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Resumen

La esteatosis hepatica no alcoholica (EHNA) es una de las patologias mas comunes en
las sociedades de occidente. La EHNA esta fuertemente relacionada con la obesidad y
los trastornos asociados a ella, la génesis de esta patologia no esta del todo clara, debido
a los multiples factores que pueden promover la acumulacion de grasa en el higado. Al
contrario, se ha descrito que la autofagia podria contribuir al manejo correcto de los
lipidos en las células hepéticas, mediante un proceso especifico llamado lipofagia. La
autofagia es un mecanismo altamente conservado en células eucariontes y consiste en
un proceso catabdlico de organelos, proteinas y de constituyentes citoplasmaticos,
mediado por los lisosomas. Diversos estudios han descrito que la autofagia esta
disminuida en condiciones de obesidad y EHNA. Por otra parte, se ha encontrado que el
gjercicio fisico de tipo aerdbico aumenta los niveles de autofagia. El objetivo de este
proyecto es estudiar la regulacion de la autofagia/lipofagia en el higado por el ejercicio
fisico cronico, en ratones con EHNA inducida por alimentacion con una dieta alta en
grasas. La hipotesis de esta tesis es: El ejercicio aerobico cronico de 8 semanas revierte
la disminucion de la lipofagia en higado graso inducido por una alimentacion con dieta
alta de grasa en ratones. Los animales utilizados son ratones C57BL/6. 36 ratones
divididos en dos grupos fueron sometidos a una alimentacion con dieta control (DC) y
dieta alta en grasas (DAG) durante 3 meses. Posterior a esos 3 meses estos grupos
experimentales fueron sub-divididos en 4, DC n=9, y DC mas ejercicio fisico (DCE
n=9), DAG n=9, DAG maés ejercicio fisico (DAGE n=9). Los grupos que realizaron
ejercicio fisico fueron sometidos a un protocolo de ejercicio fisico crénico durante 8
semanas, 5 veces por semana. Entre los resultados se encuentra que el ejercicio fisico
aerobico crénico mejora la condicion fisica aerdbica tanto de los animales controles
como de los sometidos a una dieta alta en grasas. EI peso del higado de ratones
sometidos a una dieta alta en grasas mas ejercicio es menor en comparacién a la dieta
alta en grasa sin ejercicio. Se encontrd que el ejercicio fisico disminuye el dafio hepético
medido mediante la alanina aminotransferasa y ademas presenta un mejor metabolismo
de la glucosa. El grupo sometido a ejercicio fisico y dieta alta en grasas presenta menor
area de las gotas de lipidos con respecto al grupo alto en grasas sin ejercicio. Los
animales alimentados con dieta alta en grasas presentan mayor relacién entre
LC3II/LC3I, sin embargo, el ejercicio cronico no cambio esta relacion. La lipofagia no

presenta diferencias entre los diferentes grupos, encontrando resultados similares en



todos ellos, por lo que el ejercicio fisico no estaria induciendo este proceso en el higado.
Conclusiones: el ejercicio fisico aerdbico cronico mejora la condicion fisica aerobica,
disminuye el peso del higado en el grupo sometido a una dieta alta en grasas, reduce el
dafo hepético, mejora la tolerancia a la glucosa, cambia la morfologia de los lipidos
intrahepéticos y no modifica el proceso de autofagia/lipofagia. En resumen, el ejercicio
fisico aérobico cronico mejora aspectos metabdlicos que favorecen la reduccion de la
esteatosis hepatica no alcoholica, por lo tanto, estos resultados sugieren que el ejercicio

fisico puede ser de ayuda en el tratamiento de esteatosis hepatica.



Abstract

Non-alcoholic Fatty liver Diseases hepatic steatosis (NAFLD) is one of the most
common pathologies in western societies. NAFLD is strongly related to obesity and
related disorders. However, the genesis of this pathology is not entirely clear, due to the
multiple factors that promote the accumulation of fat in the liver. By contrast, it has
been described that autophagy could contribute to the correct handling of lipids in liver
cells, through a specific degradation process called lipophagy. Autophagy is a highly
conserved mechanism in eukaryotic cells and consists of a catabolic process of
organelles, proteins and cytoplasmic constituents, mediated by lysosomes. Several
studies have described that autophagy is decreased in conditions of obesity and
NAFLD. On the other hand, it has been found that aerobic physical exercise increases
the levels of autophagy. The objective of this project was to study the if chronic
physical exercise regulates regulation of autophagy/lipophagy in the liver in mice with
high fat diet-induced NAFLD. The hypothesis of this thesis is " 8-week chronic aerobic
exercise reverses the decrease of lipophagy in high fat diet-induced fatty liver in mice.”
The animal model used was C57BL/6 mice. 36 mice were divided into two groups were
subjected to a control diet (DC) or high-fat diet (HFD) for 12 weeks. After these 12
weeks, groups were sub-divided into 4 groups, DC (n = 9), and DC plus physical
exercise (DCE, n = 9), HFD (n = 9), HFD plus physical exercise (HFDE, n = 9). The
groups that performed physical exercise were subjected to a protocol of chronic physical
exercise for 8 weeks, 5 times a week. The results showed that chronic aerobic physical
exercise improves the aerobic physical condition of both control animals and those
subjected to an HFD. The liver weight of mice subjected to a HFD plus exercise is
lower compared to the HFD without exercise. It was found that physical exercise
reduces liver damage measured by alanine aminotransferase and also improves glucose
tolerance. The group subjected to physical exercise and HFD has a lower area of lipid
droplets compared to the HFD group. Mice fed with HFD have a higher relationship
between LC3II/LC3I, however, chronic exercise does not change this relationship. The
lipophagy does not present differences between the different groups, finding similar
results in all of them, so that physical exercise would not be inducing this process in the
liver. The conclusions are that chronic aerobic exercise improves aerobic fitness,
decreases liver weight, reduces liver damage, improves glucose tolerance and changes

the morphology of intrahepatic lipids (and autophagy) in mice fed with HFD. In



summary, chronic aerobic physical exercise improves metabolic aspects that favor the
reduction of NAFLD, therefore, these results suggest that physical exercise can be of
help in the treatment of hepatic steatosis.



Introduccion

Obesidad y comorbilidades

La obesidad es una enfermedad cronica que se caracteriza por una acumulacién
excesiva de tejido adiposo que resulta de un balance energético positivo en condiciones
de exceso de energia y que puede ser perjudicial para la salud de los sujetos que la
padecen. La prevalencia de obesidad depende de condiciones econémicas, aspectos
sociales, estilo de vida y representa una condicion comun de diferentes poblaciones que
viven en ambientes caracterizados por abundantes alimentos ricos en calorias y baja
actividad fisica (1).

Cifras del afio 2016 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), muestran que es
una enfermedad que ha ido en aumento a nivel mundial con el correr de los afos (2);
Chile no estéd exento de esta realidad, segun datos del Ministerio de Salud (MINSAL)
entre los afios 2016-2017, los sujetos con sobrepeso llegan al 39,8% de la poblacion,
siendo 31,2% es obeso y un 3,2% obeso mérbido (3). La obesidad es un grave problema
de salud publica si se considera que estd asociada causalmente con multiples patologias
tales como enfermedades cardiovasculares (4), cancer (5), esteatosis hepética (6), el
sindrome metabolico (7), el cual se define por obesidad visceral, presion arterial
elevada, dislipidemia aterogénica y resistencia a la insulina con o sin alteracion en el

metabolismo de la glucosa (8).
Esteatosis hepatica no alcohdlica

Dentro de las patologias asociadas a la obesidad se ha descrito que la esteatosis hepatica
no alcohdlica (EHNA) es la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico, el cual se
define como un conjunto de anomalias metabdlicas que se asocian a mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares (9,10). Més aun un estudio del afio 2015 plantea que la
EHNA es un precursor del sindrome metabdlico mas que una causa (11). La EHNA se
desarrolla por un desorden metabdlico sostenido en el tiempo e involucra una compleja
interaccién entre hormonas, nutricion y factores genéticos (12). La EHNA es la
enfermedad hepatica mas comun de las sociedades occidentales (13), se sugiere una
prevalencia entre un 10% y 31% (14), siendo en el caso de Chile un 23% (15), tal
prevalencia ha sido asociada al aumento de la obesidad y la diabetes tipo 2 (16). La

EHNA se define como la acumulacién de triglicéridos en el higado (17), su diagnéstico
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clinico consiste en tener un 5% o mas de esteatosis en el higado, determinado por
técnicas de imégenes o biopsia hepética, excluyendo causas secundarias que puedan
acumular grasa en el higado, como el consumo excesivo de alcohol, infecciones por
virus hepatotrofos, consumo de medicamentos hepatotoxicos entre otros (18). Esta
patologia fue descrita por primera vez en 1980 (19) y se dividio en categorias
histoldgicas, a) EHNA, que incluye pacientes con esteatosis hepética aislada y pacientes
con esteatosis e inflamacion inespecifica leve y b) esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH, por sus siglas en inglés), la cual se distingue de la primera por la presencia
adicional de rasgos de lesion hepatocelular con o sin fibrosis (20). Se ha determinado
que esta patologia progresa con el tiempo partiendo en la mayoria de los casos como
EHNA, entre un 25%-30% progresa a NASH, y 4% a cirrosis, en cambio los sujetos que
presentan NASH un 20% puede desarrollar cirrosis (21). Otra herramienta utilizada para
diagnosticar la presencia de esta patologia es la medicién de marcadores sanguineos, los
cuales son enzimas hepaticas. Estas enzimas son la aspartato aminotransferasa, alanina
aminotransferasa y gamma glutamil transpeptidasa, estas a pesar de no ser un marcador
tan fiable como los anteriores, igualmente son de utilidad para determinar si hay dafio
en el higado lo que podria indicar en conjunto a otros marcadores que un sujeto presenta

la patologia (21).

