotrienos (LTs); protaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs)
(Cantu et al., 2017), mientras que EPA y DHA son precursores de otros eicosanoides y
docosanoides con propiedades antiinflamatorias, antitrombicas y antiarritmicas, como las
maresinas (MRs), protectinas (PDs) y resolvinas (RVs). Diferentes estudios han
demostrado que el equilibrio entre ambos derivados n-3 y n-6 determinan en gran
proporcion, junto al sistema NF-kB (Dasilva & Medina, 2019), la intensidad y duracién
de la respuesta inflamatoria (Serhan & Levy, 2018).
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La mayoria de los herbivoros terrestres (u omnivoros, en el caso del ser humano) poseen
la maquinaria enzimatica (elongasas-desaturasas) que permiten la sintesis de ARA, EPA
y DHA a partir de sus precursores vegetales de 18 carbonos; el 4cido linoleico (LA, 18:2n-
6) para dar lugar a ARA (20:4n-6) y el acido linolénico (ALA, 18:3n-3) para dar lugar a
EPA (20:5n-3), y este a su vez a DHA (22:6n-3). Las enzimas permiten la elongacion y
desaturacion de los precursores 18C, pero no hay descritos procesos que regulen su
afinidad hacia ALA o LA, de tal manera que ambos tipos de enzimas actuan
indistintamente para ambos sustratos, estando ligeramente aumentada hacia la sintesis de
ARA en animales terrestres y hacia la sintesis de EPA en animales marinos (Lee et al.,
2016). Por otro lado, los estudios realizados hasta la fecha indican que la capacidad para
producir EPA y especialmente DHA a partir de sus precursores es muy limitada en el ser
humano (Burdge & Calder, 2005; Brenna, 2002), lo que dificulta poder regenerar perfiles
tisulares de acidos grasos que se ven modificados en determinadas patologias (Zarate et

al., 2017).

Se estima que para un efecto 6ptimo en la salud, el aporte lipidico dietario debe tener un
ratio omega 6:omega 3 en una proporcion 5:1, sin embargo, debido al actual consumo
excesivo por parte de la poblacion occidental, de carnes de herbivoros terrestres y
derivados de semillas oleaginosas como pastas, productos derivados del maiz, girasol,
trigo, soja y cebada (altamente ricos en omega 6, como el acido linoleico), acompafiado
de un bajo consumo de productos de origen marino y productos vegetales de hoja verde
(ricos en omega 3, como el EPA y DHA o el acido linolénico), ha producido que esta
proporcion se encuentre actualmente en torno a 25:1 (Zarate et al., 2017), lo que se
traduce en una predisposicion hacia un estado metabolico proinflamatorio y protrombico,
suponiendo un importante factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y metabolicas (Khan et al., 2021; AbuMweis et al., 2021; Jang & Park.,
2020), y que incluyen a la reciente enfermedad covid-19 (Chang et al., 2020).

En esta linea, los 4cidos grasos omega 3 y 6 podrian actuar potencialmente como
marcadores preclinicos de dafo renal, debido a que su composicion en los tejidos esta
condicionada fundamentalmente por la dieta, y sus efectos fisiologicos sobre la
inflamacion y regulacion en multitud de mecanismos inherentes a la vida (mas alla que
el mero aporte de propiedades fisicas a la membrana), han sido demostrados en diferentes
enfermedades, desde el cancer, hasta el Alzehimer (Zarate et al., 2017). Por otro lado,

tanto los fosfolipidos como los triglicéridos interaccionan con otras moléculas organicas



y pueden actuar como potentes sefiales para regular la transcripcion de elementos
esenciales para la vida (Mecatti et al., 2020; Afshinnia et al., 2018), lo que abre las puertas
a la lipidomica para dilucidar la posible relacion de la enfermedad renal crénica y el perfil

de clases lipidicas y de 4cidos grasos del tejido renal.
3.4 Lipotoxicidad renal

A pesar de que las vias por las que la obesidad inducen a desarrollar ERC son
desconocidas, la fisiopatologia asociada la lipotoxicidad renal producida por el acimulo
de lipidos ectopicos ha sido estudiada en distintos modelos celulares y animales (murino
y grandes animales) y en humanos. En todos los casos, se observd que la obesidad se
asociaba a glomerulomegalia (hipertrofia de los glomérulos), que da lugar a
hiperfiltracion y a un aumento de la tensién glomerular. Estas condiciones inducen un
proceso de compensacion de las fuerzas, que produce hipertrofia de los podocitos con el
fin de cubrir las secciones agrandadas y desnudas del mechdn capilar, sin embargo, estas
células no son capaces de adaptarse de una manera correcta, produciendo
glomeruloesclerosis segmentaria focal secundaria, que da lugar finalmente al
desprendimiento del mechon capilar y la perdida de funcionalidad del glomérulo (Ertunc

& Hotamisligil, 2016; Vries et al., 2014).

La situacion de lipotoxicidad se ve agravada también por la presencia de metabolitos de
lipidos toxicos como diacilglicéridos y ceramidas, que cambian el ambiente redox a un
estado mas oxidado, reduciendo la funciéon mitocondrial y su capacidad de oxidar lipidos
(Vries et al., 2014). El exceso de acidos grasos libres trasladados desde la albumina
hepatica activa otro proceso de adaptacion centrado en la expresion de receptores mTOR
y receptores LDL, ApoB y ApoE en un intento de compensar la absorcion de sodio y
albumina. Estas sefiales inducen al crecimiento y activacion continua de rutas anabdlicas
como la gluconeogénesis tubular, que desemboca en un aumento de la resistencia a la
insulina y la estimulacion en la captacion de acidos grasos libres, aumento de tension de
los podocitos e hiperfiltracion. La inflamacion a través de la liberacion de IL-6 y TNF-a
por parte de los monocitos en el tejido renal, cumple un rol fundamental en la
fisiopatologia, ya que evita la regulacion normal de la retroalimentacion del receptor de
LDL, lo que conduce a una acumulacion de lipido sin oposicion y a la induccion de los
efectos nocivos antes mencionados (Vries et al., 2014). Existen muchas evidencias de que
la grasa ectopica hepatica estd asociada a la ERC, lo que sugiere que una condicion que

de lugar al clasicamente conocido como ‘“higado graso”, podria producir también



lipotoxicidad glomerular, patologia a la que recientemente le ha sido otorgado el nombre
de “rifién graso”.

Sin embargo, la patogenia de la lipotoxicidad a nivel renal no se conoce con detalle, por
lo que un analisis lipidémico exhaustivo del tejido renal en la obesidad podria dar una

idea tanto de las causas de dafio renal asociadas al deposito de lipidos como de posibles

biomarcadores de enfermedad renal.
4. HIPOTESIS

- La obesidad induce un distinto perfil lipidomico en el tejido renal, en especial en su
perfil de clases lipidicas, y en el perfil de 4cido grasos de los lipidos totales y de los acidos

grasos esterificados en las distintas clases lipidicas.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

e Obtener biomarcadores lipidicos utiles a partir de los cambios que se producen en el
perfil de clases lipidicas y de acidos grasos de diferentes fosfolipidos de membrana y
triglicéridos renales cuando se administra una dieta comercial (SD) y una dieta con

alto contenido calorico (HFD).

5.2 Objetivos especificos.

Verificar si la actividad metabdlica y susceptibilidad inflamatoria en base a la

lipidomica renal varia dependiendo del sexo.

e Determinar cudl es la dindmica de esterificacion de los acidos grasos entre clases

lipidicas polares y neutras y si ésta varia entre ambos sexos.

e Verificar si se producen alteraciones en el perfil de clases lipidicas y de acidos
grasos esterificados dentro de las mismas clases lipidicas, con la administracion
de la dieta HFD. Observar ademas, si estas alteraciones dan lugar a un perfil mas

proinflamatorio o protrémbico.

e Verificar si la retirada de los ovarios en hembras favorece el perfil lipidico

inflamatorio tras la administracion de una dieta hipercalorica.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Disefio experimental y dietas

El presente trabajo forma parte de un proyecto en marcha, con financiacion competitiva,
financiado por el ISCIIIL, FIS P119/01756; IP: Esteban Porrini, Co-IP: Manuel Hernandez
Guerra, colaboradores, Ana Rodriguez Rodriguez, Sergio Luis Lima, del Laboratorio de
Funcion Renal de la Facultad de Medicina de la ULL, del que recientemente se ha hecho
una publicacion que ha sido aceptada. La mayor parte del andlisis lipidomico que se
presenta en este estudio se realizd en el laboratorio del grupo Nuthralipids, en el
departamento de Biologia Animal, Edafologia y Geologia de la ULL bajo la supervision
de la Dra Covadonga Rodriguez Gonzalez. En el presente estudio, se trabajoé con muestras
de extracto de lipido total y con datos previos de perfiles de clases lipidicas de tejido renal
de diferentes ratones (Mus musculus) de la cepa consanguinea B57BL/6, por su alta
susceptibilidad a la obesidad inducida por la dieta y su fondo genético estable y conocido
(The Jackson Laboratory, s.f.). A partir de estos extractos lipidicos, el autor del trabajo
realiz6 el aislamiento de las distintas clases lipidicas de interés, la obtencién e
identificacion de los perfiles de acidos grasos de las mismas, y el tratamiento estadistico

de los datos, ademas de la elaboracion del presente documento.

El equipo perteneciente al proyecto antes nombrado se encargd de la estabulacion durante
el periodo que dur6 la experimentacion, asi como del sacrificio de los animales y de la
extraccion del lipido total. Los animales fueron sacrificados tras 6 meses de
experimentacion en el Animalario del Servicio General de Apoyo a la Investigacion
(SEGAI) de la Universidad de La Laguna, siguiendo el disefio experimental que se

describe a continuacion.

Se extrajeron muestras de un total de 95 animales, de los que se seleccionaron 24 para
este trabajo, 8 machos (M) y 16 hembras (F). Los ratones de aproximadamente 6 semanas
de edad al inicio del estudio, fueron alojados en jaulas a 22 °C, bajo un ciclo de luz-
oscuridad de 12 h y una humedad relativa del 50%. El cuidado de los animales se llevo a
cabo de acuerdo con las directrices institucionales en cumplimiento del Real Decreto
53/2013, de 1 de febrero, (BOE, 8 de febrero de 2013, n: 34, p. 11370-11421) y las leyes
y politicas internacionales (Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 22 de septiembre de 2010), relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos, y aprobadas por el Comité de Etica de la Investigacion y de Bienestar Animal

(CEIBA) de la Universidad de La Laguna, Espafia.
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Figura 6. Disefio experimental

Los ratones fueron alimentados ad libitum con agua y con una dieta alta en grasas (HFD),
para inducir la obesidad o con una dieta estandar (SD). En la HFD, las calorias proceden
de las proteinas (20%), los hidratos de carbono (20%) y las grasas (60%), incluyendo 232
mg de colesterol (manteca de cerdo y colorante azul); para un total de 5,24 kcal por gramo
(Research Diets, D12492). En SD, las calorias proceden de las proteinas (20%), los
hidratos de carbono (67%) y las grasas (13%) (Teklad global diet, Envigo). Los animales
fueron pesados una vez a la semana. Antes de cada procedimiento, se realizaron también
pruebas de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT), pruebas de tolerancia a la
insulina (ITT) y funcion renal, con el aclaramiento plasmatico deliohexol. Para recoger
la orina de 24 horas, los ratones se alojaron en jaulas metabolicas antes de finalizar el
experimento. La albiimina y la creatinina urinarias se determinaron mediante ensayos
comerciales (Exocell, Philadelphia, PA; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Los
ratones fueron sacrificados mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital (50

mg/kg).

Se recogid la sangre y se separ6 el suero. Se pesaron los rifiones, de manera que uno fue
inmediatamente congelado a -80°C, para el andlisis lipidomico que constituye el objetivo

de este estudio, y el otro se incrustd en parafina para analisis histologicos. La duracion
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del experimento fue de 180 dias. En el dia 60, un grupo de ratones hembra fueron
ovariectomizados (OVX). Asi, se estudiaron 2 grupos de machos (M-SD y M-HFD) y 4
de hembras (F-SD, F-SD-OVX, F-HFD y F-HFD-OVX), que han sido tratados por

separado.

En los analisis del perfil de clases lipidicas y el perfil de acidos grasos del lipido total
previamente realizados y cedidos por los investigadores Ana Rodriguez Rodriguez y
Sergio Luis Lima, se seleccionaron todos los animales disponibles por grupo. Sin
embargo, para el presente trabajo, nos centramos en el mapeo de los 4cidos grasos
esterificados en las clases lipidicas, donde se ha escogido un subgrupo de 4 individuos
por tratamiento (n = 4) y analizado el perfil de los 4cidos grasos esterificados en 4 clases
lipidicas mayoritarias y aisladas de cada extracto de lipido total: fosfatidilcolina (PC),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamina (PE) y triglicéridos (TAG), de tal manera que
el nimero total de perfiles de acidos grasos procesados fue de 96 (4 individuos x 6

tratamientos x 4 clases lipidicas).

6.2 Extraccion de lipido total.
Todos los procesos descritos a continuacion se realizaron en presencia de hielo para evitar
la degradacion de los tejidos. Se procedio a la extraccion de los lipidos segiin el método
Folch (1957), descrito por Christie en 2003. Se recogid el riidn entero, previamente
pesado, tomando 10 mL de cloroformo:metanol (2:1, v/v) por gramo de tejido. A
continuacion, se homogeneizéd el tejido con 1/3 de cloroformo:metanol (2:1, v/v),

batiendo con el Virtis Rotor unas 6 veces.

Se trasvaso el liquido del homogenizado a un tubo de ensayo con un embudo y un filtro
previamente lavado con cloroformo:metanol (2:1, v/v), sin dejar caer restos del tejido. Se
afiadi6 otro tercio de cloroformo:metanol al potter y se volvid a batir, vertiendo todo,
liquido y tejido, sobre el filtro. Se lavé el potter y el homogeneizador con el tercio de
cloroformo:metanol restante y se volvid a verter sobre el filtro. Una vez filtrado todo el
contenido, el filtro se lavo aproximadamente con un 1 mL de cloroformo:metanol (2:1,
v/v). A continuacion, se afiadié 1/4 del volumen total de extracto (2,5mL) de KCI (0,88%
w/v) al filtrado resultante, se agitd6 fuertemente y se centrifugd a 2000
revoluciones/minuto durante 5 minutos. Se eliminé la fase superior y la interfase con la
punta de la pipeta, transfiriendo la parte inferior a un tubo limpio. Se evaporé la fase
inferior con el vaporizador de nitrogeno, dejando aproximadamente 1 mL y se trasvaso a

un bote pequefio previamente marcado y pesado, realizando 3 lavados de 300 pL del tubo
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de origen para asegurarnos el arrastre de todo el lipido al bote pequefio. Se evapora
totalmente el bote pequeno para eliminar por completo el cloroformo:metanol y se
colocan en vacio y oscuridad durante un dia entero. Pasado este tiempo, se volvieron a
pesar de nuevo los botes para calcular la cantidad de lipido, que se redisolvié a una
concentracion de 10 mg/mL con cloroformo:metanol (2:1, v/v) al 0,01% de BHT
(Butilhidroxitolueno), un antioxidante para evitar la degradacion de los lipidos.
Finalmente, se sellaron con nitrogeno y se guardaron en un congelador a -80 °C.
6.3. Extraccion lipidica de los piensos.

Después de moler los granos para tener un polvo fino, se pesaron 100 mg de pienso y se
afiadié 0,5 mL de agua destilada para su hidratacion, durante media hora en la nevera y
con una atmosfera de N> para evitar la oxidacion. Posteriormente, se le afiadi6 a cada tubo
5 mL de cloroformo:metanol (2:1, v/v), se homogenizé con el Virtis Rotor y se dejo actuar
durante toda la noche con atmoésfera de No. Al dia siguiente, se anadieron 5 mL de
cloroformo:metanol (2:1, v/v) y se homogeneizé dos veces, afiadiendo posteriormente 2,5
mL de KCI (0,88% w/v). A continuacidn, se siguieron los mismos pasos descritos en la
extraccion del lipido del riion. Ademas, se pesaron 100 mg de pienso y se determind el
% de humedad, dejando la muestra en una estufa a 110 °C durante un dia entero, para

poder calcular la proporcién de mg de lipido por cada 100 mg de pienso seco.

