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Reducción de la esteatosis hepática, insulino resistencia 
y pérdida de la defensa antioxidante en ratones 
alimentados con dieta alta en grasa suplementados con 
AGPICL n-3 más aceite de oliva extra virgen
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Reduction of hepatic steatosis, insulin resistance and 
loss of antioxidant defense in high fat diet fed mice 
suplemented with n-3 LCPUFA more extra virgin olive oil
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Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is directly associated with insulin resistance and oxidative 
stress. In NAFLD is established a reduction in n-3 LCPUFA (EPA + DHA) levels and hepatic activity 
of transcription factor PPAR-α. EPA and DHA inhibit lipogenesis and stimulate fatty acid oxidation 
in the liver. Extra virgin olive oil (EVOO) has important antioxidant properties. This study evaluated 
the prevention of insulin resistance and prevention of depletion of hepatic antioxidant defense in 
C57BL/6J mice fed high-fat diet (HFD), supplemented with n-3 LCPUFA plus EVOO. HFD generated 
insulin resistance and hepatic steatosis, together with significant reduction in i) n-3 LCPUFA hepatic 
levels, ii) DNA binding activity of PPAR-α, iii) activity of antioxidant enzymes (catalase and supero-
xide dismutase), respect to control group (fed with control diet). Supplementation with n-3 LCPUFA 
plus EVOO prevent development insulin resistance and attenuate increased of fat in liver (p < 0.05), 
together with a normalization of i) DNA binding activity of PPAR-α, ii) activity of antioxidant enzymes 
(catalase and superoxide dismutase) and iii) reducing depletion of  n-3 LCPUFA levels in liver tissue, 
compared to the control group (p < 0.05). Supplementation with n-3 LCPUFA plus EVOO reduced 
hepatic steatosis and prevent development of insulin resistance, along with preserving the antioxidant 
defense in liver. Projecting the use of this mixture of AGPICL n-3 plus EVOO as a potential treatment 
of NAFLD.

Key words: Liver steatosis, insulin resistance, antioxidant enzymes, n-3 LCPUFA (EPA + DHA), extra 
virgin olive oil.
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Introducción

La enfermedad por hígado graso no alcohólico 
(EHGNA) se caracteriza por la acumulación anor-
mal (superior al 5% del peso total del hígado) de 

triacilglicéridos (TAG) en el tejido hepático en ausencia 
de un consumo mayor a 20 g de alcohol/día, fenómeno 
conocido como esteatosis, el cual si va acompañado de 
inflamación puede evolucionar a esteatohepatitis no al-
cohólico, fibrosis y cirrosis hepática1. En sujetos obesos, 
la incidencia de EHGNA alcanza entre un 60-90%, la es-

teatohepatitis un 20-25% y la cirrosis hepática un 2-8%2. 
La resistencia a la insulina, el estrés oxidativo y la in-
flamación serían factores desencadenantes de la enferme-
dad3, y por este motivo la EHGNA puede ser considerada 
como la manifestación hepática del síndrome metabóli-
co, siendo su incremento directamente vinculado a una 
mayor prevalencia de obesidad y diabetes tipo 24. En la 
EHGNA se generan importantes alteraciones del meta-
bolismo hepático, favoreciendo la lipogénesis de novo e 
inhibiendo tanto la oxidación como exportación de ácidos 
grasos desde el hígado a otros órganos5. Además, en aso-
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ciación con la resistencia a la insulina, el estrés oxidativo 
y la inflamación, se observa una significativa y drástica 
disminución en los niveles hepáticos de ácidos grasos 
poliinsaturados (AGPI) de cadena larga n-3 (AGPICL 
n-3), específicamente el ácido eicosapentaenoico (C20:5 
n-3, EPA) y ácido docosahexaenoico (C22:6 n-3, DHA)6. 

El agotamiento de los AGPICL n-3 y la disminución en 
la actividad del factor de transcripción PPAR-α (del in-
glés peroxisome proliferator-activated receptor alpha) 
pueden jugar un papel fundamental en el aumento de la 
capacidad de unión al ADN de los factores de transcrip-
ción pro-inflamatorios NF-κB  (del inglés nuclear factor 
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) y AP-1 
(del inglés activator protein 1), lo que constituiría uno de 
los mecanismos más importantes para la progresión de la 
esteatosis a la esteatohepatitis7.