Dentro de los factores de riesgo que condicionan el desarrollo de EHNA, se encuentra el
consumo de dietas altas en grasas y carbohidratos, siendo otro factor determinante los
bajos niveles de actividad fisica (22). Ademas, la hiperinsulinemia y la resistencia a la
insulina es caracteristica en sujetos con EHNA, en quienes el desarrollo de resistencia a
la insulina resulta en (1) aumento de la lipdlisis en el tejido adiposo y altos niveles de
acidos grasos libres disponibles para el posterior consumo hepatico, (2) disminucién en
la oxidacién de &cidos grasos libres (AGL), (3) incremento de la lipogénesis de novo en
el higado y (4) disminucién en la liberacion de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) en el higado (23). Por esto, la EHNA puede ser considerada una consecuencia
de la resistencia a la insulina (24), ya que los procesos descritos promueven el aumento
en el contenido de triglicéridos en el higado, desarrollando esteatosis hepatica (25).
Sumado a estas alteraciones en el metabolismo de la insulina, se presentan otras como la
hipertrigliceridemia e hiperglicemia, es mas, en sujetos que padecen diabetes miellitus
tipo 2, entre un 65-85% de los pacientes presentan EHNA (26). Por otra parte en el
ultimo tiempo se ha estudiado el rol directo que podria tener el colesterol en el

11



desarrollo de la EHNA, la acumulacion de colesterol en el higado ha sido asociado a
disfuncion mitocondrial, estrés de reticulo, formacion de sustancias toxicas como
oxiesteroles, activacion de celulas de Kupffer, entre otros efectos, los cuales en conjunto
favorecen un estado de acumulacion de triglicéridos e inflamacion en el higado,
dafandolo y generando NASH (27).

Las causas de la aparicion de EHNA son multiples, por lo que resulta dificil asegurar
cual es la que inicia esta patologia, no existiendo certeza si estas son causa 0
consecuencia de la misma. No obstante, si hay claridad que la EHNA es una
enfermedad multifactorial en la que se comprometen diversos 6rganos, organelos y vias
de sefalizacion. Existen diferentes defectos sistémicos que afectan en el desarrollo de la
EHNA dentro de estos se encuentran los siguientes: a) disfuncion mitocondrial,
asociada a una menor -oxidacion y mayor produccion de especies reactivas al oxigeno
(ROS), b) estrés de reticulo endoplasmatico y c) estado de inflamacion prolongado,
dado principalmente por citoquinas pro inflamatorias como, TNF-a e interleucina-6 (IL-
6), ademéas de macrdfagos pro inflamatorios (28). Estos defectos estan asociados a la
lipotoxicidad producida por el excesivo aumento de acidos grasos libres que finalmente
causan disfuncién y/o muerte celular del hepatocito (29). La lipotoxicidad hepatica
puede ocurrir en situaciones en que la capacidad de utilizar los acidos grasos, de
almacenarlos y exportarlos esta sobrepasada por el flujo de ingreso desde tejidos
periféricos, especialmente el tejido adiposo, ademas la lipogénesis de novo puede estar
incrementada (30), facilitando la acumulacion de triglicéridos y productos toxicos
derivados de estos como son diacilgliceroles (DAG) (31), ceramidas, que han sido
asociados a la generacion de resistencia a la insulina, entre otros efectos nocivos.
Producto de esto es importante conocer el efecto que producen las dietas con alto

contenido de grasas en la EHNA.

Efecto del aumento de acidos grasos libres en EHNA producto de una

dieta alta en grasas

Para estudiar la EHNA se han utilizado diversos modelos animales, donde destaca el
uso de roedores (ratones y ratas), debido a su semejanza bioldgica con los humanos
(32). Para inducir EHNA los modelos utilizados son variados, desde dietas deficientes
en colina y metionina (MCD), dieta ricas en fructosa, dietas altas en grasas (HFD), hasta

modelos genéticos (33,34). Una de las mas utilizadas es la HFD, debido al efecto que
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esta produce y su semejanza con lo que ocurre en humanos, las dietas altas en grasas
mas utilizadas para desarrollar EHNA son las que contienen 45% y 75% de las calorias
provenientes de las grasas (33,35). Estas dietas producen resistencia a la insulina,
obesidad y en consecuencia EHNA (32,33,36,37). Se ha encontrado que el avance de la
patologia es proporcional a la cantidad de tiempo que estén sometidos los animales a la
dieta y que a partir de la semana 8 se encuentran cambios metabdlicos significativos. Ya
desde la semana 12 los cambios son mucho mé&s notorios, por este motivo la gran
mayoria de los estudios utilizan esta cantidad de semanas o superiores, para evaluar una

condicion mas parecida a la patologia en humanos (36).

Los dos &cidos grasos mas abundantes en la dieta corresponden al acido palmitico
(C16:0) y al acido oleico (C18:1), por este motivo es de gran importancia conocer cual
es el efecto de estos en el desarrollo de la EHNA. Es conocido que el palmitato induce
esteatosis en modelos de cultivo primario de hepatocito, los mecanismos celulares por
los cuales se produce la esteatosis estan bien estudiados. El palmitato produce un efecto
citotoxico asociado a mayor produccion de especies reactivas al oxigeno, lo que
produce apoptosis y necrosis del tejido hepatico, aumentando el clivaje y activacion de
la proteina ejecutora de la apoptosis capasa 3 (38). Ademas, el palmitato produce
disminucion en el potencial de la membrana mitocondrial lo que es una sefial para la
apoptosis o mitofagia de las mitocondrias (38). Por otra parte, los &cidos grasos
saturados producen estrés de reticulo seguido de un aumento de la salida de Ca?* (39).
En resumen, las alteraciones producidas por estos acidos grasos son principalmente a
nivel de organelos, que afectan la funcionalidad de estos produciendo la muerte del

hepatocito.
Autofagiay EHNA

La autofagia es una via de degradacion lisosomal que promueve la supervivencia celular
al suministrar energia en tiempos de estrés o mediante la eliminacion de organelos y
proteinas mal plegadas (40). Usualmente se utiliza el término flujo autofagico para
representar el proceso de la autofagia, se ha encontrado que este se ve alterado en
multiples patologias tales como, enfermedades neurodegenerativas, cancer, miopatia,

cardiovasculares y desordenes al sistema inmune (41).

Existen tres tipos de autofagia descritos hasta ahora, la microautofagia, autofagia

mediada por chaperonas (CMA) y macroautofagia. La microautofagia se refiere al
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secuestro de componentes citosolicos directamente por el lisosoma mediante la
invaginacion de su membrana. La CMA implica la translocacion directa de las proteinas
de sustrato desplegadas a través de la membrana del lisosoma mediante la accién de una
chaperona citosolica y lisosomica, llamada proteina de choque térmico de 70 kD
(Hsc70), y el receptor de membrana integral LAMP-2A (proteina de membrana
asociada a los lisosomas tipo 2A). Por ultimo, la macroautofagia hace referencia al
proceso en que los productos (organelos, proteinas, gotas de grasa) se secuestran dentro
de una Unica vesicula citosolica de doble membrana, un autolisosoma. Los primeros
estudios sobre autofagia planteaban que el secuestro de proteinas y estructuras
citoplasmaticas era inespecifico, pero los estudios mas recientes han mostrado que
también puede ser selectivo, ya que puede ayudar a digerir organelos o microbios
invasores. El autofagosoma se forma por la expansién del fagoforo, que se define como
una membrana de aislamiento alrededor del componente celular dirigido para
degradacion, pero el origen de la membrana es desconocido. La fusion del
autofagosoma con un endosoma o un lisosoma suministra hidrolasas, para la
degradacion de los componentes secuestrados. La lisis de la membrana interna de los
autofagosomas y la descomposicién de los contenidos se producen en el autolisosoma, y
las macromoléculas resultantes son liberadas de nuevo al citosol a través de permeasas

localizadas en la membrana del lisosoma (42).