6.4 Determinacion de las clases lipidicas.
La separacion de las diferentes clases lipidicas del lipido total se llevé a cabo mediante
cromatografia en capa fina de alta resolucion en placas de HPTLC (High-performance
thin-layer chromatography), mediante un doble desarrollo unidimensional (Olsen &
Henderson, 1989). Como fase movil, se utilizd primero una disolucion para separar los
lipidos polares, consistente en isopropanol, cloroformo, metilacetato, metanol y KCl al
0,25% (5:5:5:2:1,8 en volumen). Una vez desarrollada la placa hasta la mitad, se
introdujeron en vacio para eliminar todo resto de solventes y posteriormente se prepard
otra fase movil para separar los lipidos neutros, consistente en hexano, éter y 4cido acético

(20:5:0,5), desarrollando la placa hasta el final, para separar las clases lipidicas neutras.

Una vez desarrolladas las placas, se tifieron de forma homogénea con una solucion de
acetato cuprico y acido ortofosforico en metanol y se quemaron en una estufa a 160°C
durante 15 minutos. Las placas se escanearon en el CAMAG TLC Visualizer (CAMAG,
Muttenz, Suiza), disponible en los laboratorios del grupo Nutrahlipids, mediante el

software winCATS version 1.4.4, con el fin de determinar las bandas de las diferentes
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clases lipidicas por densitometria. Su procesamiento y cuantificacion se realizé6 mediante
el software VideoScan version 1.02, de forma que se obtuvo la proporcion de cada clase
lipidica de la muestra.
6.5 Determinacion del perfil de acidos grasos (FAMES).

Se realizo la transmetilacion de una cantidad del extracto de lipido total (maximo 1 mg),
con el objetivo de obtener los acidos grasos libres y metilados (del inglés Fatty acid
methyl esters; FAMESs), a partir de las clases lipidicas donde se encuentran esterificados.
La transmetilacion se realiz6 afiadiendo al lipido total 1 mL de tolueno y 2 mL de metanol
y 4cido sulfurico al 1% (v/v). El lipido total con los solventes fue incubado en oscuridad
durante 16 horas en una manta calefactora a 50 °C. Una vez trascurrido este tiempo, se
realiz6, primero una extraccion con Hexano: Dietiléter (1:1) y KHCO3 al 2% (w/v),
centrifugando a 2000 rpm durante 5 minutos, posteriormente, se realizd una segunda
extraccion solo con Hexano:Dietiléter (1:1), que se volvid a centrifugar. En cada
extraccion se forman dos fases, encontrandose los FAMEs en la fase superior del tubo.
Previamente, se habia afiadido un 5% de estandar interno (19:0, 4cido graso que no esta
presente en la muestra) para determinar los mg de acidos grasos presentes en cada muestra
(mg de acidos grasos totales/ 100 gramos de pienso fresco), no obstante, los perfiles de
cada acido graso, tanto en rifion como en pienso, se dieron finalmente en porcentaje (%)
de area relativa. La purificacion de los FAMEs se llevo a cabo por cromatografia en capa
fina (TLC de 20 x 20 cm x 0,25mm), utilizando como fase movil una mezcla de hexano,
éter y acido acético (90:10:1, v/v/v). Una vez desarrolladas las placas, se tifieron con
iodina (al 1% en cloroformo) por el lateral donde se encuentra el estandar y en la parte
superior donde se ubica el BHT, pudiendo de esta forma, saber la localizacion de los
FAMEs. Posteriormente, éstos fueron extraidos de la placa raspando la silice y
afiadiéndoles Hexano:Dietiléter (1:1, v/v). Una vez retirada la silice, los FAMEs fueron
redisueltos en hexano y almacenados en viales de cristal, bajo atmdsfera de nitrogeno,
hasta su posterior determinacion mediante un cromatografo de gases (TRACE-GC
Thermo Scientific, Milan, Italia) y el software ChromQuest 5.0. Esto es posible gracias a

que los FAMEs poseen mayor volatilidad que los acidos grasos libres, pudiendo entonces

ser analizados mediante esta técnica (Christie, 2003).

La resolucion de los FAMEs por el cromatografo se consigue gracias a la interaccion que
se produce entre los dcidos grasos y la fase estacionaria de la columna, siendo arrastrados

por la fase movil (Helio, en este caso), que, sometidos a una programacion de temperatura
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creciente (disponible en Diaz Lopez, 2010) proporcionada por un horno, permite separar

los FAME:s en funcién de su polaridad.

Figura 6. Cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas

La identificacion de cada acido graso se realizd con ayuda de un patréon multiestandar,
que incluye aceite de pescado con composicion y tiempos de retencion conocidos y dos
mezclas comerciales de acidos grasos (BioSigma, Madrid). La identidad inequivoca de
cada acido graso fue, ademés, comprobada cuando fue necesario, por un cromatografo de
gases acoplado a un espectrometro de masas, que actua ionizando las moléculas y
separando los iones producidos en funcion de su relacion masa/carga, gracias a campos
electromagnéticos, lo que permitié analizar con gran precision la estructura quimica de

los diferentes acidos grasos.

6.6 Determinacion del perfil de acidos grasos en cada clase lipidica
(FAMEs ).

El protocolo para el aislamiento y purificacion de las clases lipidicas a partir del extracto
del lipido total se realizd de manera similar al de la determinacion de clases lipidicas, con
algunas variaciones. Del volumen de extracto de lipido total se tomaron de 1,5 a 4 mg
(dependiendo de la disponibilidad de cada muestra), que se cargd en una placa TLC (20

x 20 cm x 0,25 mm). La muestra fue extendida sobre 4,5 cm de longitud, dejando una
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separacion de 2 cm entre muestra y muestra. La placa también fue procesada mediante
TLC de doble desarrollo unidimensional (Olsen & Henderson, 1989), que se desarrollo
hasta los 12 cm con el solvente polar para garantizar una buena separacion de las clases
lipidicas polares (fosfolipidos de membrana). La fase movil para el lipido polar estaba
compuesta de isopropanol, cloroformo, metilacetato, metanol y KCl al 0,25%
(25:25:25:10:9 en volumen). Una vez el frente de la mezcla de solventes polares se
desarrolld hasta la altura indicada (12 cm), la placa se depositd bajo campana para
evaporar todo resto de solvente y fue depositada de nuevo en la cubeta conteniendo la
mezcla de solventes neutros, compuesta de hexano, dietiléter y acido acético (90:10:1 en
volumen), para la separacion de las clases lipidicas neutras (entre ellas, los triglicéridos).
La placa fue desarrollada en la cubeta de solventes neutros hasta el final, dindonos como
resultado la separacion de las diferentes clases lipidicas polares en la parte inferior y las
neutras en la parte superior. Las placas se tifieron con Diclorofluoresceina con 0,5% de
BHT. Posteriormente, se revelaron las bandas de cada clase lipidica bajo luz ultravioleta
de 366 nm. Se eligieron Fosfatidilcolina (PC), Fosfatidilinositol (PI) y
Fosfatidiletanolamina (PE) de las clases lipidicas polares y Triacilglicéridos (TAG), de
las clases lipidicas neutras, que se rascaron y depositaron de manera independiente, en un
tubo de vidrio para la posterior transmetilacion. Tanto la transmetilacion como la

purificacion de los FAMEs de cada clase lipidica aislada, se realiz6 de manera similar al

Figura 7. Separacion en TLC de las diferentes clases lipidicas polares y neutras
elegidas para el estudio
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apartado 6.5, donde la unica diferencia se produjo en la formacion de las dos fases,
utilizandose, en este caso, agua destilada en las dos primeras extracciones y KHCOs al
2% (w/v) en una tercera extraccion adicional, con el fin de arrastrar bien y eliminar los

restos de diclorofluoresceina de la tincion.

6.7 Analisis estadisticos.

6.7.1 Comparaciones entre controles y patrones de esterificacion.
Se realiz6 una prueba t de muestras independientes para determinar si habia diferencias
en la composicion de 4cidos grasos de cada clase lipidica entre los grupos de machos SD
y hembras SD y un ANOVA de dos vias para comprobar si se producian diferencias en
la composicion de acidos grasos entre sexos (factor 1) y entre los 4cidos grasos
esterificados en cada clase lipidicas (factor 2). Con el fin de determinar la ubicacion
preferente de cada acido graso dentro de cada clase lipidica, se verificd también la
interaccion entre ambos factores. En estos andlisis preliminares, se comprob6 que la dieta
HFD no modificaba el patron de esterificacion de los acidos grasos en las clases lipidicas
seleccionadas, por lo que se descartd en estos andlisis la influencia o interaccion de la

dieta (factor 3).

6.7.2 Comparaciones entre tratamientos.
Se realiz6 una prueba t de muestras independientes para determinar si habia diferencias
en la composicion de 4cidos grasos de cada clase lipidica entre los grupos de machos SD
y machos HFD y un ANOVA de una via para comprobar si se producian diferencias entre
las hembras SD, hembras SD-OVX, hembras HFD y hembras HFD-OVX. Se realizaron
las mismas pruebas mencionadas anteriormente para comparar el perfil de dcidos grasos,

tanto en el grupo de machos como de hembras, en cada clase lipidica.

6.7.3 Bondad de las pruebas y test no paramétricos.
Se evaluaron los valores atipicos por inspeccion de cajas. La normalidad de cada una de
las pruebas se verificod por medio del test de Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de
varianzas por medio de la prueba de Levene. En los casos donde no se verifico la
normalidad se hizo uso del test no paramétrico de comparaciéon por pares U de Mann-
Whitney. Para el andlisis post hoc de pares de media en la prueba ANOVA se utiliz6 el
test de Tukey. En los casos donde no se verifico la homocedasticidad se hizo uso de las
transformaciones arcsen y logaritmo para estabilizar la varianza, y cuando dichas
transformaciones no surtieron efecto, se aplicaron los test de Welch y de Brown Forsythe.

En el caso de las ANOVAs, para el estudio post hoc de medias, se aplicaron los test T3
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de Dunnett y T2 de Tamhane y para los casos donde no se verifico la normalidad, se hizo
uso del test no paramétrico de Kruskal-Wallis, donde las comparaciones multiples por
pares se llevaron a cabo por medio de la U de Mann-Whitney con correccion de

Bonferroni.

6.7.4. Analisis de componentes principales (PCA).
Para evaluar y visualizar mejor el comportamiento de los acidos grasos dependiente de la
dieta y castracion, se llevo a cabo un analisis de componentes principales (PCA). EIl PCA
se realiza con el objetivo de reducir las dimensiones de las variables y de hallar otras
nuevas que sean combinaciones lineales de las variables originales, capaces de
caracterizar los individuos (raton/a) de una muestra. Para determinar si los datos eran
factorizables se estudi6 la matriz de correlacion, la medida general de Kaiser-Meyer-
Olkin (KMO) y la prueba de esfericidad de Bartlett. Para mejorar la interpretabilidad de
las componentes, se hizo uso de la rotacion ortogonal Varimax. Los andlisis estadisticos

fueron realizados con el software IBM SPSS Statistics 25 software, USA.
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7. RESULTADOS
7.1 Perfil de acidos grasos de los piensos
En la tabla 1 se muestra el perfil de 4cidos grasos de los piensos SD y HFD. El aporte de

Tabla 1. Perfil de dcidos grasos, medido en % de drea, de las dietas SD y HFD. Se incluyen
los gramos de dcidos grasos totales y el % de lipido total, por cada 100 gramos de pienso

fresco.
Acidos grasos Pienso SD Pienso HFD
SFAs 18,72 + 0,26 36,93 £ 0,30%**
14:0 0,13 +£0,01 1,14 £ 0,02%**
15:0 0,14 +0,02 0,04 £ 0,03*
16:0 15,34 +0,32 22,32 £ 0,13%**
17:0 0,11 +0,00 0,25 + 0,01%**
18:0 2,07+ 0,03 12,95 £ 0,11%**
20:0 0,33 +0,07 0,23 + 0,00
MUFAs 22,01 £0,19 39,89 + 0,08%**

16:1 n-9 0,13 +0,01 0,34 +0,01%**
16:1 n-7 0,25+0,01 1,60 £ 0,01 %**
18:1 n-9 19,29 + 0,04 34,29 + (0,22%%*
18:1 n-7 1,28 0,09 2,45 £ 0,11%**
20:1 n-9 0,50 + 0,02 0,60 + 0,01%*

n-6 PUFAs 54,16 £0,77 20,19 £ 0,27%**
18:2 n-6 54,06 0,77 19,39 + 0,16%**
18:3 n-6 0,00 + 0,00 0,06 = 0,01%**
20:2 n-6 0,09+ 0,01 0,55 £ 0,00%**
20:3 n-6 0,00 + 0,00 0,08 + 0,00%**
20:4 n-6 0,00 £ 0,00 0,22 + 0,04
22:4 n-6 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
22:51-6 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

n-3 PUFAs 3,95+0,17 1,94 £ 0,27%**
18:3n-3 3,71 +£0,05 1,48 £ 0,01 %**
18:4 n-3 0,07 £ 0,02 0,09 + 0,01
20:3 n-3 0,02 +0,03 0,12 £0,01*
20:4 n-3 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
20:5n-3 0,09+0,10 0,02 +£ 0,04
22:5n-3 0,00 + 0,00 0,07 +0,01%**
22:6n-3 0,05+ 0,05 0,14+ 0,20
n-3 LC-PUFA 0,16+ 0,12 0,36+ 0,26
n-6 LC-PUFA 0,00 + 0,00 0,28 &+ 0,01%**
n3/n6 0,07 + 0,00 0,10 £ 0,01*
C18:1 n-9/CI18:0 9,34+£0,17 2,65 £ 0,02%**
MUFAs/SFAs 3,10+ 0,02 0,60 = 0,01%**
PUFAs/ MUFAs 2,64 +0,05 0,56 = 0,01%**
PUFAs/SFAs 3,10+ 0,02 0,60 = 0,01%**
Acidos grasos totales (g ac. graso/ 100 g de pienso 2,76 £ 0,51 20,33 £ 1,34%**
firesco)
% Lipido total en peso fresco (g de lipido/ 100 g 4,92+0,21 29,56 + 2,04%**
de pienso firesco)

SD, dieta estandar; HFD, dieta alta en grasas; SFAs, sumatorio total de saturados; MUFAs,
sumatorio total de monoinsaturados; n-6 y n-3 PUFAs, sumatorio de los poliinsaturados omega 3 6
6; n-3 y n-6 LC PUFA, sumatorio de los poliinsaturados omega 3 y 6 de cadena larga. Los valores
separados por una linea diagonal indican relaciones entre acidos grasos o entre sus sumatorios.
Medias = desviacion estandar, n= 3. * (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001).
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acidos grasos n-6 y n-3 LC-PUFA (poliinsaturados mayores de 20 4tomos de carbono con

mas de 3 insaturaciones) es insignificante o nula en ambas dietas.

El lipido total (saponificable y no saponificable), de la dieta HFD contiene 30 gramos de
grasa HFD por cada 100 gramos de pienso fresco frente a los 5 gramos aportados en SD,
por lo que la dieta HFD tiene casi 6 veces mas grasa que la dieta SD, que a su vez coincide
con un mayor aporte de 4cidos grasos por cada 100 gramos de pienso fresco, unos 20

gramos de acidos grasos en HFD frente a los 2,7 gramos en SD.

El contenido graso de la dieta HFD se compone, en su mayoria, de TAG (ver figura
complementaria 1), mientras que la dieta SD contiene una fuente mas variada de lipidos

tanto polares como neutros.

Entre los acidos grasos de HFD se observa una cantidad més elevada de SFAs (saturados)
y de MUFAs (monoinsaturados), donde destacan el 4cido palmitico (16:0), el esteérico
(18:0) y el oleico (18:1n-9), que, en su conjunto, aportan alrededor del 75% de los acidos

que componen dicha dieta, frente al 40% en la dieta SD.

Los PUFAs (polinsaturados) son aportados en mayor cantidad en la dieta SD, sobretodo
se observa un aporte mayor de n-6 PUFAs, donde destaca el acido linoleico (18:2n-6),
que conforma mas del 50% del contenido total de &cidos grasos, frente al 20%
proporcionado en la dieta HFD. La dieta SD aporta mas cantidad de n-3 PUFAs,
principalmente de acido linolénico 18:3n-3, aunque el contenido de este 4cido graso es
comparativamente mas pobre en ambos piensos, aportando alrededor de un 3,7% y 1,5%

en SD y HFD, respectivamente.

7.2 Perfil de clases lipidicas del tejido renal de ambos sexos en condiciones
control.
En los machos encontramos mayor cantidad de lipido total que en las hembras,
observandose, ademads, que los machos también poseen niveles mas altos de lipidos
neutros totales (LNT), TAG y ésteres de ceras y colesterol (SE) que las hembras. En
contraste, en las hembras, encontramos mas cantidad de fosfatidilserina (PS) y mas

monoglicéridos y diglicéridos (MAG + DAG) que en los machos.
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Tabla 2. Perfil de clases lipidicas, medidos en % de drea, de tejido renal de machos y
hembras control.