El EPA y el DHA, presentan diversas propiedades fi-
siológicas para el organismo, el DHA tiene un rol funda-
mental en el desarrollo cerebral y visual8, mientras que el 
EPA tiene un importante efecto cardio-protector, siendo 
incluso considerado como una alternativa no farmacoló-
gica para la prevención y/o tratamiento de las enferme-
dades cardiovasculares9. Además, estos ácidos grasos son 
capaces de estimular la lipólisis, inhibir la lipogénesis 
y la inflamación a nivel hepático10. Antecedentes que 
permiten plantear la posibilidad de utilizar estos ácidos 
grasos como un tratamiento nutricional específico para 
la EHGNA; sin embargo, las dosis necesarias de EPA + 
DHA para lograr un efecto significativo en humanos po-
drían generar potenciales efectos secundarios adversos, 
particularmente un aumento en el estrés oxidativo11,12. 

El aceite de oliva extra virgen (AOEV) tiene propie-
dades antioxidantes y antiinflamatorias13,14, beneficios 
atribuidos al alto contenido de vitamina E y de polifeno-
les, particularmente el hidroxitirosol (HT) y otros fenoles 
tales como: tirosol, oleuropeina aglicona y oleocantal, 
todos presentes en cantidades variables en el AOEV14-16. 
Respecto a las propiedades antioxidantes del AOEV, los 
compuestos fenólicos presentes en éste ejercerían un efecto 
protector frente al estrés oxidativo, previniendo especial-
mente la lipoperoxidación y el daño oxidativo del ADN14. 
Considerando estos antecedentes, el presente trabajo tie-
ne por objetivo evaluar el efecto protector de un protocolo 
combinado de AGPICL n-3 (EPA+DHA) más AOEV fren-
te a la esteatosis hepática, insulino resistencia y pérdida de 
la defensa antioxidante hepática inducida por dieta alta en 
grasa en ratones.

Material y Métodos

Animales, dietas y suplementación dietaria
Ratones machos C57/6J (12-14 g) obtenidos desde el 

Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la Universi-

dad de Chile, fueron asignados al azar en cada grupo expe-
rimental. Siendo separados según dieta y tipo de suplemen-
tación que recibieron. Utilizándose una dieta control (DC) 
(Research Diet INC, Rodent Diet, Product data D12450B, 
USA.) que aportaba (expresado como % de las calorías to-
tales) un 10% de grasa, 20% de proteína y 70% de hidra-
tos de carbono, con un valor calórico de 3,85 Kcal/g, libre 
de EPA y DHA, que contenía 0,7 g de ácido α-linolénico 
(C18:3 n-3, ALA) (ALA)/100 g de dieta. La dieta alta 
en grasa (DAG) (Research Diet INC, Rodent Diet, Pro-
duct data D12492, USA) aportaba un 60% de grasa, 20% 
de proteína y 20% de hidratos de carbono, con un valor 
calórico de 5,24 Kcal/g, libre de EPA y DHA, y con un 
aporte de 0,7 g de ALA. Los animales consumieron agua 
y dieta ad libitum, sometidos a ciclos de luz y oscuridad 
por 12 h cada uno, en un período de 12 semanas. Durante 
todo ese tiempo los animales recibieron una suplementa-
ción dietaria (vía oral) de EPA (67 mg/kg de EPA) + DHA 
(33 mg/kg de DHA) (100 mg/kg/día) (UP-Ultra Omega-3, 
New Science, Chile) o AOEV (100 mg/kg/día) (IV región 
de Coquimbo, Chile). Los grupos controles recibieron en 
cantidades iso-volumétricas una solución salina según el 
grupo experimental al que fueron asignados. Conformán-
dose ocho grupos experimentales: a) DC; b) DC + AGPICL 
n-3; c) DC +AOEV; d) DC + (AGPICL n-3 + AOEV); e) 
DAG; f) DAG + AGPICL n-3; g) DAG + AOEV y h) DAG 
+ (AGPICL n-3 + AOEV). Controlándose semanalmente el 
peso corporal y la ingesta dietaria. Al finalizar las 12 sema-
nas de intervención los animales se mantuvieron en ayunas 
(6-8 h), siendo anestesiados con ketamina y xilacina (150 
y 10 mg/kg, respectivamente), obteniéndose la muestra 
de sangre mediante punción cardíaca para determinar los 
niveles de glucosa e insulina. Las muestras de hígado se 
congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y fueron 
almacenadas a -80ºC, para la posterior cuantificación de 
grasa hepática total y determinación de la composición 
de ácidos grasos. Todos los protocolos y procedimientos 
realizados en los animales cumplieron con la guía para el 
cuidado y uso de animales (National Academy of Sciences, 
NIH Publication 6-23, revised 1985) y fueron aprobados 
por el comité de bioética de investigación en animales de 
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (CBA 
#0630 FMUCH).