La macroautofagia, que de ahora en adelante solo sera denominada autofagia, consta de
tres pasos: iniciacion, nucleacion y elongacion/cierre. La iniciacion es controlada por
tres proteinas ULK1 (UNC-51-like kinase 1), Atgl3 (proteina relacionada con la
autofagia 13) y FIP200 (proteina de interaccion familiar de kinasa de adhesion focal de
200 kD), las que forman el complejo ULK1-Atg13-FIP200. La nucleacion requiere del
complejo Beclin-1 fosfatidil inositol 3-kinasa de clase 3 (PI3K), el que incluye las
proteinas Beclin-1, Vps34 (clase 11l PI3K), Vpsl15, Atgl4dL (Barkor) y Ambra-1. Por
ultimo, la elongacién/cierre necesita de dos sistemas de conjugacion, el primero es la
conjugacion de Atgl2-Atg5 mediada por dos ligasas Atg7 y Atgl0. Ademas, Atg5 se
asocia con Atgl6 para formar un complejo Atgl2-Atg5-Atgl6. El segundo implica el
corte de LC3 (proteina de cadena liviana-3 asociada a microtubulos) por Atg4 que
conduce a la forma soluble LC3-1, que luego se conjuga a fosfatidiletanolamina (PE) a

través de la participacion de Atg7 y Atg3. Esta conjugacion de lipidos forma LC3-11
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asociada a la doble membrana autofagica que permite el cierre de la vacuola autofagica
(Figura 1) (43).

Insulin/IGF-1

ATP pre-autophagosome

1 ULK1/2
/""‘" complex
mTOR G
LP]

autophagolysosome

Figura 1. Etapas de formacion de la autofagia y formacidon del autofagosoma. La activacion del
complejo ULK1 comienza el proceso de iniciacion, seguido por la formacion del fagoforo inicial que
requiere de Beclin-1, la expansion de la membrana es mediada por Atgl2-Atg5 y LC3-Il, la elongacién y
fusion de los extremos de la membrana da lugar al autofagosoma. En el paso final el autofagosoma se
fusiona con el lisosoma para formar el autolisosoma donde el contenido es degradado.

La regulacion de la autofagia es un proceso complejo en el que se han encontrado dos
proteinas con funciones antagonicas, la primera es la proteina quinasa mTOR
(mechanistical target of rapamacyn), es uno de los principales reguladores negativos de
la autofagia. La proteina mTOR es uno de los mayores sensores metabdlicos en el
miocito, en el higado y en mdaltiples 6rganos (44), en consecuencia, puede regular
diversos procesos fisioldgicos dependiendo del estado nutricional en que se encuentre
un sujeto. Los estimulos necesarios para la activacion de mTOR son la abundancia de
alimentos (principalmente aminoacidos), estimulos hormonales (insulina, factor de
crecimiento del tipo insulina 1 (IGF-1)), una vez activado mTOR fosforila ULK1 en
serina 757 previniendo la activacion e interaccién con la proteina quinasa activada por
5-AMP (AMPK), inhibiendo de esta forma la autofagia. En contra parte, AMPK activa
la autofagia, a través de la fosforilacion de un residuo diferente en ULK1, serina 555, de
esta forma comienza el proceso de iniciacion de la autofagia (45,46). AMPK es

considerado un sensor metabélico dentro de las células y presenta diversas formas de
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activacion; el aumento de la razon entre AMP/ATP, la disminucion de los niveles de
glicogeno muscular, o por un aumento de Ca?* intracelular, el cual activa proteinas
quinasas dependientes de calcio/calmodulina (CaMK). El aumento Ca?* intracelular se
produce en el proceso de acoplamiento excitacion-contraccion del musculo esquelético,

que ocurre con el ejercicio fisico y la privacion de glucosa (47,48).

Se ha descrito que una disminucién de la autofagia esta asociada con el desarrollo de
EHNA. Por ejemplo, en condiciones de obesidad se han encontrado menores niveles de
autofagia debido a maltiples factores: (a) activacion de calpaina 2, (b) sobreactivacion
de mTOR, (c) un defecto en la acidificacion del lisosoma, (d) una funcion defectuosa
del autofagosoma-lisosoma en el higado y (e) la hiperinsulinemia que podria contribuir
a la disminucion de la autofagia (49). Otro estudio demostrd que una disminucion de la
expresion de catepsina (proteasa presente en el lisosoma) hepatica en EHNA se asocia
con disfuncion autofagica. Debido a la disminucion de la capacidad proteolitica de este
sistema. Este hallazgo indica que la supresion de la prote6lisis autofagica por esteatosis
hepatica esta implicada en el desarrollo de la EHNA (50). Ademas, se ha demostrado
que el flujo autofagico esta disminuido en ratones sometidos a una alimentacion alta en
grasas con desarrollo de EHNA, en quienes se encontr6 acumulacion de p62, un
aumento en la razon LC3-11/LC3-1 y acumulacién de autofagosomas en los animales.
Dentro del mismo modelo de trabajo se encontré que los marcadores de estrés de
reticulo endoplasmatico, estaban aumentados y que esto se correlaciona con la
disminucion del flujo autofagico (51). La literatura presenta diversos mecanismos por
los cuales la disminucién de la autofagia puede contribuir al desarrollo de EHNA, por lo
tanto, la autofagia es una via de interés para ser estudiada y desarrollar terapias que

reviertan estos efectos negativos sobre su funcionamiento.
Lipofagia

Los lipidos intracelulares se almacenan en gotas lipidicas (LD, por sus siglas en inglés,
lipid droplet) y se metabolizan por hidrolasas citoplasmaticas neutras para suministrar
lipidos para el uso celular. Los LD son organelos dinamicos y consisten en un nucleo de
lipidos neutros, principalmente triglicéridos o esteres de colesterol, que estan rodeados
por una monocapa de fosfolipidos y otras proteinas asociadas (52). Estas proteinas
consisten en una familia de cinco componentes denominados perilipinas (PLIN), ellas

son: PLIN1 (perilipina), PLIN2 (proteina relacionada con la diferenciacion adiposa),
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PLIN3 (proteina que interactia con la cola de 47kDa), PLIN4 (Se-12) y PLIN5

(proteina de las gotas lipidicas miocardicas) (53).

Recientemente, se ha descrito una via alternativa de metabolismo de los lipidos a través
de la via lisosomal de degradacion de la autofagia, la cual se ha denominado lipofagia.
En la lipofagia, los triglicéridos (TGs) y el colesterol son absorbidos por los
autofagosomas y entregados a los lisosomas para su degradacion por hidrolasas acidas.
Los acidos grasos libres generados por lipofagia a partir de la descomposiciéon de TGs
aumentan las tasas celulares de la B-oxidacion mitocondrial. Por lo tanto, la lipofagia
contribuye en la regulacion de los lipidos intracelulares, los niveles celulares de acidos
grasos libres y la homeostasis energética. La cantidad de lipidos metabolizados por
lipofagia varia en respuesta al suministro extracelular de nutrientes (54). La capacidad
de la célula para alterar la cantidad de lipidos dirigida a la degradacion autofagica
dependiendo del estado nutricional demuestra que este proceso podria ser selectivo,
pero aun se sabe poco sobre las proteinas especificas de LD que guian el proceso
selectivo de la lipofagia (55). Se han planteado multiples mecanismos de regulacion,
uno de ellos es mediante la degradacion de PLIN2 a través de la autofagia mediada por
chaperonas (CMA), la que facilitaria la degradacién de los LD, por parte de las lipasas
lipasa adiposa de triglicéridos (ATGL), lipasa sensible a hormonas (HSL) y
monoacilglicerol lipasa (MGL) y de la lipofagia (56). También se ha encontrado que la
familia de proteinas Rab, que es un miembro de la super familia Ras de proteinas G
monomeéricas, podrian estar involucradas en facilitar la interaccion de LD con otros
organelos que promueven la degradacion de estos (55). Otro trabajo reciente plantea que
la ATGL tiene un papel importante en la regulacion de la lipofagia, actuando como un
sefializador que favorece este proceso (57). Aunque se conocen algunos posibles
encargados de iniciar la lipofagia, todavia no existe consenso de cual es el mas relevante

en este proceso.

La lipofagia puede ser activada por un aumento moderado en la disponibilidad de
lipidos o por medio de la privacion de nutrientes, esas son las maneras en que la
autofagia hepatica degrada LD con la finalidad de proveer de &cidos grasos libres para
la produccion de ATP (54). Para probar el papel de la autofagia en la degradacion de las
reservas de lipidos celulares, se realizd un estudio en cultivos celulares de hepatocitos
expuestos a dos tipos de inhibicion de la autofagia, un grupo sometido a 3-metiladenina,

que bloquea la actividad de PI3K de clase Il y otro grupo fue tratado con shARN frente
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al gen de autofagia Atg5. Los resultados obtenidos presentaron un aumento en el
contenido de gotas lipidicas en ambos tipos de inhibicion de autofagia, en todos los
medios de cultivo utilizados en el estudio; tanto en un medio de cultivo normal, como
en otros, donde las células fueron expuestas a un medio rico en acidos grasos libres
(oleato) y en un medio deficiente de metionina y colina, aunque cabe destacar que estos
efectos se vieron acrecentados en los medios que promueven la acumulacién de &cidos
grasos (54). Los autores plantean que el aumento del contenido de LD en células
deficientes en autofagia es el resultado de una disminucion en el recambio de lipidos,
determinada por una tasa reducida de utilizacion de triglicéridos y una disminucion de

B-oxidacion mitocondrial (54).