Clases lipidicas MACHOS CONTROL | HEMBRAS CONTROL
Esfingomielina 1,97 +£ 0,08 2,41 +0,39
Fosfatidilcolina 16,17 £ 1,00 16,01 £ 1,55
Fosfatidilserina 3,14+ 0,39 4,45 + 0,45*

Fosfatidilinositol 5,85+0,13 5,78 £ 0,76

Fosfatidilglicerol 7,39 + 0,55 7,87 £0,90

Fosfatidiletanolamina 15,75 £ 1,15 16,69 £ 1,56
LPT 53,09 £1,92 53,46 + 2,95
MAG + DAG 1,82 + 0,09 2,32 +0,31*
Colesterol 15,94+ 0,42 16,52 + 1,67
Acidos grasos libres 3,50+ 0,57 3,45+2.38
Triacilgliceridos 22,33+ 1,90 14,60 + 1,43*
SE 2,09 + 0,59 0,33 +0,33%*
LNT 45,05+ 1,89 37,31 +£5,35*
LIPIDO TOTAL (mg de
lipido/ 100 g de tejido( ﬁisco) 2,87+0,32 1,80 +0,20*

LPT, sumatorio de lipidos polares totales; MAG + DAG, monoacilgliceridos y diacilgliceridos; SE,
ésteres de ceras y colesterol; TLN, sumatorio de lipidos neutros totales. Medias + desviacion estandar,
n=4:*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001).

7.3 Diferencias en el perfil de acidos grasos en las clases lipidicas del tejido renal de

machos y hembras control, y en el patron de esterificacion de cada clase lipidica.

7.3.1 Fosfatidilcolina.
Las hembras poseen mayores cantidades de SFAs, MUFAs, n-6 LC-PUFAs y DMAs que
los machos. Dentro de los 4cidos grasos individuales se observan niveles mas altos en
hembras de 18:0, 18:1 n-9, 18: 1 n-7, 20:2 n-6 y 20:4 n-6. Los machos poseen niveles
mas altos de n-3 PUFAs y n-3 LC-PUFAs totales y también de 18:1 n-7, 20:3 n-6, 22:5
n-6, 22:5n-3 y 22:6 n-3.

7.3.2 Fosfatidiletanolamina.
Las hembras poseen niveles mayores de n-6 LC-PUFAs totales, 18: 4 n-3 y 20:4 n-6 que
los machos, mientras que los machos tienen cantidades mayores de n-3 PUFAs totales
coincidiendo también con niveles mas altos de n-3 LC-PUFAs. Se observan cantidades
mas altas en machos de 18:1 n-7, 20:3 n-6, 20:5 n-3, 22:5 n-3 y 22:6 n-3, de manera

similar a lo descrito para la fosfatidilcolina.
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7.3.3 Fosfatidilinositol.
Las hembras solo poseen cantidades mayores que los machos de 18:1 n-9, mientras que,
una vez mas, en los ultimos se observan niveles superiores de n-3 PUFAs y n-3 LC-
PUFAs, ademas de 20:2 n-6 (ausente en hembras), 20:3 n-6, 22:5 n-6, 20:5 n-3, 22:5 n-3
y 22:6 n-3.
Tabla 3. Esterificacion de dcidos grasos en las diferentes clases lipidicas del tejido renal, expresado en %
de darea y diferencias del perfil de acidos grasos entre machos y hembras en condiciones control.

Tabla de ANOV A de 2 vias

PATRON DE
pC PE Pl TAG SEXO  ESTERIFICACION
Acidos grasos | MACHOS ~ HEMBRAS | MACHOS ~HEMBRAS | MACHOS ~ HEMBRAS | MACHOS HEMBRAS | ‘pevas  PCVSPEVSPIVSTAG INT
SFAS, 41,9252,79 46,12%0,78% | 30,00% 1,43 30,64£4,07| 41,07£3,67 4484123 |29,72£2,87 30,0723,94| M(a), F(b). __PE, TAG(a); PG, PIfb) NS
14:0 0,20+0,04 0,29+0,11 0,04+0,06 0,14+0,10| 0,17+0,16 0,44 +£0,20 1,51+042 1,37+0,06 NS PE(a); PC, PI(b); TAG(c) NS
15:0 0,16+002 013+008 | 010017 0,03+0,06 | 0,00£0,00 000000 | 0184011 014+001| NS PE, Pl(a); PC, TAG(b) NS
16:0 31,73+1,68 31,21+106 | 7,77£043 7,87+0,80 | 583+025 691+133 |2336+195 2232+1,88| NS Pl(a); PE(b); TAG(c) PC(d) NS
17:0 024+006 029:003 | 029004 026+0,04 | 022+003 024032 | 0174004 016+003| NS NS NS
18:0 9,32+1,10 13,91+1,84**|21,53+0,98 21,91+3,36|34,06+3,46 3683249 | 411150 578117 | M(a), F(b): TAG(a); PC(b); PE(c); PI(d) NS
200 0,18+005 023+007 | 0,110,089 0,9+0,06 | 0244004 0,12+0,15 | 035%015 025:006| NS NS NS
MUFas  |1072£048 12,38+1,07 |1071£0,15 11,28+1,24 503+0,63 812326 |4549+3,61 47,37£318| M(a) Fb)  PE PC(b); TAG(c)* pI
16:1n9 | 027£005 024+017 | 0,00£0,00 0,00%0,00 | 0,00£0,00 000000 | 0594009 065+013| NS PE, Pl(a); PC(b); TAG() NS
16:1n7 | 060£001 072:037 | 048+0,06 0,55:0,23 | 036£0,09 066044 | 6234190 506+101| NS PC, PE, Pi(a); TAG(b) NS
181n9 | 661065 851£0,78* | 779063 887075 | 339+0,75 6,10£2,58% |32,67+3,18 37,64£2,80" M(a), Fb)® PG PE Pifa); TAG(b) NS
181n7 | 281£026 250£012* | 149017 1,12£0,05% 097012 094£022 |336+049 275:052 | M(b),F(a)2  PE Pifa); PC, TAG(b) NS
20109 | 028:008 023:016 | 0294003 027£0,03 | 007£013 000£0,00 | 1,67£090 0,75£0,10*| m(a), F(b):  Pl(a); PG PE(b); TAG(c) NS
n-6PUEAs |2244+120 2599207 |34,59+2,05 3674+102|37,75£2,42 3485502 |22,22+473 20,62+171|  Ns PC, TAG(a); PE, PI(b) NS
182n6 | 854+097 858+044 | 375034 3,45:039 | 3544042 336+0,66 |21,13+453 19,54+150| NS PE, Pi(a); PC(b); TAG(c) NS
183n6 | 014:001 021:012 | 0,00£0,00 007014 | 0044007 035033 | 0074005 008+006| NS PE, Pifa); PC(b), TAG(c) NS
20206 | 026014 0,41£0,03* | 0,08£0,07 0,07£0,08 | 0,23£001 0,00£0,00%*| 0,17£0,02 016£0,03 | M(b), F(a)2 TAG(a); PE(b)® PG, PI
20306 | 1,17£013 0,88£0,11* | 0,57£0,10 0,40£0,07*| 421065 1,78£0,39***| 0,19£0,04 0,15:0,03 | M(b), F(a)® TAGa); PE(b); PC(c); PI(d) NS
20406 11155115 1517+1,82% | 28,40+ 1,86 30,97 £1,37% 27,9641,39 28,07£575 | 041£009 045010 | M(a), F(b)2  TAG(a); PC(b); PE PIfc) NS
2406 | 031:003 035:003 | 076%0,10 090011 | 0704011 0,60+008 | 011£009 011+004| NS TAG(a); PC(b); PE(c)* pI
2506 | 087£029 038£0,08* | 103023 090£033 | 107£019 0,70£0,14* | 0,14£003 0,13£0,05 | M(b), F(a)? TAG(a); PE (b) PG PI
n-3PUFAs |22,80£451 12,01%1,73% 13,33 +1,03 10,65+2,05% 12,00£2,97 6,03£0,44** | 120£0,48 102+042 | M(b), F(a)® TAG(a); PE(b)® PCPI
183n3 | 000£000 000+000 | 0,00£0,00 0,14+0,28 | 0,00£0,00 000000 |070%012 056+008| NS PC, PE, Pi(a); TAG(b) NS
184n3 | 000£000 000£000 | 0,00£000 0,21£0,15*| 0,14+0,13 0,63£0,60 | 007008 0124003 | M(a), F(b): PC(a); TAG(b)? PEPI
203n3 | 000£000 000£000 | 0,07+0,06 000000 | 0124021 0,12+0,23 | 0,00£0,00 000£000| NS NS NS
204n3 | 000£000 000£000 | 0,00£0,00 000000 | 006010 022044 |000£0,00 000£000| NS NS NS
20503 | 015£002 005010 | 029004 0,14£0,10%| 0,23£007 0,00£0,00%*| 011£0,22 006+0,12 | M(b), F(a)2 NS NS
22503 | 095:029 037:0,04** | 0574008 0,22£0,15* 050013 0,20£013* | 0,04£007 000000 | M(b),F(a)*  TAG(a); PG PE(b)* Pl
22:6n3  |21,694424 11,15£2,58% 12,40£1,00 9,95£2,23%| 10,87£3,17 4,86£1,03** | 029+0,15 028+025 | M(b), F(a)® TAG(a); PE(b)® PCPI
DIYAs. 080£0,16 1,1630,21* | 856+176 853+3,83 | 0744017 064030 | 0,00£0,00 000£000 | M(a) F(b)!  TAG(a); Pi(b), PE(c) PC
16:0DMA | 0384013 065+030 | 3,32+062 304+131| 028009 032+025 | 0,00£000 000£0,00| NS TAG(a); PC, PI(b); PE() NS
18:0DMA | 013+004 015:010 | 2,53+0,65 3,00£128 | 020£0,05 011+013 | 0,00£0,00 000%0,00| NS TAG(a); PC, PI(b); PE() NS
18:1n-9DMA | 030£0,04 036%024 | 215+050 2,08+0,96 | 0,26£008 020£0,14 | 000000 000£0,00| NS TAG(a); PC, PI(b); PE(c) NS
18:1n-7DMA | 0,00£0,00 000000 | 0,56+0,01 0,41+008 | 0,00£0,00 000000 | 0,00£0,00 000+0,00| NS TAG, PC, Pi(a); PE(b) NS
n-3LCPUFA |22,80+4,51 12,01%1,73* |1333+10310,3142,47% 11,86+3,03 5400,57** | 043043 034037 | M(b),F@®  TAG(a); PG PE(b) Pl
n-6LC-PUFA |1351+1,11 16,78+1,85% 30,75+1,7433,16+1,22¥ 3394+ 1,98 31,15:598 | 086£022 084£020 | M(a), F(b)!  TAG(a); PC(b); PE, PIfc) NS

DMAs: dimetilacetales. Media + desviacion estandar, n = 4. * (p < 0,05); ** (p <0,01) ; *** (p <0,001). M, machos control; F,
hembras control. SEXQO; 1, diferencias entre sexos en una glase lipidica; 2, diferencjas entre sexos en dos clases lipidicas; 3,
diferencias entre sexos en tres o mas clases lipidicas. PATRON DE ESTERIFICACION: agrupacion en valor creciente (a < b <
¢ <d). A o B indican que una o dos clases lipidicas, respectivamente, difieren en su patron de esterificacion por interaccion con
el sexo. INT: clases lipidicas que presentan interaccion por influencia del sexo.
7.3.4 Triglicéridos.
Apenas se observan diferencias. En las hembras se obtienen cantidades mayores de 18:1

n-9 que en machos, mientras que los machos tienen mayores cantidades de 20:1 n-9.
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7.3.5 Patron de esterificacion.
Los SFAs se esterifican en mayor cantidad en PI y PC en comparaciéon con TAG y PE.
El 14:0 se esterifica en mayor cantidad en TAG, seguido de PC y PI y en menor
proporcion en PE. El 15:0 se esterifica en mayor cantidad en TAG y PC y en menor
proporcion en PI y PE. El 16:0 se esterifica en cantidades superiores en PC, seguido de
TAG, seguido de PE y en menores cantidades en PI. El 18:0 se esterifica en mayores

cantidades en PI, seguido de PE, seguido de PC y en menor proporcion en TAG.

Los MUFAs se esterifican en mayor cantidad en TAG, seguido de PE y PC, siendo en PI
donde se esterifica en menores proporciones con respecto al resto de clases estructurales
en machos. El 16:1 n-9 se esterifica en mayor cantidad en TAG y en menor proporcion
en PC, encontrandose ausente tanto en PE como en PI. E1 16:1 n-7 y 18:1 n-9 se esterifican
en mayor proporcion en TAG en comparacion con todas las demas. El 18:1 n-7 se
esterifica en mayor proporcion en TAG y PC en comparacion con PE y PI. Finalmente el
20:1 n-9 se esterifica en mayor proporcion en TAG, seguido de PC y PE, encontrandose

en niveles inferiores en PI.

Los n-6 PUFAs se esterifican en mayor proporcion en PE y Pl y en menores cantidades
en PCy TAG y los n-6 LC-PUFAs se esterifican en mayor proporcion en PE y PI, seguido
de PC encontrandose en menores cantidades en TAG. Dentro de los acidos grasos
individuales, el 18:2 n-6 y 18:3 n-6 se esterifican en mayor proporcion en TAG, seguido
de PC, encontrandose en menor proporcion en PE y PI. E1 20:2 n-6 se comporta de manera
diferente en ambos sexos, encontrandose en machos en cantidades superiores en PC y PI,
seguido de TAG y en cantidades inferiores en PE, y encontrandose en cantidades
superiores en PC, seguido de TAG, seguido de PE y ausente en PI en las hembras. E1 20:3
n-6 se encuentra esterificado en mayor proporcion en PI, seguido de PC, seguido de PE
y en cantidades inferiores en TAG. El 20:4 n-6 (ARA) se encuentra en mayor proporcion
en PI y PE, seguido de PC y finalmente en menor cantidad en TAG. El 22:4 n-6 se
encuentra en mayor proporcion en PE, seguido de PC y seguido de TAG, no obstante, los
machos lo esterifican en menor proporcion en PI con respecto a PE. El 22:5 n-6 se
comporta de manera diferente entre sexos, esterificandose en mayor proporcion en PE,
PI y PC con respecto a TAG en machos y encontrandose en mayor proporcion en PE y

PI, seguido de PC y en menor cantidad en los TAG, en las hembras.

Los n-3 PUFAs totales se comportan de manera diferentes entre sexos, encontrandose

esterificados en mayor proporcion en PC, seguido de PE y PI en machos y en cantidades
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mayores en PC y PE, seguido de PI en hembras. Los n-3 LC-PUFAs se comportan
también de manera diferente entre ambos sexos, esterificandose en mayores proporciones
en PC con respecto a PE y PI en machos y en mayores proporciones en PC y PE con
respecto a PI en hembras, donde en ambos sexos, los TAG son los que esterifican en
menor proporcion tanto los n-3 PUFAs como los n-3 LC-PUFAs. El 18:3 n-3 se encuentra
en mayor cantidad en TAG en ambos sexos y en proporciones menores en la PE de
hembras, estando ausente en el resto. El 18:4 n-3 se encuentra ausente en PC de ambos
sexos y en PE de machos. El 22:5 n-3 se encuentra ausente en los TAG de hembras,
mientras que los machos lo esterifican en mayor proporcion en PC, con respecto a PE y
PI, encontrandose niveles inferiores en TAG. E1 22:6 n-3 (DHA) también posee un patron
de esterificacion diferente entre ambos sexos, encontrandose en mayor proporcion en PC
en machos y en cantidades mas altas en PC y PE en hembras. En ambos sexos, los TAG

esterifican el 22:6 n-3 en menor proporcion.

Los DMAs (plasmaldgenos) se encuentran ausentes en TAG, no obstante, se observa un
diferente patron de esterificacion entre sexos, y aunque ambos los presentan en mayor
proporcion en PE con respecto a PC y PI, las hembras lo empaquetan en PC en mayor
cantidad que en PI. En 16:0 DMA, 18:0 DMA y 18:1 n-9 DMA se observa una mayor
presencia en PE con respecto al resto. El 18:1n-7 DMA, sin embargo, solo se encuentra

presente en PE.

7.4 Perfil de clases lipidicas del tejido renal de los grupos HFD, SD-OVX'y
HFD-OVX.
En la tabla 4 se muestran los resultados perfiles de los tejidos renales de los machos y

hembras a los que se les ha aplicado sus respectivos tratamientos.