Determinación de parámetros metabólicos y 
contenido de lípidos hepáticos

La glucosa en sangre (mM) se determinó usando un 
kit específico (Wiener Lab, Argentina). La insulina séri-
ca (µU/mL) se determinó utilizando un kit ultra-sensible 
(Mercodia, Uppsala, Suecia) acorde a las instruccio-
nes del fabricante. La insulino resistencia fue estimada 
por el método “homeostasis model assessment method” 
(HOMA) [insulina en ayunas (µU/mL) × glucosa en ayu-
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nas (mM)/22,5]17. La grasa hepática total se determinó 
mediante el método descrito por Bligh y Dyer18, y el con-
tenido hepático de TAG se evaluó utilizando un kit co-
mercial específico (Wiener Lab, Argentina).

Determinación del perfil de ácidos grasos 
hepáticos totales

La extracción total de los lípidos hepáticos totales se 
realizó de acuerdo a la metodología descrita por Bligh y 
Dyer17, las muestras de hígado (200 mg de tejido) fueron 
homogeneizadas en un ambiente frío (hielo) utilizando un 
homogeneizador Utraturrax (Janke & Kunkel, Stufen, Ger-
many) en tubos de vidrio, con una solución de metanol/clo-
roformo (2:1 v/v) que contenía 0,01% de butilhidroxitolue-
no (BHT) como antioxidante. Logrando un volumen de 1 
mL de producto homogenizado, adicionado H2O bidestila-
da (3 mL) y cloruro de magnesio 0,5 N (1 mL) hasta alcan-
zar 5 mL de solución final. Posteriormente se obtuvo todo 
el cloroformo (fracción oleosa) y mediante extracción de 
solvente con nitrógeno gaseoso se logró obtener el conteni-
do total de grasa hepática (TAG, mono y di-acilglicéridos, 
fosfolípidos, ácidos grasos libres, colesterol esterificado y 
libre) (mg grasa/100 mg hígado). Luego se prepararon los 
esteres metílicos de ácidos grasos (EMAG) de acuerdo a 
la metodología descrita por Morrison y Smith19, mediante 
hidrólisis alcalina y ácida, utilizando trifluoruro de boro 
al 12% en metanol e hidróxido de sodio en metanol 0,5N. 
Los EMAG fueron extraídos y recolectados con hexano 
(0,5 mL) para ser cuantificados mediante cromatografía 
gas-líquida en un equipo Agilen Hewlett-Packard (modelo 
7890A, CA, USA) usando una columna capilar (Agilent 
HP-88, 100 m x 0,250 mm; I.D. 0,25 µm) con detector de 
ionización en llama (FID). La temperatura fue programa-
da desde 140 a 220°C, con 3°C/min y con un tiempo final 
de 5 min. La temperatura del detector y el inyector fue de 
250°C; utilizándose hidrógeno como gas de arrastre. Los 
ácidos grasos fueron identificados mediante comparación 
de sus tiempos de retención, utilizando como estándar 
interno el ácido graso C23:0 (Nu-Chek Prep Inc, Elysian 
MN, USA) con aquellos estándares individuales a través de 
integración computarizada en un equipo Hewlett-Packard 
Chemstation (Palo Alto, CA, USA).

Determinación de la actividad de unión al DNA 
de PPAR-

Los extractos de proteínas nucleares se obtuvieron uti-
lizando un kit comercial de extracción (Cayman Chemi-
cal Company, Item N° 10011223, Ann Arbor, MI, USA) 
y luego se realizó un ELISA utilizando un kit específico 
(Cayman Chemical Company, Item N° 10006915, Ann 
Arbor, MI, USA). Los resultados se expresaron como 
porcentaje de unión de PPAR-α al ADN nuclear respecto 
a un control positivo.

Determinación de la actividad de las enzimas 
antioxidantes catalasa y superóxido dismutasa

Las muestras de hígado fueron homogenizadas en un 
buffer fosfato que contenía 1 mmol de EDTA y 250 mmol 
de sacarosa. Luego de una centrifugación por 10 min (750 
rpm a 4ºC), se utilizó una alícuota del sobrenadante para 
la determinación de la actividad de las enzimas superóxi-
do dismutasa (SOD) y catalasa. La actividad de la catala-
sa se midió mediante la metodología descrita por Lück20. 
Definiéndose una unidad de enzima como la cantidad de 
enzima que libera la mitad de peróxido de hidrógeno a 
partir de una solución de peróxido de hidrógeno en 100 
s a 25ºC. La evaluación cuantitativa de la actividad de la 
SOD se realizó utilizando un kit comercial (Cayman Che-
mical Company, Item N° 706002, Ann Arbor, MI, USA) 
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Análisis estadístico
Los resultados finales se expresaron como promedios 

± error estándar de la media para 9-12 animales por gru-
po experimental. La evaluación de la distribución normal 
de los datos se realizó mediante test Shapiro wilk. Las 
diferencias entre los grupos experimentales, se evaluaron 
mediante ANOVA unifactorial, seguido del test de New-
man Keuls. (GraphPad Prisma versión 6.00 para Win-
dows, GraphPad Software, San Diego California USA, 
www.graphpad.com.), con un límite de confianza de 5% 
(p < 0,05).