Actualmente se han realizado diversos estudios que plantean que el importante rol de la
lipofagia en el control del contenido de lipidos en el higado. Un estudio en el que se usd
cafeina como activador de la autofagia, plantea que la estimulacion mediante la cafeina
disminuye los niveles de triglicéridos intracelulares, siendo un posible tratamiento en
sujetos con EHNA (58). Por otra parte, también se ha demostrado que la inhibicién de la
lipofagia produce aumento de lipidos en el tejido hepatico (54). Utilizando un regulador
negativo que interactia con Beclinl para la fusion de autofagosoma-lisosoma, se
observa también la acumulacién de TG hepéticos. En este trabajo se demostrd que
producto de la inhibicion de la autofagia se acelera el proceso de lipoapoptosis,
mecanismo que se produce cuando hay un exceso de &cidos grasos de cadena larga y
estos no son oxidados, produciendo sub-productos como la ceramida, que promueven la
apoptosis celular (59) y la acumulacion de lipidos (60). Zhang y cols plantean que la
lipofagia se encuentra disminuida en la EHNA y por lo tanto una induccién de esta
podria ser beneficiosa como tratamiento para esta patologia. Las moléculas diana que se
proponen para la induccion son variadas (61), debido a esto es importante investigar un

posible mecanismo para en la regulacion de la lipofagia.
Efecto de las dietas ricas en grasas sobre la autofagia

En un estudio se compard el efecto de una dieta rica en sacarosa y otra rica en grasas
sobre la autofagia en el higado de ratones en diferentes condiciones, en ayuna y
alimentados. Los resultados indicaron que la dieta rica en sacarosa no afectd los
marcadores de autofagia, mientras que la dieta alta en grasa afectd la autofagia de

manera distinta en las dos condiciones. Por una parte en los animales alimentados
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aumento la autofagia, entretanto en los animales sometidos a un estado de ayuno no se
vio afectada la autofagia (62). Otro estudio realizado en la linea celular HepG2,
encontrd que el acido palmitico favorece la acumulacion de LC3I1 y p62, alterando el
desarrollo normal de la autofagia e induce apoptosis en estas células (60). Por otra parte
se evaluo el efecto de la dieta alta en grasa sobre la autofagia en el higado, pero en
cuanto a temporalidad a corto (2 semanas) y largo plazo (10 semanas), encontrando
interesantes hallazgos, primero se observo que el flujo autofagico con la dieta de 2
semanas se incrementaba pero cuando aumenta a 10 semanas se ve casi inhibido, por lo
tanto en base a estos resultados se aprecia que la autofagia tendria una respuesta bifasica
con respecto a las dietas altas en grasas, en un comienzo aumentaria la maquinaria
autofagica pero si esto es mantenido en el tiempo se presentara disminucién de la

misma (63).

Ejercicio fisico como terapia no farmacologica en el tratamiento de la
EHNA

El ejercicio fisico ha sido utilizado como terapia no farmacoldgica para mdltiples
patologias tales como: enfermedades psiquiatricas, neurologicas, metabdlicas,
cardiovasculares, pulmonares, musculo-esqueléticas y cancer (64). Donde también la
EHNA ha mostrado responder de manera positiva a esta intervencion (65). Los tipos de
ejercicio utilizado para tratar la EHNA han sido ejercicios de sobrecarga y de tipo
aerobico, en ambos casos se ha demostrado un rol importante para revertir la esteatosis
hepética (66,67).

Los mecanismos por los que el ejercicio fisico puede revertir la EHNA podrian
variados, se ha encontrado que el entrenamiento fisico es efectivo para reducir la
expresion de las proteinas relacionadas en la lipogénesis como SREBP-1c que esta
encargada de regular la transcripcion de genes envueltos en la sintesis de colesterol y
acidos grasos libres, la sintasa de acido graso (FAS) enzima encargada de catalizar la
sintesis de novo de acidos grasos en diversos tejidos y estearoil-CoA desaturasa (SCD1)
otra enzima envuelta en la lipogénesis, en el higado de ratones obesos. Ademas, el
ejercicio aumenta la fosforilacién de acetil CoA carboxilasa (ACC) que cataliza la
carboxilacion de acetil CoA para formar malonil-CoA, que es una molécula clave en el
control del metabolismo de &cidos grasos intracelulares y la expresién de carnitil

palmitoil tranferasa 1 (CPT1) enzima mitocondrial que tiene por funcion transportar
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acidos grasos de cadena larga desde la membrana externa de la mitocondria hacia la
interna, en el tejido adiposo, favoreciendo la lipolisis (68). También promueve una
mayor expresion de adiponectina y PPARa. La primera es una hormona que ha sido
asociada a mejores niveles de sensibilidad a la insulina en masculo, higado y tejido
adiposo, por mayores niveles de oxidacion en estos tejidos. El segundo es un factor de
transcripcion que se relaciona con una mayor actividad mitocondrial, por lo tanto mayor
B-oxidacion y con esto mayor regulacion de los &cidos grasos (69). Estos hallazgos
demuestran el control que ejerce el ejercicio fisico sobre la lipogénesis y la lipolisis, lo
que favorece la disminucion de &cidos grasos libres y por lo tanto la disponibilidad para
que estos se acumulen en el higado. Estos resultados son independientes de la
regulacion de la autofagia, por lo tanto, es de gran interés investigar si el ejercicio fisico

puede revertir la EHNA mediante la via de la autofagia.
Efecto del ejercicio fisico sobre la autofagia

Las sesiones de ejercicio aisladas provocan respuestas cardiovasculares agudas y
metabdlicas de forma transitoria, lo que se conoce como una respuesta aguda al
gjercicio. Por otra parte, la repeticién frecuente de estas sesiones aisladas produce
adaptaciones mas permanentes, conocidas como la respuesta al entrenamiento o

gjercicio crénico (70).

Una relacion poco estudiada es la existente entre la EHNA, la autofagia (lipofagia) v el
ejercicio fisico. Diversos estudios plantean que el ejercicio fisico tanto de forma aguda
como cronica aumentan la autofagia a nivel muscular mediante la activacion de AMPK,
debido a un balance energético negativo (71), sin embargo los resultados son
controversiales. Mientras que frente a un ejercicio de baja intensidad en condiciones de
ayuno Yy estado post prandial no se encontro activacion de AMPK, pero si, un aumento
de autofagia, el cual se asocio a la inhibicion de mTOR (72). Por otra parte, otro estudio
en humanos mostrd, que independiente del estado nutricional, ya sea con alimentacion
durante el ejercicio (aporte constante de glucosa) o manteniendo un ayuno de 36 horas,
existe activacion de AMPK y ULKZ1, con un protocolo de 1 hora de ejercicio en
cicloergometro, a una intensidad del 50% del consumo méaximo de oxigeno (VO2max)
(73). No obstante, cabe destacar que el primer estudio es en roedores y el segundo en
humanos, con diferentes protocolos de ejercicio, por lo tanto, las diferencias podrian

explicarse debido a la respuesta especie especifica. Otro estudio encontré6 que la
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regulaciéon de la autofagia en masculo esquelético humano difiere en varios aspectos
con respecto a los datos descritos en la mayoria de los estudios en cultivos celulares y
animales (roedores). El ejercicio agudo en una bicicleta cicloergometro produjo una
reduccion de la proporcion LC3-11/LC3-1 y sin cambios en p62/SQSTML1, en musculos
humanos, ambas proteinas utilizadas como marcadores de autofagia. En cambio, en
roedores se encontrd un aumento de LC3-I1I/LC3-I después de 4 horas de nado. Es
importante destacar que los protocolos de ejercicios aplicados en este estudio son
distintos, lo que impide comparar resultados. Similar a otros experimentos donde
sugieren que la activacion de AMPK por si sola no es suficiente para regular la

autofagia (74).