En los machos, el grupo HFD posee mayor cantidad de lipido total y TAG que el grupo
SD, sin embargo, el grupo SD posee mayor cantidad de SM, MAG+DAG, écidos grasos
libres (FFA) y SE.

En el perfil de las hembras, observamos que el grupo HFD posee niveles de SM inferiores
que el resto de los grupos y también ausencia de MAG+DAG, hecho que no ocurre en los
demas grupos. También se aprecia niveles mayores de colesterol (CHO) en el grupo HFD-

OVX con respecto al grupo SD.
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Tabla 4. Perfil de las diferentes clases lipidicas, medido en % de drea, de machos y
hembras a los que se les ha aplicado los diferentes tratamientos.

MACHOS HEMBRAS
Clases lipidicas SD HFD SD SD-OVX HFD HFD-OVX
SM 1,97 £ 0,08 1,52 £0,12* 2,41 +0,39 2,72 £ 0,49 1,78+ 0,17 a 2,11+0,25
PC 16,17+£1,00 15,75+ 0,86 16,01 + 1,55 15,22 +£2,34 17,54 +0,93 15,12 +1,35
PS 3,14 +£ 0,39 3,42+0,22 4,45+ 0,45 3,12+0,39 3,52+0,11 3,98 £ 0,60
PI 5,85+0,13 5,56 £ 0,81 5,78 +0,76 4,61 +0,72 5,52 +0,08 5,30 £0,29
PG 7,39 £ 0,55 6,65+0,75 7,87 0,90 5,71 £0,68 6,67 0,21 5,67+0,19
PE 1575+ 1,15 1597+129 | 16,69+1,56  1326+122  1550+0,43 14,90+ 0,29
LPT 53,09+£1,92  49.41+3,52 53,46 + 2,95 45,03 £4,24 53,22+1,50  46,19+2,79
MAG + DAG  1,82+0,09 0,84 +0,28** | 232+0,31 1,40 £0,48  0,00£0,00a 1,05+0,61
CHO 15,94 + 0,42 13,57 £1,28 16,52 + 1,67 19,00 £ 1,56 21,13+0,83  23,90+1,36 b
FFA 3,50+ 0,57 0,48 + 0,48* 3,45+2738 5,81 +2,30 5,11+0,74 4,33 +0,31
TAG 22,33+1,90 29,23 £2,06%* | 14,60+ 1,43 20,95 +£4,44 16,83 £1,00 18,34 £3,31
SE 2,09 + 0,59 0,66 = 0,66* 0,33 +0,33 1,93 +2.44 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
LNT 45,05+ 1,89 44,80 + 5,09 37,31 +5,35 50,89 + 6,50 46,78+ 1,49 53,81 +£2,79
LIPIDO N
TOTAL 2,87 +0,32 5,65+ 1,01 1,80 + 0,20 1,70+ 0,18 1,50 £0,20 2,35+0,33

SD, dieta estandar; HFD, dieta alta en grasas; OVX, hembras castradas. SM, esfingomielina; PC,
fosfatidilcolina; PE, fosfatidilserina; PI, fosfatidilinositol; PG, fosfatidilglicerol;  PE,
fosfatidiletanolamina; LPT, lipidos polares totales; MAG + DAG, monoacilgliceridos y diacilgliceridos;
CHO, colesterol; FFA, acidos grasos libres; TAG, triacilgliceridos; SE, ésteres de ceras y colesterol;
TLN, lipido neutro total; LIPIDO TOTAL: cantidad de lipido, expresado miligramos por cada 100 gramos
de tejido.: * (p <0,05); ** (p <0,01) ; *** (p <0,001); a: HFD vs SD y vs SD-OVX y vs HFD-OVX: p
< 0.05; b: HFD vs SD: p <0.05.

7.5 Perfil de acidos grasos en las clases lipidicas seleccionadas.
A continuacién, se muestran los resultados obtenidos del perfil de acidos grasos
esterificados en las tres clases lipidicas de membrana mencionadas (PC, PE y PI) y en
TAG de los tejidos renales. Se ha adjuntado también en el anexo 2, el perfil de acidos
grasos de los lipidos totales, que fue realizado por el equipo del proyecto (ver tabla

complementaria 1).

7.5.1 Fosfadidilcolina.
En los machos, se observa que el grupo SD posee niveles mayores de n-6 PUFAs y un
indice superior de n6/n3. De los acidos grasos individuales también se observan
proporciones mayores en el grupo SD con respecto a HFD de 18:1 n-7, 20:1 n-9, 18:2 n-
6y 22:5 n-6.

Comparando el grupo HFD con SD de las hembras, se observa una proporcion superior
en el indice n6/n3 y ARA/DHA de SD con respecto a HFD. También se aprecia que los
individuos SD poseen niveles mayores de 18:1 n-7, 18:2 n-6, 20:3 n-6 que los HFD,

exceptuando al 22:5n-3, donde observamos niveles superiores en el grupo HFD.
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Comparando ahora el grupo SD-OVX con los dos anteriores, vemos que este grupo posee

proporciones superiores de n3/n6 y MUFAs/SFAs con respecto al grupo HFD.

Tabla 5. Perfil de los diferentes dcidos grasos esterificados en FOSFATIDILCOLINA, medidos
en % de drea, de los tejidos renales de machos y hembras a los que se les ha aplicado los
diferentes tratamientos.

MACHOS HEMBRAS
Acidos grasos SD HFD SD SD-OVX HFD HFD-OVX
SFAs 41,924+2,79 40,75+7,37 | 46,12+0,78 42,65+0,74a 46,07 245 4692+ 1,67
14:0 020+0,04 0,17+0,12 029+0,11  0,19+0,15 0,18£0,04 025+0,13
15:0 0,16+0,02 0,14+ 0,03 0,13+£0,08  0,11+0,13 0,08+009 0,12+0,12
16:0 31,73+ 1,68 30,16+582 | 3121£1,06 29,12+1,14 31,81+£2,11 30,67+1,15
17:0 024+0,06 0,22+ 0,04 029+0,03 0264003 028+003 0,32+0,03
18:0 932+1,10 9,93 +2,06 13,91+ 1,44 12,88+0,60 13,55+0,72 1537+1,05b
20:0 0,18+0,05 0,14+ 0,02 023+0,07  009+0,11 0,17£0,02  0,19+0,05
MUFAs 10,72 £048 10,10+ 1,87 | 12,38+1,07 13,14+144 11,44+0,51 1338+1,10
16:1 n-9 027+0,05 0,36+ 0,08 024+0,17  038+0,04 034+009 041+0,14
16:1 n-7 0,60+0,01  0,39+0,16 0,72+037  0,66+022 045+0,11 0,33 +0,07
18:1 n-9 6,61 £0,65 7,21+1,41 8,51+0,78  8,78+0,58 822+024 9,69+ 0,79
18:1 n-7 281+026 1,88+029%* | 250+0,12  2,66+026 217£0,06¢ 2,35+0,05
20:1 n-9 028+0,08 0,19+0,02*% | 023+016 037+0,11d 021+001 032+0,07
n-6 PUFAs  2244+120 19,11 +0,84* | 2599+207 2630+1,53 24,17+1,65 23,96+ 1,95
18:2 n-6 8,54+ 0,97 5,64+0,87%**| 858+044  893+0,19 7,03+021c 7,98+0,04b
18:3 n-6 0,14+0,01 0,03+ 0,07 021+0,12  0,15+0,12 0,10£0,07 0,07 % 0,07
20:2 n-6 026+0,14 0,31 +0,04 041+0,03  033+0,05 041£003 041+0,03
20:3 n-6 1,17+£0,13 0,62+0,05%** | 0,88+0,11  0,93+0,09 0,57+0,02e 0,66+ 0,04
20:4 n-6 1L15+£1,15 11,89+0,94 | 1517+1,82 1536+1,19 1563+139 1422+124
22:41n-6 031+0,03 0,30+ 0,03 035+0,03  039+0,11 030+001  0,34+0,07
22:5 -6 0,87+0,29 0,32+ 0,14% 038+0,08  021+0,15 0,14£0,10 0,28 +0,08
n-3 PUFAs  22.80+451 2752+7,66 | 1201+1,73 13,512,117 1551 +121 12,82+1,69
18:3 n-3 0,00+ 0,00 0,00 = 0,00 0,00£0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 0,00
18:4 n-3 0,00+ 0,00 0,00 = 0,00 0,00£0,00  0,07+0,14 0,00+0,00 0,00 0,00
20:3n-3 0,00+0,00 0,03 % 0,07 0,00£0,00  0,00+0,00 0,04+007 0,00 0,00
20:4n-3 0,00+ 0,00 0,00 = 0,00 0,00£0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 0,00
20:51n-3 0,15+0,02 0,13+ 0,08 0,05+0,10  021+0,16 023+002 0,12+0,11
22:5n-3 095+029 0,85+ 0,26 037+0,04  038+0,04 049£0,02e 047+0,04
22:61-3 21,69 £424 2652+729 | 11,15£2,58 12,93+2,13 1472+1,15 1222+1,56
DMAs 0,80 £0,16  0,95+0,22 1,16+0,21 139+023  130+027 1,05+047
16:0 DMA 038+0,13 0,36+ 0,07 0,65+030  0,67+0,37 0,55£0,19 045+0,18
18: 0 DMA 0,13+0,04  0,17+0,01 0,15+0,10  0,16+0,11 024£005 0,16+0,15
18:1 n-9 DMA 030+0,04 042+0,16 036+024  057+0,12 050+0,10 045+0,16
18:1 n-7 DMA 0,00+ 0,00 0,00 = 0,00 0,00£0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 0,00
n-3 LC-PUFA  22,80+451 27,52+7,66 | 12,001+1,73 13,51+2,17 1551+121 12,82+ 1,69
n-6 LC-PUFA 13,51+ 1,11 13,13+1,05 | 16,78+1,85 16,89+128 16,63+1,51 1551 +1,17
n-6/n-3 1,01+£0,22 0,73 +0,15% 2,18+0,17  1,96+022 1,56+0,08f 1,83+0,18
ARA/DHA 0,53+0,12 0,47+ 0,09 1,40+ 0,21 1,20+0,13 1,06£0,06g 1,17+0,07
18:1n-9/180  0,71+£0,03  0,75+0,21 0,61+0,02  0,68+0,06 061+005 0,63+0,01
MUFAs /SFAs ~ 026+0,02  025+0,05 027+0,02 031£0,04.h 025+002 0,28+ 0,02
PUFAs /MUFAs 423+048  4.82+1,71 3,10+£0,53  3,08+057 3,47+0,30 2,77+045
PUFAs /SFAs 1,09+£0,16 1214047 0,83+0,09 094+0,08 087+0,10 0,79+0,10

Media + desviacion estandar. * (p < 0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001). a=SD-OVX vs SD y vs
HFD y vs HFD-OVX: p <0,05; b =HFD-OVX vs HFD y vs SD-OVX y vs SD: p <0,05; ¢ = HFD
vs SD y vs SD-OVX y vs HFD-OVX: p < 0,05; d = SD-OVX y HFD-OVX vs SD y vs HFD: p <
0,05; e = HFD y HFD-OVX vs SD y vs SD-OVX: p <0,05; f: HFD vs SD-OVX y vs SD: p <0,05;
g =HFD vs SD: p <0,05; h=SD-OVX vs HFD: p < 0,05.

Dentro de los 4cidos grasos individuales, vemos que las hembras SD-OVX también tenian

mayor proporcion de 18:1 n-7, 18:2 n-6 y 20:3 n-6 que el grupo HFD, sin embargo, se
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observan niveles mas altos de SFAs en los grupos HFD y SD con respecto a SD-OVX'y
cantidades superiores de 22:5 n-3 en el grupo HFD con respecto a SD-OVX.

Por tultimo, comparando el grupo HFD-OVX con el resto, vemos que estos individuos
poseen proporciones superiores de SFAs con respecto a SD y SD-OVX y niveles mas
altos de 18:0 que todos los demas grupos, apreciandose cantidades mas altas en HFD-
OVX de 18:1 n-7 con respecto a HFD, de 20:1 n-9 con respecto a HFD y SD, de 18:2 n-
6 en comparacion con HFD y niveles mas altos de 22:5 n-3 en comparaciéon con SD y
SD-OVX. Por ultimo, se aprecian cantidades mas altas de 18:2 n-6 y 20:3 n-6 en los
grupos SD y SD-OVX con respecto a este grupo.

18:0 % 18:2 n-6

.

| a . . ) A i
120 B -

F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX
| #

M-SD M-HFD M-SD M-HFD

Grifico 1. Acido estedrico (18:0) esterificado en Grifico 2. .A'Cit{O linoleico (18:2 n-6) esterificado
fosfatidilcolina. * = HFD-OVX vs HFD y vs SD y en fosfatidilcolina. # =p < 0,05; * = HFD-OVXy
vs SD-OVX: p < 0,05. HFD vs SD y vs SD-OVX: p <0,05; A = HFD vs

HFD-0OVX:p <0,05
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20:3 n-6

1 i % <%
=

F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX

3 .

M-SD M-HFD

Grdfico 3. Acido dihomo-gammalinoleico (20:3 n-
6) esterificado en fosfatidilcolina. # =p< 0,05; * =
HFD-OVXy HFD vs SD y vs SD-OVX: p < 0,05.

7.5.2 Fosfatidiletanolamina.

Observando primero los datos en machos, vemos que el grupo SD posee mayores niveles
de 18:1 n-7, 20:1 n-9, 18:2 n-6, 20:3 n-6, 20:5 n-6 y 18:1 n-7 DMA que el grupo HFD y

que este ultimo grupo solo posee niveles superiores de 18:0 DMA respecto a SD.

De manera muy similar, comparando los grupos de hembras SD y HFD se observan
niveles superiores de 18:1 n-7, 20:1 n-9, 18:2 n-6, 20:3 n-6, 22:4 n-6 y 18:1 n-7 en el
grupo SD, siendo la inica molécula que se encuentra en cantidades superiores en HFD el

18:0 DMA.

Comparando ahora el grupo SD-OVX con los dos anteriores se observa que los mismos
acidos grasos nombrados anteriormente se encuentran en cantidades mayores en SD-
OVX con respecto a HFD, exceptuando el 18:0 DMA, que se encuentra en una proporcion

superior en HFD en comparacion con SD-OVX.
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Tabla 6. Perfil de los diferentes dcidos grasos esterificados en FOSFATIDILETANOLAMINA,
medidos en % de drea, de los tejidos renales de machos y hembras a los que se les ha aplicado los
diferentes tratamientos.