Resultados

La suplementación con AGPICL n-3 más AOEV 
reduce el incremento de peso del tejido adiposo 
visceral y la acumulación de grasa en hígado 
inducida por DAG

Los animales de los diferentes grupos experimenta-
les no presentaron diferencias (p < 0,05) en el peso ini-
cial, no obstante, a las 12 semanas de intervención, los 
ratones alimentados con DAG (con o sin suplementación) 
presentaron un incremento significativo de peso corporal 
respecto a los animales alimentados con DC (Tabla 1A). 
El peso del hígado no presentó diferencias (p < 0,05) en-
tre los grupos experimentales. El peso del tejido adiposo 
visceral aumentó significativamente en los animales que 
recibieron DAG, pero en aquellos que fueron suplemen-
tados con AGPICL n-3 este incremento fue menor (p < 
0,05), respecto a los no suplementados con este tipo de 
ácidos grasos (Tabla 1A). La DAG generó un incremento 
(p < 0,05) en el contenido de grasa hepática total y en 
los TAG hepáticos (Tabla 1B). La suplementación con 
AGPICL n-3 más AOEV en los ratones alimentados con 
DAG generó un menor incremento en estos parámetros de 
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Tabla 1.  Parámetros generales y bioquímicos en los ratones alimentados con DC o DAG sometidos a suplementación dietaria con AGPICL 
n-3, AOEV o AGPICL n-3 + AOEV

Grupos experimentales
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

A. Parámetros generales

Peso inicial (g) 13,4 ± 0,5 13,2 ± 0,3 13,6 ± 0,4 13,5 ± 0,4 13,6 ± 0,6 13,9 ± 0,6 14,1 ± 0,5 13,8 ± 0,5

Peso final (g) 28,2 ± 1,4
e,f,g,h

27,8 ± 1,3
e,f,g,h

27,3 ± 1,7
e,f,g,h

26,8 ± 1,2
e,f,g,h

38,7 ± 0,8
a,b,c,d

38,6 ± 1,4
a,b,c,d

38,3 ± 0,6
a,b,c,d

37,5 ± 0,8
a,b,c,d

Peso hígado (g) 0,99 ± 0,2 0,98 ± 0,2 1,01 ± 0,1 0,98 ± 0,1 1,06 ± 0,2 1,16 ± 0,2 1,10 ± 0,2 1,08 ± 0,1