No solo en musculo esquelético el ejercicio ha demostrado tener un control sobre la
autofagia. Otros érganos como el tejido adiposo, pancreas e higado, han mostrado ser
un blanco de regulacién de la autofagia (75). Ademas en el cerebro se encontro que la
autofagia también es inducida por el ejercicio fisico agudo (76). En un modelo de
higado graso inducido por una dieta rica en sacarosa y deficiente en colina, el cual no
induce obesidad, se demostré que el ejercicio fisico en trotadora durante tres semanas
reduce la EHNA, sin cambios en el peso del tejido adiposo, con reduccién del tamafio
de los LD acompafiado de disminucion en el contenido de los triglicéridos en el higado,
mejorando diversos parametros asociados a la patologia, sin embargo, los marcadores
de autofagia no sufrieron modificaciones en la expresion de proteinas (p62 y LC3) (77).
En otro trabajo se aplicé una dieta para inducir obesidad durante 8 semanas, los cuales
fueron divididos en sedentarios y ejercicio voluntario en una rueda para correr, durante
4 semanas mas. Se encontrd que los animales que realizaron ejercicio de manera
voluntaria presentaron una razéon de LC3-1I/l un 50% mayor y un 40% menor en la
expresion de p62 en el higado, comparados con el grupo de animales sedentarios.
Ademas disminuyo el peso del higado y marcadores de inflamacién en dicho grupo
(78). Algunas limitaciones que presentan estas investigaciones, es que la primera indujo
EHNA sin obesidad, lo que podria no estar asociado a la realidad de los sujetos que
presentan esta patologia, ya que como se mencion0 estan fuertemente relacionadas,
donde aproximadamente un 80% de los sujetos obesos presenta esta patologia (79). La
segunda por su parte no logr6 desarrollar EHNA, pero si un modelo de obesidad. Algo a
destacar es que en uno de estos se indujo la autofagia y en el otro no, las posibles
razones de ello pueden ser el tipo de protocolo de ejercicio aplicado, que no haya sido lo
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suficientemente sensible para inducir la autofagia y que el tipo de dieta tenga alguna

influencia en la regulacion de la autofagia.

Una reciente investigacion, planteé un modelo que utilizo tres grupos diferentes uno con
dieta control, otro sometido a DAG y otro con DAG mas ejercicio. Se les aplico la dieta
durante 13 semanas, después de ese periodo el grupo ejercitado comenzo un protocolo
de entrenamiento continuo durante 10 semanas. Los resultados encontrados muestran
una disminucion del peso corporal de las ratas con DAG sometidas a entrenamiento,
ademaés de disminucidn de colesterol, triglicéridos y marcadores de dafio hepético. Otro
hallazgo interesante de este estudio es que el entrenamiento indujo la autofagia a nivel
hepético en las ratas sometidas a DAG, se encontré que la expresion de mARN de la
proteina de membrana asociada a los lisosomas (LAMP2) y Beclinl, fue revertida
mediante el entrenamiento en comparacion al grupo de DAG que no realizaba ejercicio,
ademas para confirmar el rol del entrenamiento en la induccion de la autofagia se midio
la expresion de ATG7, ATG5, p62 y LC3 mostrando que el entrenamiento podria
modificar la via de la autofagia. Por ultimo, se investigd los niveles de fosforilacion de
p-AMPK y de p-mTOR, los datos revelaron que el entrenamiento se asocié a mayor
nivel de fosforilacion de p-AMPK y disminuy6 el de p-mTOR, lo que podria ser

responsable de la induccidn de la autofagia (80).

En resumen, los mecanismos por los que el ejercicio podria contribuir a disminuir los
niveles de EHNA son variados, esto se puede deber a que esta patologia es sistémica y
se desarrolla por maltiples factores. Es importante destacar que los diferentes tipos de
gjercicio fisico han demostrado tener un impacto positivo en el control de esta patologia,
esto ha sido confirmado tanto en los estudios realizados con animales como en
humanos, aun asi, no hay evidencia que plantee si el ejercicio fisico puede regular el uso
de lipidos por degradacion de LD mediado por la autofagia, si existe algin mecanismo
de control por parte del ejercicio fisico sobre la lipofagia, si efectivamente las dietas
altas en grasas disminuyen tanto el flujo autofagico como la lipofagia, favoreciendo la
acumulacién de triglicéridos en el higado, por lo tanto queda por investigar sobre estas
posibles relaciones. En vista de los antecedentes expuestos es que en esta tesis se
pretende evaluar si una dieta alta en grasas disminuye los niveles de autofagia/lipofagia
en higado de ratones, y a la vez si el ejercicio fisico cronico puede revertir esta

situacion.
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Hipotesis

El ejercicio aerobico cronico de 8 semanas revierte la disminucion de la lipofagia en
higado graso inducido por una alimentacion con dieta alta de grasa en ratones.
Objetivos

Objetivo general

Evaluar si el ejercicio aerobico cronico regula la lipofagia en ratones con higado graso

inducido por una alimentacion con dieta alta en grasas.
Objetivos especificos

i) Determinar si el ejercicio aerobico cronico disminuye los niveles de
esteatosis hepética no alcoholica.

i) Determinar si la alimentacion con una dieta alta en grasa disminuye los
niveles de lipofagia en el higado de raton.

iii) Determinar si el ejercicio aerdbico cronico aumenta la lipofagia en higado.
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Resultados

En la figura 2 se presenta el modelo de trabajo en el cual se esquematiza el disefio
experimental. En ella se puede observar, la division que tendran los grupos de trabajo,
duracion del entrenamiento y los diferentes experimentos a realizar para demostrar cada

uno de los objetivos planteados en el proyecto.

Ejercicio fisico 5 weces por
‘*’%\ semana, durante 8 semanas, 1
—_— |y — hora de duracién, a una
intensidad del 60%-65% de la
VAM.

Variables sanguineas: glucosa,

— insulina, colesterol, HDL,

alanina aminotransferasa,
trigliceridos.

Dieta alta en grasa,

60% de las calorias

provienen de las 4 Sacrificio
grasas l

DAG+Ejercicio

Histologia: tincién de Qil Red O

. para cuantificar gotas de grasa
{\ 12 semanas I I 8 semanas de ejercicio ’ y determinar nivel de esteatosis

. hepatica.

Dieta control, 10% bc

4 de las calorias . 4 a .Medicién, . de triglicéridos
provienen de las e intrahepaticos.

Se cuantificara las siguientes

grasas 1 DC+Ejercicio protefnas mediante Western

— Blot: p-AMPK, AMPK, p-p70S6K,
p70S6K, p62/SQSTM1, LC3,

PLINZ.

Inmunofluorescencia: lipid
__, droplet (BODIPY  493/503)

lisosomas (LAMP 1)

autofagosomas (LC3).

Figura 2. Esquema que resume el disefio experimental. Se muestra las semanas de tratamiento, las divisiones de los
grupos y los diferentes experimentos que se realizaran.

Caracterizacion del modelo de trabajo

La figura 3a presenta los cambios en el peso corporal de los animales durante las 20
semanas de duracion del protocolo del proyecto, se detallan los cambios por grupo, se
aprecia que los animales sometidos a una alimentacion rica en grasas aumentan de peso
de manera significativa desde la semana 5, a partir de ese punto se mantienen las
diferencias entre los grupos con dietas control y dietas altas en grasas. Antes de
comenzar el entrenamiento fisico en la semana 13 se realizo un test de tolerancia a la
glucosa. La figura 3b detalla el consumo de alimento en promedio de los diferentes
grupos, no existiendo diferencias entre los diferentes grupos. La figura 3c muestra las
kilocalorias consumidas por los grupos. Encontrando diferencias entre los grupos

control y dieta alta en grasas, lo que explica las diferencias de peso entre los grupos.
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Figura 3. a) Se presenta los cambios en el peso de los animales desde la semana 1 hasta la 20, semana 5 existe un
cambio significativo en los grupos sometidos a una dieta alta en grasas comparado con los sometidos a dieta control,
*p<0,05. b) Consumo promedio de alimentos por grupo desde la semana 13. c) Kilocalorias consumidas en promedio
por los grupos. Dieta control (DC), Dieta alta en grasas (DAG), Dieta control con ejercicio (DCE), Dieta alta en
grasas con ejercicio (DAGE). Datos presentados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05, DC/DAG,
DC/DAGE, #p<0,05, DAG/DCE, +p<0,05, DCE/DAGE. Determinado con Anova de dos vias, seguida de la prueba
post hoc de Tukey. n=6-9.

La figura 4a muestra el peso de los higados de los animales posterior al sacrificio, el
hallazgo mas relevante es la diferencia de peso entre los grupos DAG y DAGE puesto
que a pesar de no existir diferencias entre ellos en el peso corporal, si hay diferencias
significativas en el peso de este Organo. La figura 4c muestra el peso de la grasa
epididimal de los animales posterior al sacrificio, en este tejido no se encontraron

diferencias significativas entre los diferentes grupos.
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Figura 4. a) Peso de los higados de los ratones. b) Peso higado normalizado por peso corporal del animal. c) Peso de
la grasa epididimal de los ratones. d) Imagen representativa de los higados con dieta control y dieta alta en grasas.
Dieta control (DC), Dieta alta en grasas (DAG), Dieta control con ejercicio (DCE), Dieta alta en grasas con ejercicio
(DAGE). Datos presentados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05, DC/DAG, DC/DAGE, #p<0,05,
DAG/DAGE, DAG/DCE, +p<0,05 DCE/DAGE. Determinado con Anova de dos vias, seguida de la prueba post hoc
de Tukey. n=6-9.