MACHOS HEMBRAS
Acidos grasos SD HFD SD SD-0OVX HFD HFD-OVX
SFAs 30,00+ 1,43 30,39 +4,37 30,64 +4,07 29,29 +2,19 28,37+ 1,30 27,14+ 0,53
14:0 0,04+0,06 0,09+0,10 0,14+ 0,10 0,17 +0,05 0,02 + 0,04 0,00 + 0,00
15:0 0,10+0,17 0,00+ 0,00 0,03 +0,06 0,00 £ 0,00 0,11 +0,09 0,03+ 0,04
16:0 7,77+£0,43  8,16+1,17 7,87 £0,80 7,65 + 0,46 7,34+ 1,00 6,94 + 0,38
17:0 0,29+0,04  0,26+0,03 0,26 + 0,04 0,24 + 0,03 0,25+0,02 0,26 £ 0,03
18:0 21,53 +0,98 21,60+ 3,19 21,91+ 3,36 21,06 + 1,76 20,56 + 0,51 19,76 + 0,06
20:0 0,11+0,09 0,10+ 0,07 0,19+ 0,06 0,18 +0,04 0,09 + 0,06 0,13+0,02
MUFAs  10,71+£0,15 10,47 +1,24 11,28 £ 1,24 11,16 £ 0,71 9,65+ 0,45 10,00 + 0,44
16:1 n-9 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,04 + 0,05
16:1 n-7 0,48+0,06 0,44 +0,17 0,55+0,23 0,51 +0,13 0,32+ 0,08 0,23 +0,04
18:1 n-9 7,79+£0,63  8,51+1,01 8,87 +£0,75 8,98 £0,72 7,98 +£0,21 8,24 +£0,21
18:1 n-7 1,49+0,17 1,11£0,11* 1,12+ 0,05 1,14 £ 0,07 0,92 +£0,03 0,97 £0,02 a
20:1 n-9 0,29+0,03 0,20 + 0,02%* 0,27 +0,03 0,25+0,01 0,17+0,01 b 0,24 + 0,07
n-6 PUFAs 34,59+2,05 3236+1,12 36,74 + 1,02 36,29 + 1,26 35,22 +2,01 35,33+0,09
18:2 n-6 3,75+£0,34 2,85+0,41* 3,45+0,39 3,33+0,24 2,82+0,14 ¢ 3,15+ 0,31
18:3 n-6 0,00+0,00  0,03+0,06 0,07+0,14 0,06 = 0,07 0,06 = 0,07 0,00 + 0,00
20:2 n-6 0,08+0,07 0,16 0,04 0,07 +0,08 0,06 + 0,08 0,07 + 0,08 0,10+ 0,00
20:3 n-6 0,57+0,10 0,32 +0,03* 0,40 + 0,07 0,41 + 0,09 0,25+ 0,02 0,27 +0,01 a
20:4 n-6 28,40 1,86 27,78 +1,27 30,97 +£1,37 30,99 + 1,23 30,83 £2,03 30,50 + 0,46
22:4 n-6 0,76+ 0,10 0,73 £ 0,05 0,90+ 0,11 0,87 £ 0,04 0,71 + 0,04 0,71+0,03 a
22:5n-6 1,03+0,23 0,49 +0,11%* 0,90+ 0,33 0,57 +0,14 0,47+0,15 0,60 + 0,03
n-3 PUFAs 13,33 +1,03 15,37+2,40 10,65 + 2,05 10,59 + 2,86 13,60 + 0,36 13,17 £0,52
18:3n-3 0,00 £ 0,00 0,03+ 0,06 0,14+0,28 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
18:4 n-3 0,00+0,00  0,03+0,05 0,21 +0,15 0,08 = 0,09 0,20+ 0,10 0,34 +0,38
20:3n-3 0,07+0,06 0,04 +0,09 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,06 = 0,07 0,00 + 0,00
20:4 n-3 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,09+ 0,14 0,00 + 0,00
20:5n-3 0,29+0,04  0,25+0,02 0,14+0,10 0,23 +0,08 0,31 +0,04 0,28 0,07
22:5n-3 0,57+0,08  0,45+0,08 0,22+0,15 0,25 + 0,05 0,33 +0,02 0,34+ 0,02
22:6n-3 12,40+ 1,00 14,58 +£2,26 9,95+2723 10,04 £2,72 12,61 +£0,38 12,21 +£0,99
DMAs 8,56+1,76 9,04 +3,25 8,53 +£3,83 10,27 + 1,44 11,43+1,21 12,81 + 0,66
16:0 DMA 332+£0,62 3,07+1,14 3,04 +1,31 3,66 0,51 3,68 + 0,46 3,78+ 0,14
18: 0 DMA 2,53+0,65 3,19+1,07*% 3,00+1,28 3,58 +0,33 4,78 + 0,41 5,58 +0,85a
18:1 n-9 DMA 2,15+0,50 2,39+0,92 2,08 + 0,96 2,44 +0,55 2,61 £0,33 3,01 £0,33
18:1 n-7 DMA 0,56+0,01 0,39 +0,13* 0,53 +0,07 0,59 +0,10 0,37+0,03 ¢ 0,44 + 0,06
n-3 LC-PUFA 13,33 +1,03 15,31+2,38 10,31 £2,47 10,52 +£2,78 13,40 £ 0,38 12,84 0,90
n-6 LC-PUFA 30,75+ 1,74 29,32+1,32 33,16 1,22 32,84+ 1,15 32,27+1,92 32,08 0,41
n-6/n-3 2,60+0,18  2,15+0,38 3,56 £0,77 3,64+1,10 2,59+0,13 2,68 +0,10
ARA/DHA 2,30+ 0,20 1,94 +0,33 3,24+£0,77 3,28+0,97 2,44+ 0,11 2,50+0,16
18:1n-9/18:0 0,36 +0,02 0,40+ 0,04 0,41 +0,03 0,43 +0,03 0,39 + 0,02 0,42 +0,01
MUFAs/SFAs 0,36+0,02  0,35+0,02 0,37+0,01 0,38 +0,02 0,34+ 0,02 0,37+ 0,02
PUFAs/MUFAs 4,47+0,20 4,63+0,82 4,25+0,64 4,22 +0,47 5,07+0,41 4,86 +0,27
PUFAs /SFAs 1,60 + 0,06 1,60 +0,30 1,57+0,26 1,61 +£0,20 1,73 £0,14 1,79 £ 0,01

Medias = desviacion estandar. * (p < 0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001). a = HFD-OVX y HFD vs
SD-OVX y vs SD: p <0,05; b=HFD vs HFD-OVX 'y vs SD-OVX y vs SD: p <0,05; ¢ = HFD vs SD-
OVXyvs SD: p<0,05.

Si contrastamos en el grupo HFD-OVX con los 3 anteriores, se observan niveles

superiores 20:1 n-9 con respecto a HFD y de 18:0 DMA con respecto a SD y SD-OVX.

Finalmente, los grupos SD y SD-OVX poseen mayor cantidad de 18:1 n-7, 20:3 n-6 y
22:4 n-6 en comparacion con HFD-OVX.
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18:0 DMA

= B

N

*
=

F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX

..

M-SD
Grdfico 4. 18:0

M-HFD
DMA  esterificado  en

fosfatidiletanolamina. # =p < 0,05; *=HFD vs SD

yvs SD-OVX: p < 0,05.

20

18:2 n-6

F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX

a #

M-SD M-HFD
Grifico 5. Acido linoleico (18:2 n-6) esterificado en
fosfatidiletanolamina. # = p < 0,05; * = HFD vs SD y
vs SD-OVX: p <0,05.

20:3 n-6
-
; 1 * %
* —_—

F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX

M-SD

#
=

M-HFD

Grifico 6. Acido dihomo-gammalinolénico (20:3 n-6)
esterificado en fosfatidiletanolamina. # = p < 0,05; * =
HFD-OVXy HFD vs SD y vs SD-OVX: p < 0,05.

31



7.5.3 Fosfatidilinositol

Solo se observo variacion en el 20:3 n-6 y 22:5 n-6 en ambos sexos. Tanto en machos
como en hembras, se aprecian mayores cantidades de estos dos 4cidos grasos en el grupo

SD con respecto a HFD.

Tabla 7. Perfil de los diferentes dcidos grasos esterificados en FOSFATIDILINOSITOL, medidos
en % de drea, de los tejidos renales de machos y hembras a los que se les ha aplicado los diferentes

tratamientos.
MACHOS HEMBRAS
Acidos grasos SD HFD SD SD-OVX HFD HFD-OVX
SFAs 41,07 £ 3,67 43,60 + 1,65 4484 +123 45,56+0,51 45,42 + 1,65 45,07 £3,17
14:0 0,17+0,16 0,28 0,19 0,44 + 0,20 0,42 +0,21 0,15+0,18 0,40 + 0,33
15:0 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00+£0,00  0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,08 +0,15
16:0 5,83 +£0,25 6,82 +1,08 6,91 +£1,33 6,36 £ 1,28 5,95+1,92 7,31 +£1,98
17:0 0,22 +0,03 0,18+0,13 0,24 + 0,32 0,14 +0,13 0,15+0,10 0,16 £0,12
18:0 34,06 + 3,46 3541+2,17 36,83 +2,49 3804+1,12 38,64+2,65 36,92 + 3,76
20:0 0,24 £ 0,04 0,19+0,13 0,12+0,15 0,17+0,15 0,24 + 0,06 0,05+0,10
MUFAs 5,03 +£0,63 7,67 £ 2,66 8,12 +3,26 6,87 1,56 5,81 +1,29 8,17 +£3,96
16:1 n-9 0,00 + 0,00 0,21 +£0,27 0,00 £+ 0,00 0,16 0,28 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
16:1 n-7 0,36 + 0,09 0,45 +0,20 0,66 + 0,44 0,55+0,10 0,43 +0,16 0,54 + 0,37
18:1 n-9 3,39 +0,75 5,49 + 1,80 6,10 +2,54 5,05+1,27 4,14+0,78 5,71 £2,69
18:1 n-7 0,97 £ 0,12 1,25 +£0,44 0,94 +£0,22 0,95+ 0,08 0,89 +£0,21 1,09 £ 0,43
20:1 n-9 0,07 +£0,13 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00 0,20 + 0,30 0,00 + 0,00
n-6 PUFAs 37,75+2,42 35,09 +£3,49 34,85+5,02 3575+4,08 37,35+3,34 37,63 +3,40
18:2 n-6 3,54+ 0,42 5,06+1,74 3,36 £ 0,66 2,92 +0,32 2,67 +£0,44 3,67+1,19
18:3 n-6 0,04 + 0,07 0,24 +0,19 0,35+0,33 0,36 0,15 0,33 +0,22 0,54 + 0,38
20:2 n-6 0,23+ 0,01 0,40+0,16 0,00 £+ 0,00 0,45+0,21 0,14 +0,16 0,03 + 0,07
20:3 n-6 421+0,65 2,08 + 0,38%* 1,78 £ 0,39 1,91 £0,14 1,00 £ 0,12 1,03 +0,23 a
20:4 n-6 27,96 + 1,39 26,21 +£3,55 28,07+5,75 29,28+394 3226+3,61 31,24 +£4,39
22:4 n-6 0,70+ 0,11 0,60 = 0,09 0,60 + 0,08 0,44 + 0,39 0,58 +£0,08 0,47 £ 0,07
22:5n-6 1,07 £0,19 0,51 = 0,10%** 0,70 £0,14 0,58 £0,07 0,37+ 0,08 b 0,64 £0,14
n-3 PUFAs 12,00 + 2,97 9,61 +0,30 6,03 +0,44 6,15 +0,98 7,11 +£0,77 5,78 £0,63
18:3 n-3 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
18:4 n-3 0,14+0,13 0,22 +0,18 0,63 +0,63 0,36 0,36 0,46 + 0,33 0,33 +0,28
20:3 n-3 0,12+0,21 0,14 +0,10 0,12+0,23 0,12+0,21 0,04 + 0,08 0,00 + 0,00
20:4 n-3 0,06 + 0,10 0,00 £+ 0,00 0,22 +£0,44 0,07 +£0,12 0,14 +0,18 0,00 + 0,00
20:5 n-3 0,23 £0,07 0,19+0,26 0,00 £+ 0,00 0,15+0,13 0,51 +£0,35 0,05 + 0,09
22:5n-3 0,59 +0,13 0,45+ 0,02 0,20+0,13 0,17+0,15 0,35+0,04 0,17 +£0,20
22:6 n-3 10,87 + 3,17 8,61 £0,50 4,86 +1,03 5,18+0,77 5,61 +0,74 5,23 +£0,49
DMAs 0,74 £0,17 0,73 +£0,39 0,64 £ 0,30 0,73 +£0,21 0,67 0,17 0,44 + 0,26
16:0 DMA 0,28 + 0,09 0,26 0,22 0,32 +0,25 0,19+0,17 0,19+0,13 0,29 £ 0,27
18: 0 DMA 0,20 +£ 0,05 0,24 +0,11 0,11+0,13 0,22 +£0,23 0,31 +0,11 0,09 £ 0,12
18:1 n-9 DMA 0,26 + 0,08 0,23 +0,08 0,20+0,14 0,32+0,12 0,16 0,13 0,06 + 0,12
18:1 n-7 DMA 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00
n-3 LC-PUFA 11,86 + 3,03 9,39 +0,27 5,40 £ 0,57 5,79 £ 1,29 6,65 +0,70 5,45+0,70
n-6 LC-PUFA 33,94+ 1,98 29,39 £ 3,85 31,15+5,98 32,01+4,75 34,21 +3,67 33,38 +£4,54
n-6/n-3 325+0,64  3,66+046 582+1,04 5854035  531+0,86 6,53 + 0,43
ARA/DHA 2,72+ 0,74 3,06 £ 0,55 5,78 +0,19 5,66 £0,19 5,79 £0,74 5,98 £ 0,66
18:1n-9/18:0 0,10+ 0,01 0,16 +£ 0,06 0,17 +£0,09 0,13 +0,04 0,11 +0,03 0,16 + 0,09
MUFAs/SFAs 0,12 +0,01 0,18 +0,07 0,18 £ 0,08 0,15+ 0,04 0,13 +0,03 0,18 +0,10
PUFAs/ MUFAs 10,07 + 2,32 6,63 +3,17 5,68 £2,19 6,39 + 1,94 8,01 £2,18 6,69 £+ 3,96
PUFAs /SFAs 1,22 +£0,23 1,03 +£0,09 0,91+0,11 0,92 +0,11 0,98 £0,10 0,97 +0,11

Medias + desviacion estandar. * (p < 0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001). a = HFD-OVX y HFD vs SD-

OVXyvs SD: p <0,05; b=HFD vs HFD-OVX y vs SD-OVX 'y vs SD: p < 0,05.

Si comparamos las hembras SD-OVX con los dos grupos anteriores (SD y HFD), se

observa que el grupo SD-OVX también posee niveles mas altos de ambos 4cidos grasos
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que los otros dos. Finalmente, comparando el grupo HFD-OVX con los otros 3 grupos,
podemos observar que SD y SD-OVX poseen mayores niveles de 20:3 n-6 con respecto
a HFD-OVX y que este ultimo tenia cantidades superiores de 22:5 n-6 en comparacion

con el grupo HFD.

20:3n-6 22:5 n-6

= = |

F-SD ' F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX

# ‘ 4
M-SD M-HFD M-SD M-HFD

Grafico 7. Acido dihomo-gammalinolénico (20:3  Grifico 8. Acido n-6 docosapentanoico (22:5 n-6)
n-6) esterificado en fosfatidilinositol. # =p <0,05; esterificado en fosfatidilinositol. # p < 0,05; *
* = HFD-OVX y HFD vs SD y vs SD-OVX: p < =HFD vs HFD-OVX y vs SD y vs SD-OVX: p <

7.5.4 Triglicéridos

En los machos, se observa que el grupo SD posee niveles mayores de SFAs totales, y de
16:0, 20:0, 16:1 n-7, 18:1 n-7, 20:1 n-9 y 22:5 n-6, mientras que el grupo HFD tiene un
indice de MUFASs/SFAs mayor y proporciones mas elevadas de MUFAs totales, y de
16:1n-9, 18:1 n-9 y 20:2 n-6. Contrastando ahora el grupo HFD con el SD en las hembras,
observamos cantidades mds altas de 16:0 y 16:1 n-7 en SD con respecto a HFD y
proporciones mayores de 17:0 y 20:2 n-6 en HFD. Si comparamos el grupo SD-OVX con
los dos anteriores, apreciamos un aumento de 18:1 n-7 con respecto a HFD y de 20:1 n-9
con respecto a HFD y SD, no obstante, se observan niveles mayores de 20:2 n-6 en HFD

con respecto a SD-OVX.
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Tabla 8. Perfil de los diferentes dcidos grasos esterificados en TRIGLICERIDOS, medidos en
% de drea, de los tejidos renales de machos y hembras a los que se les ha aplicado los
diferentes tratamientos.