Peso tejido adipose (g) 1,09 ± 0,1
e,f,g,h

1,07 ± 0,1
e,f,g,h

1,09 ± 0,1
e,f,g,h

1.080,2
e,f,g,h

3,92 ± 0,3
a,b,c,d,f,h

2,92 ± 0,2
a,b,c,d,e,g

3,75 ± 0,2
a,b,c,d,f,h

2,25 ± 0,2
a,b,c,d,e,g

B. Parámetros hepáticos

Grasa total (mg/g hígado) 34,6 ± 4,7
e,f,g,h

29,7 ± 2,3
e,f,g,h

31,5 ± 2,0
e,f,g,h

29,4 ± 3,6
e,f,g,h

103,1 ± 3,5
a,b,c,d,f,g,h

85,3 ± 5,8
a,b,c,d,e,h

82,7 ± 9,8
a,b,c,d,e,h

43,10 ± 4,8
a,b,c,d,e,f,g

TAG (mg/g hígado) 30,5 ± 2,3
e,f,g,h

26,5 ± 2,5
e,f,g,h

26,2 ± 2,5
e,f,g,h

26,9 ± 2,4
e,f,g,h

95,9 ± 6,9
a,b,c,d,f,g,h

74,9 ± 10,5
a,b,c,d,e,h

78,5 ± 8,7
a,b,c,d,e,h

38,0 ± 3,2
a,b,c,d,e,f,g

C. Insulino resistencia

Glicemia (mg/dL) 124,5 ± 13,2
e,f,g

104,5 ± 10,5 

e,f,g,h

110,2 ± 12,3 

e,f,g,h

106,3 ± 14,2 

e,f,g,h

230,1 ± 30,5
a,b,c,d

184,5 ± 20,5 

a,b,c,d

221,3 ± 21,5 

a,b,c,d

146,4 ± 10,0
b,c,d,e,f,g

Insulinemia (unidades/dL) 5,55 ± 0,84
e,f,g

5,20 ± 0,65 

e,f,g

5,20 ± 0,74 

e,f,g

5,19 ± 0,59 

e,f,g

14,80 ± 1,95
a,b,c,d,f,g,h

11,02 ± 1,25
a,b,c,d,e,h

12,50 ± 1,68
a,b,c,d,e,h

5,45 ± 0,74
e,f,g

HOMA 1,24 ± 0,1
e,f,g

1,21 ± 0,1
e,f,g

1,17 ± 0,1
e,f,g

1,15 ± 0,1
e,f,g

8,15 ± 0,8
a,b,c,d,h

6,15 ± 0,5
a,b,c,d,h

7,21 ± 0,5
a,b,c,d,h

1,31 ± 0,1
e,f,g

Grupos experimentales: DC(a); DC+(EPA+DHA)(b); DC+AOEV(c); DC+(EPA+DHA+AOEV)(d); DAG(e); DAG+ (EPA+DHA)(f); DAG+AOEV)(g); DAG+(EPA+DHA+AOEV)(h).  
Los valores corresponden al promedio ± DSM para 8-10 animales por grupo. La significancia de las diferencias entre los valores promedio de los animales 
controles y los tratados (p < 0,05; Anova unifactorial seguido de test de Newman-Keuls) se indica con las letras de los respectivos grupos. 

esteatosis hepática, comparados con el grupo alimenta-
do con DC. No obstante, dicha suplementación, no logró 
normalizar los niveles de grasa total y TAG hepáticos res-
pecto al grupo control (Tabla 1B).

La suplementación con AGPICL n-3 más AOEV 
previene la insulino resistencia generada por 
DAG

Los animales que recibieron DAG presentaron un 
incremento significativo en la glicemia, insulinemia y 
HOMA respecto al grupo control, mientras que la suple-
mentación con AGPICL n-3 más AOEV logró normalizar 
los parámetros evaluados (Tabla 1C). Siendo interesan-
te destacar que la suplementación en forma separada de 
AGPICL n-3 o AOEV en aquellos ratones alimentados 
con DAG no redujo (p < 0,05) las alteraciones en dichos 
parámetros, comparados con los animales que recibieron 
DC (Tabla 1C).

Efectos de la suplementación con AGPICL n-3 
más AOEV en el perfil de ácidos grasos hepáticos 
totales en los ratones alimentados con DAG o DC

Los animales alimentos con DAG presentaron un in-
cremento (p < 0,05) en los niveles hepáticos de ácidos 

grasos saturados (AGS), ácido palmítico (C16:0) y en la 
relación AGPICL n-6/n-3, observándose además una re-
ducción (p < 0,05) en los niveles de AGPI, AGPICL n-6, 
AGPICL n-3, ácido linoleico (C18:2 n-6, AL), ácido alfa-
linolénico (C18:3 n-3, ALA), ácido araquidónico (C20:4 
n-6, AA), EPA y DHA (Tabla 2). Mientras que en el gru-
po alimentado con DAG suplementado con AGPICL n-3 
más AOEV se observó una normalización en los niveles 
hepáticos de AGS, ácido palmítico, ALA, respecto al gru-
po control. Sin embargo, dicha suplementación no logró 
normalizar los niveles hepáticos de los AGPI, AGPICL 
n-6, AGPICL n-3, AA, EPA y DHA (Tabla 2).

Normalización de la actividad de unión de PPAR-
 al ADN en ratones alimentados con DAG luego 

de la suplementación con AGPICL n-3 más AOEV
En los ratones alimentados con DAG se observó una 

reducción (p < 0,05) en la actividad de unión de PPAR-α 
al ADN respecto al grupo alimentado con DC. A su vez el 
grupo alimentado con AGPICL n-3 más AOEV logró nor-
malizar la actividad de unión de PPAR-α al ADN (Figura 
1). Además, en los grupos alimentados con DC y suple-
mentados con AGPICL n-3 (grupo b y d) se observó un 
incremento en la actividad de unión de PPAR-α al ADN, 
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Tabla 2.  Composición de ácidos grasos hepáticos totales obtenidos de ratones alimentados con DC o DAG, sometidos a la suplementación 
con AGPICL n-3, AOEV o AGPICL n-3 + AOEV

Perfil de ácidos (g/100 g EMAG)
Grupos experimentales

Dieta control (DC) Dieta alta en grasa (DAG)
Salino  AGPICL n-3 AOEV AGPICL n-3 + 