La figura 5a muestra la glicemia en ayuno al finalizar el periodo de 12 semanas de
alimentacion de los grupos DC y DAG, se observa que el grupo DAG presenta mayores
niveles de glicemia en ayuno con respecto al grupo DC. La figura 5b muestra la
glicemia en ayuno posterior al periodo de 8 semanas de entrenamiento fisico, en este
periodo se mantienen las diferencias entre los grupos DC y DAG, ademas se observan
diferencias significativas entre los grupos DAG y DCE y DCE y DAGE, donde se
encontré que ambos grupos sometidos a una alimentacion rica en grasas presentaron
mayores niveles de glicemia en ayuno con respecto a los controles con ejercicio. Los
siguientes resultados muestran la insulina en ayuno de los animales (5c), en la cual se
presentan diferencias significativas entre los grupos DC con DAG, DCE con DAGE,
DAG con DCE y DAG con DAGE, este resultado es interesante puesto que, a pesar de
no encontrarse diferencias en los niveles de glicemia, si existen menores niveles de
insulina en los animales con dieta alta en grasas sometidos a ejercicio fisico. La figura
5d muestra el indice HOMA, el cual indica que existen diferencias entre los animales
sometidos a dieta alta en grasas, con el grupo DAGE lo que podria indicar una menor
resistencia a la insulina en este grupo.
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Figura 5. a) Glicemia en ayuno de los animales al finalizar el periodo de dieta de 12 semanas, T de students, p<0,05,
b) Glicemia en ayuno de los animales al finalizar el periodo de entrenamiento de 8 semanas. c) Insulina en ayuno. d)
indice HOMA. Dieta control (DC), Dieta alta en grasas (DAG), Dieta control con ejercicio (DCE), Dieta alta en
grasas con ejercicio (DAGE). Datos presentados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05, DC/DAG, #p<0,05,
DAG/DAGE, DAG/DCE, +p<0,05 DCE/DAGE. Determinado con Anova de dos vias, seguida de la prueba post hoc
de Tukey. n=6-9.

La figura 6a muestra un test de tolerancia a la glucosa aplicado a los grupos dieta
control y dieta alta en grasas al finalizar el periodo de 12 semanas de dieta, se encontro

gue en cada uno de los tiempos medidos el grupo DAG presenta mayores niveles de
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glicemia lo que indicaria la presencia de resistencia a la insulina en estos animales. La
figura 6b muestra un test de tolerancia a la glucosa aplicado una vez finalizado el
periodo de entrenamiento de 8 semanas, en este periodo se mantienen las diferencias
encontradas en el primer test entre los grupos DC y DAG Yy se suma la diferencia entre
DCE y DAG, ademas el grupo DAGE presenta mayores niveles de glucosa en sangre a
partir de los 15 minutos comparado con el grupo DC y DCE, por lo tanto ambos grupos
con la dieta alta en grasas tiene mayores niveles de glicemia con respecto a los
controles, no existen diferencias significativas entre los grupos con dieta alta en grasa,
el ejercicio por si solo parece no poder controlar la intolerancia a la glucosa que
presentaban estos grupos al finalizar el periodo de 12 semanas. Las figuras 6¢ y 6d
muestran el area bajo la curva (AUC) de cada test de tolerancia a la glucosa

respectivamente, donde se confirman las diferencias significativas entre los diferentes

grupos.
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Figura 6. a) Test de tolerancia a la glucosa aplicado a los grupos dieta control y dieta alta en grasas al finalizar el
periodo de 12 semanas de dieta, b) Test de tolerancia a la glucosa aplicado una vez finalizado el periodo de
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entrenamiento de 8 semanas, T de students p<0,05. c) Area bajo la curva del test de tolerancia a la glucosa finalizado
12 semanas de dieta control y dieta alta en grasas, d) Area bajo la curva del test de tolerancia a la glucosa finalizado
un periodo de 8 semanas de entrenamiento. Datos presentados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05,
DC/DAG y DC/DAGE, #p<0,05, DAG/DCE, +p<0,05, DCE/DAGE. Dieta control (DC), Dieta alta en grasas (DAG),
Dieta control con ejercicio (DCE), Dieta alta en grasas con ejercicio (DAGE). Determinado con Anova de dos vias,
seguida de la prueba post hoc de Tukey. n=6-9.

La figura 7 presentan 4 variables medidas en sangre, la figura 8a, presenta el colesterol
total en esta variable se encontré que los grupos con dieta control presentan menores
niveles de manera significativa de colesterol total con respecto a la dieta alta en grasas,
sin existir diferencias entre los grupos sometidos a dieta alta en grasas, la figura 7b,
muestra los niveles de HDL, donde se encontraron las mismas diferencias que en
colesterol total. La figura 7c, muestra los triglicéridos medidos en sangre donde no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos. La figura 7d, muestra
el valor de la alanina transaminasa en sangre, que se utiliza como marcador de dafio
hepatico, se encontraron diferencias significativas entre los grupos DC y DAG, donde
los DAG muestran mayores niveles de esta enzima, también se encontraron diferencias

entre DCE v/s DAG y DAGE, y por ultimo el grupo DAGE presentd menores niveles
que los DAG.
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Figura 7. Variables bioquimicas medidas en sangre. a) Colesterol total b) HDL c) Triglicéridos d) Alanina
aminotransferasa (GPT). Datos presentados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05, DC/DAG, DC/DAGE,
#p<0,05, DAG/DAGE, DAG/DCE, +p<0,05, DCE/DAGE. Dieta control (DC), Dieta alta en grasas (DAG), Dieta
control con ejercicio (DCE), Dieta alta en grasas con ejercicio (DAGE). Determinado con Anova de dos vias, seguida
de la prueba post hoc de Tukey. n=6-9.

La figura 8a, 8b y 8c muestran los resultados de diferentes pruebas fisicas realizadas a
los animales. La figura 8a muestra los resultados de un test que permite medir la
velocidad aerébica maxima (VAM), el cual mide la velocidad de carrera en la cual se
alcanza el maximo consumo de oxigeno (VO2 max). Esto se midi6 en 3 fases al inicio
del periodo de entrenamiento (VAM 1), a las 4 semanas de entrenamiento (VAM 2) y al
finalizar el periodo (VAM 3). Se encontr6 que hay un aumento de la VAM en cada uno
de los grupos siendo mas marcado este aumento en los grupos sometidos a
entrenamiento. La figura 8b muestra los resultados de una prueba para evaluar la fuerza
absoluta que realizan los animales con todas sus extremidades, en esta prueba solo el
grupo DCE mostro tener mayor nivel de fuerza con respecto al grupo DAG. La figura
8c muestra los resultados de la misma prueba, pero con los datos normalizados por el
peso corporal de los animales, en este caso se muestran diferencias entre los grupos
sometidos a dieta control (DC y DCE) contra los alta en grasas (DAG y DAGE), no
existiendo diferencias entre los grupos pareados por dieta.
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Figuras 8. Test de funcionalidad, a) Test de velocidad aerobica maxima (VAM) medido en tres momentos distintos,
al comienzo del entrenamiento, a la mitad y al final. b) Test de grip strength evaluando la fuerza absoluta de los
ratones. c) Test de grip strength evaluando la fuerza normalizada por el peso de los ratones. Datos presentados como
promedio y desviacion estandar. *p<0,05, DC/DAG, DC/DCE, DC/DAGE, #p<0,05, DAG/DAGE, DAG/DCE,
+p<0,05, DCE/DAGE. Dieta control (DC), Dieta alta en grasas (DAG), Dieta control con ejercicio (DCE), Dieta alta
en grasas con ejercicio (DAGE). Determinado con Anova de dos vias, seguida de la prueba post hoc de Tukey. n=6-9.

Evaluacion del nivel de esteatosis hepatica

La figura 9 muestra una imagen representativa de la técnica Oil Red O para cada una de
las condiciones del estudio. La figura 10 muestra los resultados obtenidos por la técnica
Oil Red O. En la figura 10a se presenta el area de las gotas de grasa (LD), los resultados

indican que se encontraron diferencias entre los grupos con dieta control frente a la dieta
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alta en grasas, donde los primeros presentan menor area de las gotas, ademas se
encontrd que el grupo DAGE presenta menor area por gota de grasa cuando se compara
con el grupo DAG. La figura 10b muestra la relacion de lipid droplet por hepatocito
(LD/hepatocito). Se encontrd que existen diferencias entre los grupos dieta control
frente a dieta alta en grasas. La figura 10c muestra el namero de lipid droplet. En este
caso solo existen diferencias por parte del grupo control (DC) frente a los otros tres
grupos. Por ultimo, la figura 10d muestra el area que representan los lipid droplet de
area evaluada. Se encontrd que existen diferencias entre los grupos dieta control frente a
dieta alta en grasas. Por otra parte, en la figura 11a se evalud el nivel de triglicéridos
intrahepaticos, se encontrd que existen diferencias entre los grupos con dieta control
(DC y DCE) con ambos grupos sometidos a dieta alta en grasas (DAG y DAGE). En la
figura 11b se presenta una correlacion entre peso del higado y la cantidad de
triglicéridos intrahepaticos, encontrando que es postiva. Ademas mediante la técnica
Western Blot (figura 12), se midi6 la perilipina 2 (PLIN 2), se encontraron diferencias
entre los grupos control (DC y DCE) con los grupos sometidos a dieta alta en grasas

(DAG y DAGE), donde los ultimos presentan mayor expresion de esta proteina.