MACHOS HEMBRAS
Acidos grasos SD HFD SD SD-0OVX HFD HFD-OVX
SFAs 29,72 +2,87 24,00 £ 0,62** | 30,07 +3,94 27,42 +2,68 26,46+1,00 27,18 +1,80
14:0 1,51 £0,42 0,80 + 0,06 1,37 £ 0,06 0,97 + 0,65 0,87 +0,03 0,86+ 0,11
15:0 0,18+0,11 0,09 +0,01 0,14 +0,01 0,14 +0,01 0,13 £0,02 0,08 + 0,06
16:0 23,36 +1,95 18,59 +0,60%* | 22,32+ 1,88 20,40+1,88 18,74+0,23a 17,17+0,31b
17:0 0,17 £0,04 0,22 + 0,03 0,16 +0,03 0,17 +0,03 0,27+0,08a 0,30+0,04b
18:0 4,11 +1,50 4,14+0,78 5,78+ 1,17 542 +£1,17 6,11+0,81 8,40+1,59¢
20:0 0,35+0,15 0,11 £0,04%* 0,25 + 0,06 0,24 + 0,06 0,20 + 0,05 0,27 £ 0,05
MUFAs 4549 +3,61 53,37+1,20%* | 47,37 +3,18 48,98 + 1,71 50,00+3,03 50,87+ 1,79
16:1 n-9 0,59 £ 0,09 0,88 +0,08* 0,65 +0,13 0,82 +0,12 0,66 £ 0,07 0,75+0,07
16:1 n-7 6,23 +1,90 3,43 +0,36% 5,06 + 1,01 4,15+0,82 2,94+0,37a 1,83+£0,54b
18:1 n-9 32,67+3,18 45,35+ 1,23**% | 37,64 +2,80 38,81+ 1,96 42,13+2,53 43,36+1,82d
18:1 n-7 3,36 £0,49 2,58 +0,07* 2,75+0,52 3,52+0,30 e 3,00+ 0,14 3,09+0,19
20:1 n-9 1,67+0,90 0,61 +0,09%* 0,75+0,10 1,00 £ 0,14 f 0,63 £ 0,04 1,16 £0,32
n-6 PUFAs 2222 +473 20,46 +0,57 20,62 + 1,71 21,18 +2,35 19,63 +£0,50 19,82 +0,56
18:2 n-6 21,13+4,53  18,99+0,51 19,54 +£ 1,50 20,14 +2,29 17,72+0,42 18,16 + 0,66
18:3 n-6 0,07 £ 0,05 0,11 +0,02 0,08 + 0,06 0,02 £ 0,04 0,10+ 0,15 0,08 + 0,06
20:2 n-6 0,17+0,02 0,46+ 0,05%** 0,16 + 0,03 0,14+ 0,02 0,48+0,01h 0,58+0,01g
20:3 n-6 0,19 £0,04 0,22 + 0,04 0,15+0,03 0,17+ 0,04 0,22 +0,07 0,20+ 0,02
20:4 n-6 0,41 £0,09 0,50 £0,07 0,45+0,10 0,48 +£0,12 0,78 £ 0,43 0,49 + 0,06
22:4 n-6 0,11 £0,09 0,12 +0,03 0,11 +0,04 0,14 £ 0,05 0,20 £ 0,10 0,20 + 0,04
22:5n-6 0,14 £0,03 0,06 + 0,04* 0,13 +0,05 0,09 + 0,06 0,13 +£0,04 0,10£0,07
n-3 PUFAs 1,20 +0,48 1,24+ 0,21 1,02 +0,42 1,12 +0,66 2,05+ 1,64 0,97 £0,09
18:3n-3 0,70 £0,12 0,74 + 0,05 0,56 + 0,08 0,50+ 0,14 0,74+0,07¢g 0,55=+0,05
18:4 n-3 0,07 +0,08 0,11 +0,09 0,12 +0,03 0,14+ 0,04 0,14+0,17 0,00+ 0,00 ¢
20:3n-3 0,00 £ 0,00 0,02 + 0,04 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
20:4 n-3 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
20:5n-3 0,11+£0,22 0,00 + 0,00 0,06 +0,12 0,10+0,21 0,47 +0,93 0,00 + 0,00
22:5n-3 0,04 £0,07 0,08 + 0,05 0,00 + 0,00 0,03 £ 0,05 0,12+0,16 0,11+0,02
22:6n-3 0,29 £0,15 0,30 +£0,12 0,28 +0,25 0,35 +0,26 0,58 +0,41 0,32 £0,07
DMAs 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
16:0 DMA 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
18: 0 DMA 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
18:1 n-9 DMA 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
18:1 n-7 DMA 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
n-3 LC-PUFA 0,43 +0,43 0,39+ 0,16 0,34 £0,37 0,48 +0,52 1,16 £ 1,49 0,42 +0,08
n-6 LC-PUFA 0,86 £ 0,22 0,90 +£0,17 0,84 +0,20 0,88 £ 0,20 1,33 +£0,63 0,99 +0,11
n-6/n-3 19,84 +6,29 16,84 £2,67 21,98 + 5,63 22,90+9,99 13,33+£6,69 20,52+2,19
ARA/DHA 1,58 +£0,53 1,79 £ 0,46 2,29+ 1,06 1,85+0,88 1,43 +0,26 1,58 +£0,20
18:1n-9/18:0 8,85+3,61 11,27 £2,27 6,83 +1,77 7,39 £ 1,46 7,03 +1,31 533+£1,17
MUFAs/SFAs 1,54+0,14 2,23 +0,11%** 1,60 = 0,27 1,80 £0,23 1,89+0,18 1,88+0,18
PUFAs/MUFAs 0,52+0,14 0,41 +0,02 0,46 + 0,05 0,46 £ 0,05 0,44 £ 0,07 0,41 +0,02
PUFAs /SFAs 0,81 +0,25 0,90 + 0,02 0,73 +0,14 0,82 +0,15 0,82 £ 0,05 0,77 + 0,06

Medias = desviacion estandar. *( p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001). a = HFD y HFD-OVX vs
SD: p <0,05; b=HFD-OVX vs SD-OVX: p <0,05; ¢ = HFD-OVX vs SD y vs SD-OVX: p <0,05; d
= HFD-OVX vs SD: p <0,05; e = SD-OVX vs SD: p <0,05; f=SD-OVX vs SD y vs HFD: p <0,05;
g: HFD-OVX vs HFD: p <0,05; h: HFD y HFD-OVX y vs SD-OVX 'y vs SD: p < 0,05.

Finalmente, si comparamos el grupo HFD-OVX con los otros 3, observamos que este
ultimo posee niveles mayores de 17:0 y 18:0 con respecto a SD y SD-OVX y niveles
superiores de 20:2: n-6 en comparacion con el esto de grupos, no obstante, el grupo SD y
SD-OVX posee cantidades superiores de 16:0, 16:1 n-7 y 18:4 n-3 que el grupo HFD-
OVXy el grupo HFD posee niveles mas altos de 18:3 n-3 que HFD-OVX.
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Grdfico 9. Acido estedrico (18:0) esterificado en
triglicéridos. * = HFD-OVX vs HFD y vs SD y vs
SD-OVX: p <0,05.
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F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX

M-SD M-HFD

Grdfico 11. Acido palmitico (16:0) esterificado en
triglicéridos. # =p < 0,05; * = HFD vs SD: p < 0,05;
A=HFD-OVXvs SD-OVXyvs SD: p < 0,05
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Grdfico 10. Acido oleico (18:1 n-9) esterificado en
triglicéridos. # =p < 0,05; *=HFD-OVXvs SD y vs
SD-OVX: p <0,05.

16:1 n-7

F-SD F-SD-OVX F-HFD F-HFD-OVX

M-SD M-HFD
Grifico 12. Acido palmitoleico (16:1 n-7)
esterificado en triglicéridos. # =p < 0,05; * = HFD
vs SD: p < 0,05; A=HFD-OVX vs SD-OVX y vs SD:
p <0,05
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Grdfico 13. Acido eicosadienoico (20:2 n-6) esterificado
en triglicéridos. #=p < 0,05; *=HFD-OVXy HFD vs SD
yvs SD-OVX: p <0,05; A=HFD-OVXvs HFD: p < 0,05

7.6 Reduccion de dimensiones de las variables y caracterizacion de los
individuos en las componentes (PCA).

En las variables tratadas en este trabajo, el nimero de componentes principales (CPs,
nuevas variables) seleccionadas fue de 3. Se ha comprobado mediante comunalidad
(porcentaje de informacion acumulada de cada variable), que el porcentaje era lo
suficientemente elevado y que las variables originales quedan explicadas con estas tres

componentes, lo que justifica la aplicacion de la técnica.

Se ha enfrentado a la componente 1 (eje X) con la componente 2 (eje Y), puesto que son
las que mas informacion acumulan en los individuos dentro de cada grupo. Se ha
eliminado del modelo a los individuos que poseian valores de 0 en alguno de sus acidos
grasos y a los &cidos grasos que se encontraban ausentes. Se ha caracterizado a cada
individuo dentro de las nuevas variables, representdndose como grupo control a los que

han recibido la dieta estandar (SD).
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COMPONENTE 2

COMPONENTE 2

7.6.1 Reduccion de dimensiones y caracterizacion en machos

En el PCA del perfil de 4cidos grasos de los machos, para PC, las componentes
acumularon el 74,47 % de la varianza; para PE, se acumul6 el 87,49%; para PI se acumuld

el 81,80%; y para TAG se acumulo el 81%.

Grdfico de dispersion 1. Caracterizacion de los Grdfico de dispersion 2. Caracterizacion de los machos
machos control y HFD a partir de la control y HFD a partir de la
FOSFATIDILCOLINA en la componente 1 y 2. FOSFATIDILETANOLAMINA en la componente 1y 2.

0000 * M-CONTROL 150000 * M-CONTROL
e M-HFD e M-HFD
1,00000
«
1,00000 E ,50000
4
=
§ ,00000
,00000 o
2 -50000
@) .
‘ O
-1,00000 . ¢
-1,00000
A0 o000 1,00000
-2,00000 -1,00000 ,00000 1,00000 2,00000 ! COMPONENTE 1 !
COMPONENTE 1
Grdfico de dispersion 3. Caracterizacion de los Grdfico de dispersion 4. Caracterizacion de los
machos control y HFED a partir del machos control y HFD a partir de los
FOSFATIDILINOSITOL en la componente 1y 2. TRIGLICERIDOS en la componente 1y 2.
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Se observa que tanto en PC como en PE, las componentes nos separan a los individuos
de cada tratamiento en dos grupos bien diferenciados. En PI, se observa también una
separacion de ambos grupos con una ligera interseccion. En TAG, se observa una mayor
dispersion de los datos que en PC, PE y PI en el grupo CONTROL con respecto al HFD,

aunque también se produce una separacion entre los individuos.
7.6.2 Reduccion de dimensiones y caracterizacion en hembras

En el PCA de los acidos grasos de las hembras: para PC, las componentes acumularon el
70,5 % de la varianza; para PE, se acumul6 el 79,65%; para PI se acumul¢ el 73,6%; y

para TAG se acumuld el 67,34%.

En el caso de las hembras, en PC, se produce una separacion de los grupos de individuos
que han recibido la dieta HFD con respecto a los que han recibido la dieta SD y una
subestratificacion dentro de los que han recibido solamente la dieta (HFD) y los que han

recibido la misma dieta y la castracion (HFD-OVX), que quedan ligeramente separados.

Observamos en PE que las componentes nos caracterizan sin distincion a los individuos

que han recibido la dieta CONTROL y HFD independientemente de la castracion.

En el perfil de PI, no se observa separacion de los individuos en las componentes por

accion de ninguno de los dos factores (dieta y castracion).

En los TAG observamos una separacion de las componentes en 3 grupos bien
diferenciados: CONTROL y CONTROL-OVX en un grupo, HFD en otro grupo y HFD-
OVX en otro grupo.

Los 4cidos grasos mas influyentes en el comportamiento de las componentes 1, 2 y 3
(correlaciones) y las comunalidades para cada clase lipidica dentro de cada sexo, se

muestran en las tablas complementarias 2 y 3 del anexo 3.
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8. DISCUSION

8.1 Principales hallazgos del estudio.
8.1.1. Entre sexos control.
La comparacion de contenidos lipidicos y de los perfiles de las clases lipidicas entre los
grupos control, reveld que los machos en condiciones basales, poseen mas cantidad de
lipido renal que las hembras y que el perfil de lipidos neutros varia ente sexos,
observandose una mayor cantidad de TAG y SE y una menor proporcion de MAG+DAG
en machos con respecto a las hembras. Precisamente, la mayor presencia grasa en los
tejidos, suele ir asociada a una mayor presencia de lipidos de reserva, principalmente
TAG. Si complementamos los datos obtenidos en los TAG con los niveles de MAG y
DAG, podemos hacernos una idea de la actividad metabolica del tejido, que es mediada,
en gran medida, por la accion de glicerolipasas, enzimas encargadas de romper los acidos
grasos esterificados en TAG para convertirlos en MAG, DAG y FFA. Estos procesos,
tienen lugar, bien sea para la incorporacion de los acidos grasos liberados en otras clases
lipidicas estructurales del propio tejido, su movilizacion a otros tejidos o la incorporacion
a la mitocondria (o peroxisoma) para la B-oxidacion (Bestard-Escalas et al., 2019). En
cualquier caso, en virtud de lo observado, se podria sugerir que la situaciéon metabdlica
podria manifestar una mayor actividad de las glicerolipasas en el tejido renal de las

hembras que en el de los machos.

El perfil de acidos grasos en condiciones control en ambos sexos cambia ligeramente,
aunque revela una esterificacion preferente del 18:0 y el ARA (20:4 n-6) en Pl y PE; del
16:0 y DHA en PC y del 18:1 n-9, 18:2 n-6 y 16:0 en TAG. Los resultados también
mostraron cantidades altas de DMAs en PE en comparaciéon con las otras clases,
sobretodo de 16:0 DMA y 18:0 DMA, tanto en machos como en hembras. Se observo
también que a pesar del poco aporte dietario de DHA y ALA, los animales poseen
cantidades notables del primero, por lo que podria estarse dando simultdneamente un
proceso de bioacumulacién y retencion selectiva de DHA (Afonso, 2019; Diaz-Lopez,
2010), acompafiado de la actividad elongasa-desaturasa que transforma el ALA en DHA,

siendo estas actividades aparentemente mucho mas eficientes en machos que en hembras.

Este perfil también mostré que el ARA se encuentra en cantidades notablemente mas
altas en PC y PE del tejido renal de las hembras y que los niveles de DHA se encuentran
en cantidades superiores en machos en todas las clases lipidicas de membrana, hecho que

se repite en los niveles de n-3 DPA (22:5n-3), que aunque ha sido menos estudiado que
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el DHA, también sirve como sustrato para la sintesis de mediadores pro-resolutivos
antinflamatorios (como MaRx.3 ppa, PDn.3 ppa Y RVsn3 pra) (Dalli & Serhan, 2013), por
lo que se puede sugerir que el perfil en condiciones basales manifiesta que la lipidomica
de las hembras podria ser menos eficaz a la hora de amortiguar la dafos inflamatorios
mediante el uso de mediadores eicosanoides y docosanoides pro-resolutivos, aunque no
se descarta la posibilidad de que existan otros mecanismos que permitan a las hembras
gozar de una salud plena a pesar de tener un perfil mas insalubre. Se observo también que
el EPA se encuentra ausente en ambos sexos o en cantidades muy bajas en todas las clases

lipidicas, un hecho ya reportado previamente en ratones (Chen et al., 2013; Fabelo, 2013).

8.1.2 Tras la aplicacion de HFD, castracion y HFD + castracion.

Los datos del perfil de clases lipidicas sugiere que tanto en machos como en hembras, la
proporcion de lipidos polares estructurales de membrana son capaces de mantenerse
constantes a pesar de la administracion de la dieta HFD y de la castracion, probablemente
debido a la necesidad intrinseca del rifion a preservar sus fenotipos funcionales (Levental
et al., 2020), hecho que no ocurrid en los lipidos neutros, donde se produjo un aumento
de los TAG y una disminuciéon de los MAG+DAG y FFA en machos HFD. Se observo,
ademads que el aumento significativo del CHO en hembras HFD-OVX con respecto al
grupo SD, podria evidenciar una posible sinergia entre las hormonas femeninas y el rifidn,
lo que sugiere que los estrégenos podrian estar teniendo un efecto protector ante el

acimulo de CHO en las células renales.

El andlisis de componentes principales nos caracterizd de una manera consistente los
perfiles en cada tratamiento. Los resultados observados en ambos andlisis dilucidaron que
las clases lipidicas que mas alteraciones poseen en sus acidos grasos esterificados tras la
aplicacion de HFD y de la castracion son TAG y PC, seguidos de PE y finalmente de PI,
que es la que menos cambios sufre, por lo que se podria sugerir que esta Ultima clase
lipidica posee una fuerte necesidad estructural de mantener su patrén de esterificacion a
pesar de las perturbaciones inducidas por la dieta y la castracion. En cualquier caso, no
se observo que la dieta HFD ni la castracion afectase a los niveles de ARA y DHA

esterificados en las clases lipidicas de ninguno de los dos sexos.

Es importante destacar que la mayoria de los PUFAs se encuentran esterificados en la
membrana plasmadtica, el aparato de Golgi, la mitocondria y el reticulo endopldsmico

(Bestard-Escalas et al., 2019), por lo que los cambios enunciados en estos perfiles
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estructurales pueden desembocar potencialmente en cambios en los receptores acoplados
a las membranas, que pueden interferir en la actividad metabolica y vias de sefalizacion
celular (Decléves, et al., 2019; Chen et al., 2013; Fabelo, 2013). Sin embargo, los TAG
entre los lipidos neutros y la PC entre los polares, son considerados reservorios de acidos
grasos a los que el tejido puede recurrir para su metabolismo energético y/o turnover de
fosfolipidos de membrana, siendo TAG y PC, mas susceptibles de ver modificado su
perfil ante los cambios dietarios. PE y PI, juegan papeles fisiologicos y estructurales clave

y que dependen del muy especifico perfil de sus 4acidos grasos (Reis et al., 2016).