AOEV
Salino  AGPICL n-3 AOEV AGPICL n-3 + 

AOEV

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

Ácidos grasos

16:0 35,4 ± 2,8
e

34,8 ± 2,9
e

34,0 ± 2,7
e

30,3 ± 2,6
e,f,g

45,4 ± 3,1
a,b,c,d,h

41,3 ± 3,1
d

41,4 ± 3,5
b,c,d

35,2 ± 2,8
e

18:1, n-9 23,5 ± 2,4 
c,d,g,h

22,7 ± 1,8 
c,d,g,h

27,8 ± 2,5
a,b,e

28,8 ± 1,9
b

26,8 ± 2,3
g

24.5 ± 2,1 g 32,0 ± 2,3 b 29,0 ± 2,1
a,b

18:2, n-6 (AL) 15,5 ± 1,2
b,c,d,e,f,g,h

10,5± 0,9
a

12,1 ± 0,7
a

11,4 ± 0,8
a

11,3 ± 1,1
a

9,5 ± 0,7
a

11,8 ± 0,9
a

11,5 ± 0,9
a

18:3, n-3 (ALA) 1,08 ± 0,1
e

1,05 ± 0,1
e

0,93 ± 0,05
e

0,98 ± 0,1
e

0,77 ± 0,1 
a,b,c,d,f,g,h

1,02 ± 0,4
e

1,02 ± 0,4
e

1,03 ± 0,4
e

20:4, n-6 (AA) 12,1 ± 0,9 
b,d,e,f,g,h

8,85 ± 0,7
a

9,40 ± 0,8
a,e,f

8,12 ± 0,3
a

7,50 ± 0,3
a,c

7,90 ± 0,5
a,c

7,05 ± 0,6
a

9,01 ± 0,4
a

20:5, n-3 (EPA) 1,05 ± 0,1
b,c,e,g

2,80 ± 0,3 
a,c,e,f,g,h

0,75 ± 0,03 
a,b,d,e,f,g,h

2,14 ± 0,4
a,c,e,f,g,h

0,44 ± 0,05 
a,b,c,d,f,g,h

0,82 ± 0,05
 a,b,d,e,h

0,62 ± 0,03 
a,b,d,e,f,h

0,92 ± 0,04
a,b,c,d,e,f,g

22:6, n-3 (DHA) 4,05 ± 0,2 
b,c,d,e,f,g,h

5,60 ± 0,5 
a,c,b,e,f,g,h

3,72 ± 0,2
a,b,d,e,f,g

4,31 ± 0,5
b,c,f,g

2,00 ± 0,3
a,b,e,f,g

2,80 ± 0,4
a,b,d,e

2,44 ± 0,5
a,b,c,d

3,05 ± 0,3
b

AGS 36,5 ± 3,0
e

36,1 ± 2,7
e,f,g

35,0 ± 2,7
e,f,g

32,0 ± 2,0
e,f,g

47,6 ± 3,4
a,b,c

42,4 ± 2,3
b,c,d

42,7 ± 3,2
c,d

37,5 ± 2,9
d

AGMI 26,4 ± 2,1 c,g 24,8 ± 2,4
c,g

29,6 ± 2,1 30,5 ± 3,8 29,3 ± 2,0 26,8 ± 2,1 34,9 ± 2,9 31,9 ± 2,7

AGPI 37,1 ± 2,9
e,g

39,1 ± 3,7
e,f,g,h

35,4 ± 2,9
e,g

37,5 ± 2,6
e,g

23,1 ± 1,9
a,b,c,d,f,h

30,8 ± 2,6
b,e,g

22,4 ± 1,9 
a,b,c,d,f,h

30,6 ± 2,8 
a,b,d,e,g

AGPICL 17,5 ± 1,7 
d,e,f,g,h

17,5 ± 1,4 
d,e,f,g,h

15,8 ± 1,3
e,f,g

14,4 ± 1,0
a,e,f,g

10,0 ± 0,7
a,b,c,d,h

11,9 ± 0,6
a,b,c,d

10,2 ± 0,6 
a,b,c,d,h

12,8 ± 0,9 
a,b,c,d,e,

AGPICL n-6 12,4 ± 1,1 
b,d,e,f,g,h

9,50 ± 0,5
a,c,d,e,b

10,6 ± 0,9
e

8,20 ± 0,5
a,b,c,e

7,50 ± 0,6
a,b,c,h

8,18 ± 0,5
a,b

8,02 ± 0,6 

a,b
8,90 ± 0,5 

a,e

AGPICL n-3 5,10 ± 0,2 
b,c,d,e,f,g,h

8,00 ± 0,8
a,c,d,e,f,g,h

5,20 ± 0,5
b,d,e,f,g,h

6,20 ± 0,3
a,b,c,e,f,g,h

2,50 ± 0,4 
a,b,c,d,f,g,h

3,72 ± 0,4 
a,b,c,d,e,h

2,18 ± 0,2 
a,b,c,d,e,h

3,90 ± 0,3 
a,b,d,e,f,g

Relación AGPICL n-6/n-3 2,43 ± 0,2 
b,d,e

1,19 ± 0,2
a,c,d,e,f,g

2,04 ± 0,3
b,d,e

1,32 ± 0,1
a,c,e,f,g,h

3,00 ± 0,6 
a,b,c,d,e,f,h

2,13 ± 0,5
b,d,e

3,70 ± 0,5
b,d,e

2,28 ± 0,3
b,d,e

Los valores son expresados como g de ácidos grasos por 100 g de EMAG y corresponden al promedio ± D.S.M. para 8-10 animales por grupo. Grupos experimen-
tales: DC(a); DC+(EPA+DHA)(b); DC+AOEV(c); DC+(EPA+DHA+AOEV)(d); DAG(e); DAG+ (EPA+DHA)(f); DAG+AOEV)(g); DAG+(EPA+DHA+AOEV)(h). Ácidos grasos satura-