Con ejercicio

Sin ejercicio

Dieta control

Dieta alta en grasas

Figura 9. Oil Red O, imagen representativa de cada uno de los grupos para la técnica Oil Red O, se presenta una
imagen en 4x y otra en 40x.
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Figura 10. Oil Red O, a) Area de los LD, b) nimero de los LD, c) relacién LD/nimero de hepatocitos. d) Porcentaje
del area analizada que representan los LD. Datos presentados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05,
DC/DAG, DC/DAGE, #p<0,05, DAG/DAGE, DAG/DCE, +p<0,05, DCE/DAGE. Dieta alta en grasas (DAG), Dieta
control con ejercicio (DCE), Dieta alta en grasas con ejercicio (DAGE). Determinado con Anova de dos vias, seguida
de la prueba post hoc de Tukey. n=6-9.
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Figura 11. a) Triglicéridos intrahepaticos, Datos presentados como promedio y desviacion estandar. *p<0,05,
DC/DAG, DC/DAGE, #p<0,05, DAG/DCE, +p<0,05, DCE/DAGE. Determinado con Anova de dos vias, seguida de
la prueba post hoc de Tukey. b) Correlacion de Spearman entre peso del higado y triglicéridos intrahepaticos, p<0,05,
r: 0,7572. Dieta alta en grasas (DAG), Dieta control con ejercicio (DCE), Dieta alta en grasas con ejercicio (DAGE),
n=6-9.
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Figura 12. Western Blot, a) Imagen representativa de PLIN2 y analisis de la densitometria, Datos presentados como
promedio y desviacion estandar. *p<0,05, DC/DAG, DC/DAGE, #p<0,05, DAG/DAGE, +p<0,05, DCE/DAGE.
Determinado con Anova de dos vias, seguida de la prueba post hoc de Tukey. n=6-9.

Evaluacion de la autofagia

Para evaluar la funcién de la autofagia se midieron los clasicos marcadores de autofagia,
los que son p62 y LC3. La figura 13a muestra los resultados obtenidos para Western
Blot en p62, donde no se encontraron diferencias entre los diferentes grupos, esta
proteina es envuelta por el lisosoma y degrada, por lo que se espera que disminuya
cuando la autofagia esta activada. En la siguiente figura (13b) se muestra el analisis de
LC3I/GAPDH, donde no se encontraron diferencias significativas, aun asi se aprecia
una tendencia en los grupos sometidos a entrenamiento (DCE y DAGE), encontrando
mayores niveles de expresion de LC3 | con respecto a sus grupos control. La figura 13c
presenta los resultados de LC3 en Western Blot, en este caso se encontrd que la razén
LC3II/LC3I est4d aumentada en los grupos sometidos a dieta alta en grasas (DAG y
DAGE) con respecto a los sometidos a dieta control (DC y DCE), esto podria indicar
una mayor acumulacién de LC3 Il en estos grupos, lo que seria consecuencia de menor
degradacion de este marcador, ya sea por menor activacion de la autofagia o por algun
otro mecanismo que esta impidiendo la degradacion, aungue la autofagia esté activa.
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Figura 13. Western Blot, a) Imagen representativa de p62 y analisis de la densitometria. b) Imagen representativa de
LC3I y analisis de la densitometria. c) Imagen representativa de LC3I1/LC3I y analisis de la densitometria. Datos
presentados como promedio y desviacién estandar. *p<0,05, DC/DAG, DC/DAGE, #p<0,05, DCE/DAG, +p<0,05,
DCE/DAGE. Determinado con Anova de dos vias, seguida de la prueba post hoc de Tukey. n=6-9.

Ademas de los marcadores de autofagia se midieron proteinas relacionadas con la
regulacion de la autofagia. En la figura 14a se presenta la proteina P70S6K1 y la
relacion entre la fosforilacion (p-P70S6K1) y la proteina total (t-P70S6K1) de esta, los
resultados indican que existen diferencias significativas entre el grupo DC con DAG y
DCE con DAG, lo que significa que el grupo DAG presenta mayor fosforilacion de esta
proteina, indicando que la via de mTOR esta més activa en este grupo y por lo tanto la
autofagia estaria siendo inhibida. Por otra parte, en la figura 14b se muestra la
fosforilacion de la p-AMPK, proteina que tiene el efecto contrario a mTOR en la
regulaciéon de la autofagia, los resultados son interesantes, puesto que muestran que
existe mayor fosforilacion en los grupos sometidos a dieta alta en grasa (DAG y DAGE)
con respecto a los grupos con dieta control (DC y DCE), a simple vista estos resultados
indicarian que la via de AMPK al estar activa favoreceria la activacion de la autofagia.
Para aclarar estos resultados se midieron dos proteinas que estan rio abajo de que tienen
que ver con el metabolismo de las grasas, la primera es la acido grasa sintasa (FAS) la
cual se encontré que estd aumentada en los ratones sometidos a dieta control, sin
cambios en los demas grupos, la otra proteina evaluada fue la acetil coa carboxilasa
(ACC), que se encuentra rio debajo de AMPK, en este caso los resultados indican que
esta elevada en los animales sometidos a dieta control (DC y DCE) en comparacion a
los sometidos a dieta alta en grasa. Estos resultados dispares que muestran la via de
mTOR y AMPK activadas en los animales sometidos a dieta alta en grasas, dan cuenta
de una disminucion de las proteinas relacionadas con el metabolismo de los &cidos
grasos.

DC DAG DCE DAGE DC DAG DCE DAGE
p-P70S6K1 — — — wmw ===  70kDa p-AMPK - — S el 62kDa
T-PTOSEKT ™ —— —— o - 70kDa B-tubulina A B B B B 55kDa
A o3, et b 20, —— + DC
* _
— . Py 4 + DAG

e
n
1
-
i
L
-

o
p-AMPK/b-TUBULINA
(veces de cambio)
5

(veces de cambio)

p-P70S56K1/PT0S6K1 Total
il
w»
1

0.0 FE:- 0.0 F'}' ﬂ;—\.

Ejercicio = = + +

Ejercicio - - + +

Figura 14. Western Blot, a) Imagen representativa de p-P70S6K1 y analisis de la densitometria, b) Imagen
representativa de p-AMPK y analisis de la densitometria. Datos presentados como promedio y desviacién estandar.
*p<0,05, DC/DAG, DC/DAGE, #p<0,05, DAG/DAGE. Determinado con Anova de dos vias, seguida de la prueba
post hoc de Tukey. n=6-9.
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Evaluacion de la lipofagia

Con la finalidad de evaluar la autofagia especifica encargada de degradar lipidos
(lipofagia), se utilizé la técnica de inmunofluorescencia para colocalizar diversos
organelos, lipid droplet (BODIPY), con lisosomas (LAMP1) y LD con autofagosoma
(LC3). En la figura 15, se muestra una imagen representativa para LC3 con BODIPY, el
patron de colocalizacion encontrado en los diferentes grupos fue el mismo sin encontrar
diferencias significativas entre ellos. Resultado similar fue el que encontré para LAMP1
y BODIPY, que se muestra en la figura 16, donde tampoco existen diferencias
significativas entre los diferentes grupos. Con estos resultados se puede concluir que no
existe mayor o menor lipofagia en las diferentes condiciones y que el entrenamiento
aerobico no logra activar este mecanismo.
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Figura 15. Inmunofluorescencia, imagen de muestra de la técnica inmunofluorescencia para la proteina LC3,
marcador de autofagosoma (rojo), marcador de ndcleos DAPI (azul) y marcador de gotas de grasa BODIPY (verde),
aumento 60X.
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Figura 16. Inmunofluorescencia, imagen de muestra de la técnica inmunofluorescencia para el marcador de
lisosomas LAMP1 (rojo), marcador de nicleos DAPI (azul) y marcador de gotas de grasa BODIPY (verde), aumento
60X.