8.1.3 Acidos grasos candidatos
De todos los 4cidos grasos analizados en las diferentes clases lipidicas, se podrian sugerir
9 biomarcadores potenciales: en primer lugar el 16:0 y 16:1 n-7, que disminuyeron en
los TAG de ambos sexos en el grupo HFD y cuya caida fue atin mayor en el grupo HFD-
OVX de las hembras; el 18:0, que aumentd de manera considerable en PC y TAG en el
grupo HFD-OVX de las hembras en comparacion con el resto de grupos, lo que podria
evidenciar un efecto de la castracion sobre la obesidad, al igual que se observo con el
colesterol; el 18:1 n-9, que aument6 también en el grupo HFD-OVX de las hembras y en
el grupo HFD de los machos; el 18:0 DMA de la PE, debido a su aumento significativo
en los grupos HFD de ambos sexos y su aumento aiin mayor en el grupo HFD-OVX de
las hembras; el 18:2 n-6, que disminuy6 en los grupos HFD de ambos sexos en PC y PE;
el 20:2 n-6, que aument6 significativamente en los TAG de los grupos HFD en ambos
sexos y cuyo aumento fue aun mayor en el grupo HFD-OVX de las hembras; el 20:3 n-
6, que disminuyd en todas las clases lipidicas de membrana en los grupos HFD de ambos
sexos y en el grupo HFD-OVX de las hembras; y finalmente, el 22:5 n-6, que disminuy6
en todas las clases lipidicas de los machos HFD y en el PI de las hembras HFD. Aunque
algunos de estos cambios como el aumento de 18:0 y 18:1n-9, podrian ser el resultado de
la inclusion de una dieta més grasa y particularmente rica en estos acidos grasos, otros,
sin embargo, no parecen obedecer de manera directa a estos cambios dietarios inducidos.
El caso mas evidente es la caida del 16:0 en los tratamientos HFD a pesar de su mayor

aporte en la dieta.
8.2 Comparacion con otros estudios y fisiopatologia asociada a los perfiles.

El aumento significativo del colesterol en las hembras HFD-OVX coincide con lo descrito
en estudios anteriores (Rodriguez et al., 2021; Wahba & Mak 2007), donde parece ser

que los individuos del sexo femenino, tanto en este modelo animal como en otros modelos
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murinos, y de grandes animales (cerdo y cabra) y en el humano, poseen mayor tendencia
a acumular colesterol en el rifion que los machos, lo que podria manifestar un perfil mas

aterogénico (Viktorinova et al., 2021).

El empaquetamiento de los acidos grasos en diferentes clases lipidicas obedece a lo dicho
en el apartado 3.2 y a la literatura consultada, que manifiesta que los LC-PUFA se
esterifican preferentemente como fosfolipidos de membrana, mientras que los que
contienen un nimero menor a 18 4tomos de carbono se esterifican tanto en la membrana
como en TAG (Chen et al., 2020; Bestard-Escalas et al., 2019), ademas, los MUFAs son
los principales componentes basicos para la sintesis de TAG (Pakiet et al., 2020; Duarte

et al., 2014), lo que justifica su mayor presencia en esta clase lipidica.

La ausencia de EPA en todas las clases manifiesta lo expuesto en dos estudios realizados
en 2013, ya que, a diferencia de los humanos, en el modelo murino, este dcido graso no
se bioacumula en los tejidos, sino que es degradado por la mitocondria (o el peroxisoma)
o transformado directamente hacia n-3 DPA o DHA, por lo que su presencia en algunos

casos podria estarse dando de manera transitoria (Chen et al., 2013; Fabelo, 2013).

El mantenimiento de los niveles de ARA no coincide con lo descrito en otros estudios,
donde la dieta HFD causa un aumento de este 4cido graso en modelo animal murino,
probablemente debido a una activacion al alza de la maquinaria elongasa-desaturasa
inducida por HFD (Decleves et al.,, 2019). Cabe destacar que ARA, ademdas de
relacionarse con una regulacion al alza de eicosanoides proinflamatorios, puede
incentivar la sintesis de citoquinas como TNFa, IL1B, IL6 e IL8 mediante la interaccion
con receptores nucleares del sistema NFkB (Dasilva & Medina, 2019), por lo que, en
virtud de lo observado, y teniendo en cuenta que el perfil ARA/DHA y ARA/EPA es el
que se relaciona de una manera consistente con una predisposicion inflamatoria, se

proponen 3 escenarios posibles:

1. Que alin no ha transcurrido el tiempo suficiente para notar este aumento de ARA
y que las células son capaces, tras 6 meses de administracion de esta dieta
insalubre, de mantener la homeostasis de sus precursores inflamatorios,
pudiéndose dar la posibilidad de ver estos cambios si se continuase la dieta HFD
durante un periodo méas prolongado de tiempo.

2. Que se esté dando una situacion proinflamatoria al alza mediante la sintesis de
prostanoides y citoquinas, pero el mantenimiento de las propiedades fisicas de la

membrana obliga a que el perfil ARA/DHA permanezca constante en este tejido.
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3. Que la dieta HFD no induzca un efecto proinflamatorio en este tejido.

En cualquier caso, para obtener conclusiones mas robustas, estos datos deben ser
complementados con un estudio de citoquinas y oxilipinas que manifieste la presencia
directa de moléculas inflamatorias. Por otro lado, seria interesante analizar el perfil de
acidos grasos de la dieta de estos estudios previos, ya que, en el presente trabajo, la HFD

aportaba una menor proporcion del 18:2n-6, o principal precursor del ARA.

Partiendo de los hechos sefialados anteriormente, nos centramos ahora en la busqueda del
sentido bioldgico de los candidatos a biomarcadores encontrados. En primer lugar, cabe
destacar que, aunque ARA, EPA y DHA son los que mayor implicacion fisiopatologica
poseen en los procesos inflamatorios, no son los unicos. Después de una ardua busqueda
en la literatura, se ha encontrado una relacion estrecha entre algunos de los lipidos
propuestos y la patogénesis inflamatoria renal. Uno de estos acidos grasos es el DGLA
(20:3 n-6, acido dihomo- vy linolénico), que a pesar de ser el precursor directo de ARA,
tiene la capacidad de producir su propia cascada de eicosanoides con propiedades
antiinflamatorias (Novichkova et al,. 2020). Ademas, los compuestos producidos a partir
de éste son (entre otros) las prostaglandinas de la serie 1 (PGi), que ademés de tener
menor actividad bioldgica inflamatoria que las PG2, compiten en su sintesis con los
prostanoides producidos a partir de ARA por la via COX 1/2, dando lugar a una
disminucién de eicosanoides proinflamatorios con alta actividad biologica (Novichkova
et al,. 2020; Wang et al., 2012; Horrobin, 1980). Cabe senalar que la regulacion a la baja
de DGLA en ambos sexos en todas las clases lipidicas estructurales tras la administracion
de HFD, coincide a su vez, con lo observado en un estudio reciente, donde se dilucidd
que los niveles plasmaticos del mismo también disminuian tras la aplicacion de una dieta
similar (Decléves et al., 2019), no obstante, las cantidades significativamente menores de
este acido graso en el tejido renal de hembras control con respecto a los machos control
y su caida atin mas pronunciada tras la aplicacion de HFD, podria evidenciar un aumento
de la susceptibilidad de las mismas hacia una situacion proinflamatoria y protrombica, lo

que apoyaria el supuesto 2.

Otro de los biomarcadores propuestos fue el n-6 DPA (22:5 n-6), que de manera similar
al DHA y n-3 DPA (22:5 n-3), es también precursor de oxilipinas funcionales
antintrombicas, como 11-HpDPA n-6 y 14-HpDPA n-6, producidas mediante la ruta 12-
LOX, que son ademas inhibitorias de la actividad del TXA; derivado del ARA (Yeung et

al., 2020). En nuestros resultados, vemos que las hembras poseen menor cantidad de n-6
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DPA en condiciones control que los machos, no obstante, sorprendi6 ver que el contenido
de éste cayod en todas las clases lipidicas de los machos y solo disminuy6 en PI de las
hembras tras la aplicaciéon de HFD. A pesar de que se ha realizado una busqueda en la
literatura sobre estudios que avalen la influencia del n-6 DPA en la patogénesis renal
influenciada por HFD, solamente se han encontrado resultados de la influencia del n-3
DPA, dado que las funciones derivadas del n-6 DPA como potentes oxilipinas funcionales
influyentes en la reactividad plaquetaria y trombotica se descubrieron por primera vez en
el afio 2020 (Yeung et al., 2020), lo que evidencia la necesidad de estudiar mejor este

acido graso y su dindmica en ambos sexos.

Centrandonos ahora en el posible biomarcador 18:0 DMA de la etanolamina (PlsEtn),
vemos que la regulacion al alza en todos los individuos HFD y atin més en hembras HFD-
OVX sugiere que se produce cierta interaccion entre la obesidad inducida por la dieta y
la castracion. En la bibliografia vista en los tltimos afios, se observo que niveles reducidos
de plasmalogenos pueden contribuir al desarrollo de patologias cardiometabodlicas y
hepaticas (Dorninger et al., 2020; Ding et al., 2020; Paul & Meikle, 2019) y que el
aumento de PlsEtn en el rifion se relaciona con un aumento de los niveles de HDL para
frenar los efectos nocivos de la acumulacion de CHO y TAG (Maeba et al., 2018), por lo
que se podria sugerir que la regulacion al alza del mismo en el tejido renal se estd dando
como un factor de proteccion de las células en un intento de disminuir los efectos de la
dislipemia renal y acumulacion de colesterol inducida por HFD y potenciada tras la
castraciéon, hecho que también se ha observado en pacientes con osteoporosis

postmenopausica (Lee et al., 2020).

A pesar de que se ha visto que el aumento del 20:2 n-6 en los TAG de los grupos HFD y
su cantidad atin mas elevada en hembras HFD-OVX, sigue la misma tendencia que lo
dicho con el 18:0 DMA, este 4cido graso es uno de los menos estudiados hasta ahora, y
aunque es un precursor de la ruta de sintesis hacia ARA, no se ha encontrado literatura
que avale una regulacion al alza del 20:2 n-6 directamente asociada a procesos
inflamatorios o factores de proteccion. No obstante, si que se ha visto que su aumento
podria deberse a una actividad elongasa estimulada en el tejido por influencia de la dieta
(Huang et al., 2019), que se potencia tras la castracion. Aunque hay que tener en cuenta
que la HFD aporta cantidades ligeramente mayores de 20:2 n-6 que SD y que los niveles
mas altos del mismo en los grupos HFD y atin mayores en HFD-OVX podrian deberse a

aportaciones mayores en la dieta, resulta interesante ver que las diferencias se producen
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en los TAG en lugar de en los lipidos estructurales, que es donde suele esterificarse este
acido graso en mayor proporcion (Pakiet et al; 2020; Chen et al., 2020), por lo que esta

dindmica atipica podria tener cierto rol en la progresion del daio renal.

Haciendo hincapi¢ en que la dieta aporta cantidades mayores tanto de palmitico (16:0)
como de estearico (18:0), podemos concluir que las asociaciones y los resultados vistos
en estos dos acidos grasos junto oleico (18:1 n-9) y el palmitoleico (16:1n-7) concuerdan
con las evidencias emergentes en estudios celulares y animales, que sugieren mecanismos
bioldgicos donde los SFAs, pero no los MUFAs, pueden inducir a la resistencia a la
insulina y a la inflamacién al interaccionar con factores nucleares que aumentan la
produccion de IL-6 y expresion de TNF-a (Norde et al., 2018). Los ensayos consultados
demuestran que el acido palmitico, y en menor medida el estedrico, son importantes
protagonistas en los efectos nocivos derivados de la obesidad. También se relaciona la
presencia de acido oleico como un factor protector contra la resistencia a la insulina y
como un inductor potente de la beta-oxidacion del 4acido palmitico (Norde et al., 2018;
Mu et al., 2014), por lo que en condiciones fisiologicas, uno de los mecanismos celulares
para frenar la acumulacion de palmitico es mediante su desaturacion a acido palmitoleico
y luego su elongacién hacia acido oleico (Norde et al., 2018; Mu et al., 2014), no obstante,
este ultimo, en cantidades altas, también puede resultar perjudicial, ya que estimula una
regulacion al alza muy potente de la actividad elongasa-desaturasa y de la beta oxidacion,
que puede contribuir a la liberacion de especies reactivas de oxigeno (Arany et al., 2013),
produciendo una respuesta inflamatoria como consecuencia de la alteracion del ambiente

redox y una disfunciéon mitocondrial en el rifion (Dasilva & Medina, 2019).

Los mecanismos expuestos anteriormente coinciden con los resultados vistos en este
estudio, donde la disminucién de palmitico y el aumento de oleico en machos HFD y su
disminucién aun mayor en hembras HFD-OVX evidencian una actividad metabdlica
compensatoria al alza. Resultados similares también se han visto en otros estudios de
plasma sanguineo y musculo en modelo animal murino, porcino y en humanos, donde
ademas, se ha relacionado la ausencia de estrogenos femeninos con una deposicion al alza
de palmitico, obligando a las células a activar su maquinaria mitocondrial para la beta
oxidacion y a estimular la actividad elongasa-desaturasa del reticulo endoplasmico hacia

la sintesis de oleico (Heras-Molina et al., 2020: Cybulska et al., 2019).

En conclusion, los resultados expuestos y su relacion con los estudios recientes

demuestran, por un lado, que la lipidomica entre sexos cambia significativamente en
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condiciones basales, y por otro lado, que la aplicacion de una dieta insalubre como la
HFD produce cambios importantes en los lipidos estructurales y de reserva, donde en
algunos casos, la pérdida de estrogenos femeninos en hembras puede empeorar la
fisiopatologia de este perfil. Por todo ello, en virtud de lo observado, se propone al indice
16:0/18:1n-9 como un posible biomarcador ante la acciéon nociva de la obesidad
(potenciada por la menopausia), asi como al 18:0 DMA como un factor de proteccion
sintetizado para paliar el estrés oxidativo y los efectos inflamatorios de la beta-oxidacion
relacionados con el exceso de 4cido oleico y palmitico. También se propone el indice
ARA/DGLA como indicador de susceptibilidad inflamatoria inducida por la dieta y en
menor medida al 18:0 y al 20:2 n-6 por su aumento considerable en los TAG de las

hembras HFD-OVX en comparacion con el grupo HFD.

8.3 Limitaciones del estudio
Se reconocen dentro de las limitaciones de este estudio la falta de complementacion con
andlisis bioquimicos y metabolicos, si bien algunos de ellos fueron recogidos en el
contexto del proyecto. También es limitante el pequeio tamafio muestral (n = 4), debido
al elevado numero de clases lipidicas analizadas por tratamiento. Ademas, para detectar
estos biomarcadores lipidicos antes mencionados, seria necesaria una biopsia, ya que las
muestras se han obtenido directamente del rifidn, por lo que se necesita la optimizacion
de un protocolo que nos permita correlacionar estos datos con analisis plasmaticos o en
orina, para ser lo menos invasivo posible a la hora de examinar la lipidémica renal. Otra
limitacion es la dieta, no todas tienen esta composicion y puede que el perfil cambie si se
aplica otra dieta insalubre. En este caso, se administrd poco 18:2 n-6 en HFD, pero se
sabe que este acido graso estd presente en nuestra dieta en grandes cantidades debido al
alto consumo de derivados de semillas oleaginosas en la poblacion occidental, ademas,
el organo lipogénico por excelencia es el higado, por lo que no se puede asegurar esta
actividad metabdlica elongasa-desaturasa en el rifion sin un estudio de seguimiento
metabolico con acidos grasos trazadores y de expresion génica. Por Ultimo, una posible
limitacion es que este modelo animal no posee EPA o se encuentre en muy baja cantidad,
hecho que no ocurre en el ser humano, donde este acido graso esta presente en multitud

de tejidos, lo que podria resultar en un sesgo del modelaje experimental.

No se pretende ser pretenciosos ni afirmar con rotundidad hechos que pueden conllevar
sesgos debido a las limitaciones antes mencionadas, no obstante, se espera que estos

resultados puedan dar una visidn positiva y sirvan como modelo para otros posteriores en
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una mejora en el prondstico y terapia, que redunde en una mayor longevidad y calidad de

la vida de los pacientes susceptibles a desarrollar ERC.
9. CONLUSIONES

1. Una dieta alta en grasas produce modificaciones en los 4cidos grasos esterificados
tanto en los lipidos estructurales como en lipidos de reserva del tejido renal, lo
que podria suponer un factor de riesgo en la alteracion de vias de sefializacion
celular de las proteinas integrales transmembrana y factores de transcripcion
inflamatorios.

2. Se observa un perfil diferente en el tejido renal de machos y hembras en
condiciones basales, siendo los machos los que poseen mas cantidad de DHA y
las hembras poseen mas cantidad de ARA, y que se mantienen constantes tras la
aplicacion de HFD y la castracion.