dos (AGS) corresponden a 14:0, 16:0 y 18:0. Ácidos grasos monoinsaturados (AGMI) corresponden a 14:1, n-7, 16:1, n-7 y 18:1, n-9. Ácidos grasos poliinsaturados 
(AGPI) corresponden a 18:2, n-6, 18:3, n-3, 20:4, n-6,  20:5, n-3, y 22:6, n-3. Ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL) corresponden a 20:4, n-6 
(AGPICL n-6),  20:5, n-3 y 22:6, n-3 (AGPICL n-3). La significancia de las diferencias entre los valores promedio de los animales controles y los tratados (p < 0,05; 
Anova unifactorial seguido de test de Newman-Keuls) se indica con las letras de los respectivos grupos. Relación AGPICL n-6/n-3: 20:4, n-6/ (20:5, n-3 + 22:6, n-3). 

comparado con el grupo control, sin embargo, en el grupo 
alimentado con DAG más suplementación con AGPICL 
n-3 sin AOEV no se observó este efecto (Figura 1).

La DAG reduce la actividad de las enzimas 
antioxidantes hepáticas catalasa y SOD 
en ratones; efectos normalizados por la 
suplementación con AGPICL n-3 más AOEV

La DAG generó en los animales una drástica y signi-
ficativa reducción en la actividad de las enzimas antioxi-

dantes hepáticas catalasa (Figura 2A) y SOD (Figura 2B) 
51% y 20% respectivamente. Reducción que fue norma-
lizada en aquellos ratones alimentados con DAG que fue-
ron suplementados con AGPICL n-3 más AOEV (Figura 
2 A-B), respecto al grupo alimentado con DC. Siendo 
interesante mencionar que la suplementación con AOEV 
en los ratones alimentados con DAG si bien logra redu-
cir (p < 0,05) la caída en la actividad de ambas enzimas, 
este efecto no logra normalizar dicha actividad respecto 
al grupo control.  
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Figura 2. Cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa y superóxido dismutasa de ratones alimentados con DC o DAG, sometidos a la 
suplementación con AGPICL n-3, AOEV o AGPICL n-3 + AOEV. Grupos experimentales: DC(a); DC+(EPA+DHA)(b); DC+AOEV(c); DC+(EPA+DHA+AOEV)(d); 
DAG(e); DAG+(EPA+DHA)(f); DAG+AOEV)(g); DAG+(EPA+DHA+AOEV)(h). Los valores corresponden al promedio ± D.S.M. para 8-10 animales por grupo. 
La significancia de las diferencias entre los valores promedio de los animales controles y los tratados (p < 0,05; Anova unifactorial seguido de test de 
Newman-Keuls) se indica con las letras de los respectivos grupos.

Figura 1. Actividad de unión de PPAR-α nuclear al DNA ratones alimentados con 
DC o DAG, sometidos a la suplementación con AGPICL n-3, AOEV o AGPICL n-3 
+ AOEV. Los valores corresponden al porcentaje de unión de PPAR-α respecto a 
un control positivo mediante ELISA y son ± D.S.M. para 9 animales por grupo. La 
significancia de las diferencias entre los valores promedio de los animales con-
troles y los tratados (p < 0,05; Anova unifactorial y test Newman-Keuls) se indica 
con las letras de los respectivos grupos.

A B

Discusión y Conclusión

La DAG generó en los animales un incremento signifi-
cativo en i) el peso corporal y del tejido adiposo visceral; 
ii) la acumulación de grasa total y TAG en hígado; iii) in-
sulino resistencia, situación que ha sido descrita en otros 
estudios21,22. Siendo la interrelación entre el estrés oxida-
tivo, la inflamación y la insulino resistencia generada por 
esta dieta uno de los factores claves en el desarrollo de 
EHGNA3. Respecto a los mecanismos patogénicos invo-
lucrados en el desarrollo de la esteatosis hepática y poste-
rior evolución a la EHGNA, es posible observar que una 
regulación negativa del factor de transcripción PPAR-α, 
acompañada de un incremento en la actividad de los fac-
tores de transcripción PPAR-γ y SREBP-1c (del inglés 
sterol regulatory element-binding protein 1), cambios que 
generan importantes alteraciones del metabolismo hepáti-
co, favoreciendo la lipogénesis de novo e inhibiendo tanto 
la oxidación como exportación de ácidos grasos desde el 
hígado a otros órganos5. Además, en animales alimenta-
dos con DAG, se observa una directa correlación entre 
el estrés oxidativo inducido por esta dieta con la reduc-
ción en la actividad de las enzimas desaturasas hepáticas 
(Δ-5 y Δ-6), situación que repercute en una disminución 
en los niveles tisulares de AGPICL n-6 y n-322. Efecto 
que también se observa en este estudio (Tabla 2). Otro 
aspecto interesante de discutir es que un estrés oxidativo 
prolongado o de gran intensidad inducido por especies 
reactivas del oxígeno y nitrógeno, es capaz de deteriorar 
irreversiblemente estructuras sub-celulares, especialmen-

te las membranas mitocondriales23, desencadenando una 
cascada inflamatoria y fibrogénica en el hígado24, lo cual 
se refleja por ejemplo en la caída en la actividad de las 
enzimas antioxidantes hepáticas, tales como la catalasa 
y SOD (Figura 2 A-B). En relación a la insulino resisten-
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cia, esta es una alteración  asociada a la obesidad, la cual 
favorece aún más la esteatosis hepática25, observándose 
que la insulino resistencia estimula por retroalimentación 
β-pancreática un aumento en la secreción de insulina26. 
Fomentándose la secreción de ácidos grasos desde el te-
jido adiposo al plasma (lipólisis), aportando así más sus-
trato al hígado para realizar lipogénesis27. En la esteatosis 
hepática, una exposición permanente y excesiva de gluco-
sa y ácidos grasos libres (AGL), puede generar glucotoxi-
cidad y lipotoxicidad28, fenómenos fuertemente asociados 
a condiciones de estrés oxidativo e inflamación23, y el de-
sarrollo de esteatohepatitis.

EL EPA y DHA  (AGPICL n-3) tienen importantes 
efectos cito-protectores, especialmente frente al síndrome 
metabólico y las enfermedades cardiovasculares9, media-
dos principalmente por i) un cambio en la composición de 
los fosfolípidos de membrana, favoreciendo la incorpo-
ración de diversos receptores, y por ende la mantención 
de vías de señalización incluidos el de la insulina; ii) la 
disminución en la síntesis de eicosanoides con efectos 
pro-inflamatorios derivados del AA y iii) la producción 
de eicosanoides y docosanoides derivados de AGPICL 
n-3, con importantes efectos antiinflamatorios9. Además, 
estos ácidos grasos al activar a PPAR-α, favorecen la ex-
presión de genes que participan en la oxidación de ácidos 
grasos, lo cual sumado a la represión generada por estos 
mismos ácidos grasos sobre la actividad de unión al ADN, 
producen un estado anti-lipogénico a nivel hepático29,30. 
Estableciéndose incipientemente que isoprostanos de la 
serie J3 (compuestos derivados del EPA y DHA) partici-
parían en la activación del factor de trascripción Nrf2 (del 
inglés nuclear erythroid 2-related factor), favoreciendo 
un incremento en la capacidad antioxidante intracelular31. 
En relación al AOEV, los antioxidantes que este posee le 
permiten disminuir la oxidación de la LDL, lo cual ayuda 
a prevenir el desarrollo de ateroesclerosis y enfermedad 
cardiovascular15,16. Además de lograr una reducción en la 
generación de especies reactivas del oxígeno32, incremen-
tando la capacidad antioxidante del plasma y reduciendo 
los niveles de F-2 isoprostanos (compuestos derivados 
de la oxidación específica del AA)33. El AOEV permite 
también mejorar la relación GSH/GSSG, y aumentar la 
actividad de la glutatión peroxidasa (GSH-Px) en eritroci-
tos33, siendo este uno de los principales efectos protecto-
res del AOEV frente a la lipoperoxidación y formación de 
placas de ateroma34. Dentro de los polifenoles presentes 
en el AOEV, el HT activaría también a Nrf2, fortalecien-
do aún más la capacidad de respuesta antioxidante a nivel 
intracelular35. En conclusión, la suplementación dietaria 
con suplementación con AGPICL n-3 (EPA+DHA) más 
AOEV, logró prevenir la esteatosis hepática, insulino re-
sistencia y la pérdida de la defensa antioxidante (activi-
dad de las enzimas Catalasa y SOD) en ratones alimen-

tados con DAG. Siendo la conservación de la actividad 
de unión del factor de transcripción PPAR- al ADN uno 
de los mecanismos involucrados en estos efectos, lo cual 
requiere continuar con más estudios al respecto. 
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