3. Los indices ARA/DGLA, 18:0 DMA de etanolamina y 16:0/18:1n-9 de los
triglicéridos del tejido renal, podrian servir como posibles indicadores de

progresion hacia el dafio renal, la inflamacion y estrés oxidativo.
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12. ANEXOS

8.1 Anexo 1

Figura complementaria 1. Placa HPTLC de doble desarrollo unidimensional con las
principales clases lipidicas presentes en la dieta SD y HFD.
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SD, pienso estandar; WH, blanco; ST, estandar de identificacion; HFD, pienso alto en grasas.
LPC, lisofosfatidilcolina; SM, esfingomielina; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; PI,
fosfatidilinositol; PE, fosfatidiletanolamina; MAG + PIG, monogliceridos y pigmentos; DAG,
diglicéridos; CHO, colesterol; FFA, acidos grasos libres; TAG, triacilgliceridos; SE, ésteres de

ceras y colesterol.
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8.2 Anexo 2

Tabla complementaria 1. Perfil general de dcidos grasos del lipido TOTAL, medidos en % de drea,
de los tejidos renales de machos y hembras a los que se les ha aplicado los diferentes tratamientos.

MACHOS HEMBRAS

Acidos grasos SD HFD SD SD-OVX HFD HFD-OVX
SFAs 31,71 +3,57 2837+0,77 |34,09+1,85a 2510+4,57 2541+589 2508+3,15

14:0 0,78+0,45 0,88+0,24 0,75+0,10 0,62 + 0,47 0,26 0,16 0,29 £ 0,07

16:0 19,39+4,73 17,68 0,39 20,10+0,11  11,95+0,45 16,12+0,49b 12,41+0,92¢

18:0 11,13+ 1,14 8,98+ 1,57 12,88 +1,88 9,77 +£2,89 13,53 +4,11  12,03+4,29
20:0 0,40+0,13  0,84+0,27 0,35+ 0,06 0,41 £0,27 0,35+0,11 0,35+0,18
MUFAs 18,86 +£3,90 30,88 +5,32*% | 23,77+584 2381+10,76 1575+4,35 19,05+5,44

16:1 n-7 3,70+2,54  3,90+1,37 3,24 +0,87 2,39+1,89 0,83+045d 1,12+0,67
18:1 n-9 14,45+ 1,74 26,46 +3,76 20,07+4,94 20,86+888 14,62+444  17,32+4,99
20:1 n-9 0,72+0,36  0,52+0,50 0,45+ 0,04 0,56 £ 0,25 0,31 £0,22 0,61 £0,21
n-6 PUFAs 31,92+ 1,64 28,99 +0,95% 33,74+2,65 41,27+8,01 32,88+1538 40,26+322
18:2 n-6 15,44 +£2,39 18,40+£2,42 16,08+ 0,96 20,48+2,14 12,45+2,73e¢ 17,79+2,16
20:2 n-6 0,42+0,12 0,69 +0,04%* 0,50+0,12  023+0,16f 0,78+0,21 0,85 +0,27
20:3 n-6 1,32+0,17 0,59 = 0,10%** 0,69 £+ 0,08 0,72 +0,29 0,61+0,16 0,89 +£0,19
20:4 n-6 14,73 +£2,05 9,30 +3,23 16,48 £3,11 22,52+ 13,10 19,03 +12,63 20,74 +2,83
n-3 PUFAs 17,23 £2,60 11,75 +3,93* 8,41 +1,63 9,82 +5,09 17,93 +4,09 15,61 +4,87

18:3n-3 0,49+0,23 0,08+0,01% 0,15+ 0,05 0,27 £0,22 0,16 £ 0,03 0,15+ 0,06
22:6 n-3 16,73 £2,47 11,67 +3,92* 8,25+1,95 955+521 17,77+4,07d 1546+4,85
n-6 LC-PUFA 16,48+ 1,96 10,59 + 3,33* 17,66 £3,30 23,46+ 13,37 20,43+12,99 2247+2]75
n-6/n-3 1,90+0,42  2,68+0,95 4,08 +£0,51 5,10+£2,36 2,01 +1,07 2,79 +0,93
ARA/DHA 0,89+0,16  0,80+0,07 2,00+0,04 233+032¢g 1,20+ 0,80 1,43 £ 0,39
18:1n-9/18:0 1,30+0,05 3,04 +£0,86%* 1,61 + 0,60 2,47+ 1,56 1,22 +0,63 1,61 £0,87
MUFAs/SFAs 0,61+0,18 1,09 +0,20* 0,70 = 0,20 0,96 + 0,45 0,67 £0,28 0,79 £0,32
PUFAs/MUFAs 2,71+0,69 1,36 +0,38* 1,88 +£ 0,63 2,78 +1,91 3,60 + 1,97 3,13+£0,98
PUFAs /SFAs 1,56 +£0,17 1,44 +£016 1,24 + 0,09 2,12+0,69  2,00+0,04b 2,25+0,25¢

Medias + desviacion estandar, n = 4. * (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001). a= SD vs SD-OVX y vs
HD-OVX: p <0,05. b=HFD vs HFD-OVX y vs SD-OVX 'y vs SD: p <0,05. ¢ = HFD-OVX 'y SD-OVX vs
SD: p <0,05. d =HFD vs SD: p <0,05. e =HFD vs SD-OVX: p <0,05. f=SD-OVX vs SDy vs HFD y vs
HFD-OVX: p <0,05. g=SD-OVX vs HFD y vs HFD-OVX: p < 0,05.
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8.3 Anexo 3

Tabla complementaria 2. Correlaciones de las componentes principales y comunalidades extraidas de los dcidos grasos
esterificados en cada clase lipidica en machos.

Acidos grasos PC PE PI TAG

CPl CP2 CP3 COM| CP1 CP2 CP3 COM| CP1 CP2 CP3 COM| CP1 CP2 CP3 COM
14:0 0,943 -0,088 -0,043 0,900 |-0,910 0,039 -0,044 0,831 | 0,679 -0,421 0,481 0,870 |-0,877 -0,381 0,100 0,924

15:0 0,747 0,205 -0,319 0,702 -0,137 -0,033 0,910 0,848

16:0 DMA |-0,087 -0,003 0,633 0,409 | 0,867 -0,414 -0,093 0,932 | 0,913 0,079 0,057 0,843
16:0 0,877 -0,055 0,050 0,775 |-0,936 0,204 -0,081 0,924 | 0,900 -0,303 0,023 0,902 |-0,961 0,042 0,143 0,946

16:1 n-9 0,438 -0,784 -0,040 0,807 -0,002 -0,368 0,917 0,976 | 0,908 0,129 -0,248 0,902
16:1 n-7 0,269 0,648 0,359 0,621 |-0,700 0,536 0,010 0,777 | 0,976 -0,200 -0,010 0,993 |-0,949 0,194 -0,074 0,943
17:0 0,849 -0,081 0,151 0,750 |-0,095 0,692 -0,657 0,920 | 0,531 0,265 0,671 0,803 | 0,646 0,541 -0,110 0,723

18:0 DMA | 0,116 -0,829 0,276 0,776 | 0,528 -0,816 -0,137 0,965 | 0,949 -0,151 -0,182 0,956
18:1 n-9 DMA| -0,875 -0,230 0,333 0,930 | 0,699 -0,672 -0,144 0,962 | 0,689 0,191 0,032 0,513
18:1 n-7 DMA 0,897 0,230 0,124 0,872
18:0 0,637 -0,480 -0,332 0,746 |-0,819 0,479 -0,106 0,910 | 0,004 -0,722 -0,605 0,887 | 0,073 -0,883 -0,001 0,786

18:1 n-9 0,468 -0,492 0,379 0,604 |-0,909 0,022 0,165 0,854 | 0,684 -0,477 0,540 0,987 | 0,759 -0,133 -0,599 0,954
18:1 n-7 0,448 0,828 0,082 0,893 | 0,603 0,642 0,409 0,943 | 0,247 -0,104 0,914 0,907 |-0,621 0,558 0,488 0,935
18:2 n-6 0,531 0,683 0,453 0,954 | 0,089 0,944 0,191 0,935 0,112 -0,289 0,910 0,925 | 0,004 0,578 0,758 0,909

18:3 n-6 0,289 0,775 0,208 0,727 0,247 -0,327 -0,602 0,531 | 0,214 0,569 -0,677 0,828
18:3n-3 0,082 0,912 -0,154 0,862
18:4 n-3 0,688 -0,124 0,159 0,514 | 0,061 -0,242 -0,624 0,451

20:0 0,563 0,245 0,229 0,429 | 0,213 -0,104 0,827 0,740 |-0,749 0,055 0,561 0,878 |-0,562 -0,593 0,527 0,945
20:1 n-9 0,305 0,508 0,579 0,686 | 0,454 0,873 0,123 0,983 |-0,214 0,816 0,035 0,713 |-0,525 -0,653 0,414 0,873
20:2 n-6 0,027 -0,363 0,085 0,139 |-0,654 -0,264 0,636 0,902 | 0,062 -0,452 0,867 0,960 | 0,889 0,002 -0,409 0,957
20:3 n-6 0,282 0,923 0,110 0,943 | 0,308 0,887 0,310 0,976 |-0,428 0,819 -0,171 0,884 | 0,659 0,436 0,293 0,711
20:4n-6 |-0,644 -0,213 0,208 0,503 | 0,185 0,138 0,714 0,563 |-0,904 0,183 -0,344 0,969 | 0,783 0,444 0,304 0,904
20:3n-3 |-0,864 -0,137 -0,030 0,766 | 0,356 0,123 0,754 0,711 | -0,229 -0,571 0,219 0,427 | 0,251 0,138 -0,154 0,106
20:4 n-3
20:5n-3 |-0,490 0,373 0,773 0,976 | 0,656 0,346 -0,503 0,803 |-0,726 -0,232 -0,605 0,946 |-0,192 0,753 0,390 0,756
22:4n-6 |-0,143 0,397 -0,828 0,863 | 0,331 -0,022 -0,872 0,871 | 0,199 0,885 -0,137 0,841 | 0,581 -0,095 0,790 0,971
22:5n-6 |-0,011 0,920 -0,239 0,904 | 0,616 0,761 -0,022 0,958 |-0,087 0,642 -0,144 0,441 |-0,392 -0,076 0,831 0,849
22:5n-3 |-0,675 0,520 -0,417 0,899 | 0,865 0,385 -0,050 0,899 |-0,272 0,911 -0,093 0912 | 0,497 0,705 0,126 0,760
22:6n-3  |-0,940 -0,097 -0,146 0,915 | 0,317 -0,783 0,425 0,894 | -0,097 0,929 0,006 0,872 | 0,328 0,598 0,360 0,595

CP1, componente principal 1; CP2, componente principal 2; CP3, componente principal 3; COM, comunalidades. Los recuadros sombreados indican
que ese acido graso estaba ausente en al menos dos o mas individuos y no se ha tenido en cuenta a la hora de hacer las componentes, los valores
destacados en negrita se consideran los 4cidos grasos mas influyentes en el modelo de componentes, con una correlacion, tanto negativa como positiva,
mayor o igual 70% (> £ 0,70).
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Tabla complementaria 3. Correlaciones de las componentes principales y comunalidades extraidas de los dcidos grasos
esterificados en cada clase lipidica en hembras.

Acidos grasos PC PE PI TAG

CPl CP2 CP3 COM| CP1 CP2 CP3 COM| CP1 CP2 CP3 COM| CP1 CP2 C(CP3 COM
14:0 0,779 -0,120 0,460 0,833 | 0,249 0,912 -0,150 0,917 | 0,795 0,190 -0,495 0914 |-0,142 -0,382 -0,491 0,407
15:0 -0,584 0,281 0,417 0,594 0,207 -0,725 0,126 0,584

16:0 DMA | 0,771 0,144 -0,161 0,641 |-0,858 0,465 -0,063 0,956 | 0,482 0,553 0,116 0,552
16:0 0,041 -0,570 0,020 0,327 | 0,555 -0,102 0,632 0,718 | 0,891 0,043 0,184 0,829 |-0,323 -0,666 -0,525 0,824
16:1n-9 |-0,667 0,129 0,056 0,465 0,839 0,280 0,030 0,784 |-0,172 0,047 0,926 0,889
16:1 n-7 0,720 0,355 0,185 0,679 | 0,815 0,107 0,461 0,889 | 0,277 0,460 -0,037 0,289 |-0,361 -0,832 -0,324 0,928
17:0 0,098 -0,482 0,756 0,813 | 0,599 -0,560 0,081 0,679 |-0,166 -0,849 0,256 0,814 | 0,684 0,674 -0,023 0,922
18:0 DMA |-0,584 -0,174 -0,569 0,696 |-0,889 -0,133 -0,159 0,834 |-0,292 -0,526 -0,643 0,775

18:1 n-9 DMA| -0,663 0,338 -0,558 0,865 |-0,875 0,294 -0,149 0,875 | 0,482 0,553 0,116 0,552

18:1 n-7 DMA| 0,070 -0,417 0,766 0,766 |-0,447 0,863 -0,086 0,951
18:0 -0,116 0,182 0,814 0,710 | 0,866 -0,358 0,242 0,938 | -0,846 -0,225 -0,162 0,792 | 0,152 0,764 -0,093 0,616

18:1n-9 |-0,045 0,938 0,158 0,908 | 0,869 0,179 -0,006 0,787 | 0,941 0,268 -0,068 0,962 |-0,038 0,720 0,269 0,592
18:1 n-7 0,253 0,793 -0,162 0,719 | 0,455 0,810 0,265 0,934 | 0,845 0,237 0,221 0,820 | 0,042 -0,060 0,921 0,853
18:2n-6 0,894 0,106 -0,044 0,812 | 0,885 0,077 0,114 0,802 | 0,803 0,401 -0,004 0,806 |-0,237 -0,513 0,512 0,581
18:3 n-6 0,779 -0,120 0,460 0,833 | 0,472 -0,404 0,243 0,444 | 0,859 0,146 0,201 0,799 | 0,703 0,045 -0,237 0,552

18:3n-3 0,565 0,009 -0,585 0,662
18:4 n-3 0,016 -0,536 0,362 0,419 | 0,649 -0,114 0,154 0,458 | 0,477 -0,637 -0,072 0,638

20:0 0,384 -0,488 0,361 0,515 0,876 0,179 -0,167 0,828 |-0,625 -0,191 0,459 0,638 | 0,121 0,113 0,030 0,028
20:1n-9 |-0,639 0,643 -0,058 0,824 | 0,773 0,286 0,060 0,682 -0,124 0,447 0,439 0,408

20:2 n-6 0,489 -0,618 -0,004 0,620 |-0,031 -0,023 -0,860 0,741 | 0,135 -0,796 -0,021 0,652 | 0,327 0,883 -0,088 0,894
20:3 n-6 0,336 0,774 -0,270 0,785 | 0,850 0,357 0,077 0,855 |-0,258 -0,106 -0,605 0,444 | 0,883 0,237 0,139 0,856
20:4n-6 |-0,092 -0,001 -0,840 0,714 |-0,042 0,264 -0,923 0,923 |-0,921 0,017 0,054 0,851 | 0,961 -0,026 -0,031 0,925
20:3n-3
20:4 n-3
20:5n-3 | -0,676 0,010 -0,395 0,614 |-0,863 -0,078 0,025 0,751 |-0,245 -0,335 0,842 0,882
22:4n-6 | -0,239 0,665 0,549 0,801 | 0,284 0,873 -0,053 0,846 | -0,545 0,617 0,326 0,783 | 0,804 0,421 0,198 0,863
22:5n-6 0,758 0,085 0,190 0,618 | 0,728 -0,150 0,406 0,717 | 0,202 0,921 0,010 0,888 | 0,418 -0,048 -0,009 0,177
22:5n-3 |-0,252 -0,795 -0,147 0,718 |-0,861 0,089 -0,153 0,773 | -0,885 -0,099 0,314 0,892 | 0,825 0,336 -0,141 0,813
22:6n-3 |-0450 -0,319 -0,758 0,879 |-0,915 -0,089 -0,102 0,856 | -0,724 0,015 0,209 0,568 | 0,862 -0,168 -0,178 0,802

PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PI, fosfatidilinositol; TAG, triacilglicéridos. CP1, componente principal 1; CP2, componente principal
2; CP3, componente principal 3; COM, comunalidades. Los recuadros sombreados indican que ese acido graso estaba ausente en al menos dos o mas
individuos y no se ha tenido en cuenta a la hora de hacer las componentes, los valores destacados en negrita se consideran los acidos grasos mas
influyentes en el modelo de componentes, con una correlaciéon mayor o igual 70% (> = 0,70).
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