Discusion

Los primeros resultados obtenidos muestran un panorama general del estado de los
ratones después de ser sometidos por 12 semanas a las respectivas dietas (dieta control y
dieta alta en grasas) y posteriormente a la division de los grupos que practicaron
gjercicio durante 8 semanas. Se encontrd que efectivamente la dieta alta en grasas
produce un aumento significativo en el peso corporal de los animales en comparacion a
la dieta control (68,69,81-83), se aprecia que estos cambios no son producto de
diferencias en la ingesta de alimentos, ya que presentan cantidades similares, el ejercicio
fisico parece no tener efecto en la ingesta de alimentos. Comparando estos resultados
con otros estudios se consigna gque los animales sometidos a DAG con y sin ejercicio no
presentan diferencias significativas entre ellos en el peso corporal, por lo que el
gjercicio fisico por si solo no logra reducir el peso corporal (69,77,81-83). También se
consignd que el peso del higado de los ratones al momento de ser sacrificados presentd
diferencias significativas entre los diferentes grupos, destacando que el grupo DAGE
presentd menor peso que el DAG, esto es importante de destacar, porque a pesar de no
haber diferencias significativas en el peso corporal si se encontré esta diferencia a nivel
del tejido hepatico, resultado encontrado en otros estudios (82). Un resultado dispar a lo
encontrado en la literatura es el peso de la grasa epididimal puesto que se encontrd que
esta no presenta diferencias significativas entre los diferentes grupos, mientras que en la
literatura si se encuentran diferencias en los grupos sometidos a ejercicio frente a los
que no realizan (68,69,81-83).

Se realizaron test de tolerancia a la glucosa al finalizar las 12 semanas de alimentacion
con las respectivas dietas y las 8 semanas finalizado el entrenamiento. Los resultados
son los esperados segun la literatura en ambos casos, donde la dieta alta en grasas
desarrolla resistencia a la insulina en los animales sometidos a ese tipo de dieta (82,83).
De manera interesante las glicemias en ayuno de los animales sometidos a dieta alta en
grasas mas ejercicio son menores en comparacion al grupo DAG, pero durante la el test
de tolerancia a la glucosa se comportan de manera similar, se han encontrado resultados
similares en otros estudios (9,66,83,84). También se evalud la insulina circulante, con
respecto a los resultados hay que destacar que el grupo DAGE presenta menores niveles
en comparacion al grupo DAG lo que podria dar cuenta de una disminucion en la
resistencia a la insulina en este grupo, mejorando el control de la glicemia mediante el

ejercicio, como ya ha sido reportado (68,69,82).
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Dentro de la caracterizacion del modelo de estudio se evaluaron diferentes variables
bioguimicas a nivel sanguineo, se encontrd que los niveles de colesterol total y HDL
fueron mayores tanto el en grupo DAG y DAGE en comparacion a los dieta control, sin
existir diferencias significativas entre ellos, dos estudios encontraron resultados
similares a estos, donde los niveles de HDL no mejoraron con el ejercicio fisico en los
animales sometidos a DAG (69,83), mientras que otro estudio encontrd disminucién en
el colesterol total en el grupo DAGE (80). En el caso de los triglicéridos no se
encontraron diferencias entre ninguno de los diferentes grupos, siendo los valores
normales para todos los grupos, hallazgo que se ha encontrado en otros estudios (82,83).
Una posible explicacion de que no exista disminucion en los triglicéridos plasmaticos es
que estos estén acumulados en otros tejidos, principalmente en el tejido hepatico y
adiposo. Un marcador sanguineo para evaluar la presencia de esteatosis hepatica es el
nivel transaminasas, en este caso se midid la alanina aminotransferasa (ALT-GPT) la
que presentd niveles muy elevados en el grupo dieta alta en grasas, en cambio en los
grupos de dieta control, se obtuvieron niveles normales, el grupo DAGE presento6
niveles disminuidos con respecto al DAG con diferencias significativas. Por lo que se
puede inferir que el ejercicio actu6 regulando de manera positiva la esteatosis hepatica a
pesar de no tener variacion en otras variables, este resultado es avalado por otros
estudios que obtuvieron resultados similares en los grupos DAGE (69,80,82) en cambio

en otro no se encontro diferencias en el nivel de ALT (78).

Para evaluar que el entrenamiento fisico tuvo efecto en la condicion fisica de los
animales, independiente de los hallazgos encontrados en los otros parametros, se
tomaron dos pruebas para determinar su efectividad, la primera tiene que ver con la
capacidad aerdbica de los ratones, este es el test de la velocidad aerébica méxima
(VAM), el cual mide la velocidad de carrera en la cual se alcanza el maximo consumo
de oxigeno (VO2 max), el cual se encuentra validado en animales (85). Se encontrd que
los animales de todos los grupos presentaron mejorias, tanto los sometidos a
entrenamiento como los que no lo realizaron, pero esta mejora fue mas marcada en los
grupos entrenados, una posible explicacion de porque los grupos gque no entrenaron
mejoraron, es debido a una adaptacion a la prueba y el propio crecimiento de los
animales. Un dato que considerar y el cual no se registré fue el tiempo en que los
animales descansaban durante la prueba. Puesto que, en determinados momentos los

animales se fatigaban antes de la hora de entrenamiento, por lo que se debian retirar 3

37



minutos para descansar y después volver, no se realizé el registro de esto lo que podria
ser un dato interesante a la hora de analizar el volumen total de trabajo de los grupos
entrenados Yy si existen diferencias en este aspecto. El otro test utilizado fue el de grip
strength (dinamometro) el que sirve para evaluar la fuerza ejercida por todas las
extremidades de los animales en tres ocasiones, sacando un promedio de rendimiento
(86,87), los resultados muestran que solo hubo diferencias significativas cuando se
relativiza por el peso de los animales, es decir cuando se toma en consideracion la
fuerza ejercida segun el peso del animal, solo los grupos DAG con DAGE y DC con
DCE no presentaron diferencias entre ellos. Los grupos sometidos a una dieta control
presentaron mayores niveles de fuerza relativa en comparacion a los sometidos a una
dieta alta en grasas, esto indica que los animales sometidos a una dieta alta en grasas

pueden desarrollar menores niveles de fuerza a pesar de tener mayor peso corporal.

Mediante el analisis de la técnica Oil Red O se obtuvo un panorama cualitativo del
estado del higado de los animales, del cual se pueden extraer diversas conclusiones.
Primero se observd disminucion del tamafio de las gotas de grasa en el grupo DAGE en
comparacion al DAG, este resultado es importante tomando en cuenta los tamarfios del
autofagosoma, que es entre 0,5 a 1,5 um, el de los lisosomas entre 50 a 100 nm,
mientras que las gotas de grasa pueden llegar a valores de 10 um (88), por lo tanto, la
digestion de gotas mas pequefias podria estar facilitado. Otro resultado interesante es
que la cantidad de gotas de grasa aumenta en los ratones del grupo control sometido a
gjercicio fisico, destacando que estas gotas son pequefias en comparacion a los grupos
con dieta alta en grasas. Se ha reportado que después de una sesion de ejercicio fisico,
entre 2 a 4 horas posterior a la sesion los triglicéridos intrahepéaticos estdn aumentados.
Esto es diferente para el musculo esquelético puesto que en él estan disminuido los
triglicéridos. La posible explicacion para este fendmeno es que el masculo esquelético
es un gran consumidor de acidos grasos durante el ejercicio, pero debido a que los
niveles circulantes de estos son muy elevados, no todos pueden ser utilizados, por lo
que una parte se re-esterifica en el higado (89-91). Si bien este fendmeno se ha descrito
de forma aguda en el higado, al parecer también ocurre cuando los animales son
sometidos a un periodo de entrenamiento cronico, esto podria ser de interés puesto que

estos acidos grasos podrian ser utilizados como sustrato energético por el higado.

En conjunto con la tincién de lipidos neutros se evalud la cantidad de triglicéridos

intrahepaticos, de esta manera se puede determinar que los animales sometidos a dieta
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alta en grasas presentan esteatosis hepatica no alcohdlica y que el ejercicio fisico no
logra revertir esta situacion, ademas los grupos con dieta control no presentan esta
condicidn, pero existe una tendencia del grupo control méas ejercicio a un aumento de
los triglicéridos, esto se puede explicar por lo descrito mas arriba. Nuevamente al
comparar con la literatura estos resultados son dispares, puesto que diversos estudios
encuentran que existe disminucion en la cantidad de triglicéridos intrahepéticos, cuando
son sometidos a dieta alta en grasas y diversos tipos de ejercicio fisico (68,81-83) La
PLIN2 es la perilipina mas expresada en hepatocitos (92), se ve aumentada en
condiciones como EHNA, favorece la acumulacion de triglicéridos e inhibe la oxidacién
de &cidos grasos (93). Por esto motivo se evalud la expresién de PLIN2, usado como
marcador de la cantidad de lipid droplets, los datos obtenidos son concordante con los
resultados antes expuestos, ya que los animales sometidos a dieta alta en grasa
presentan mayor expresion en comparacion a los grupos con dieta control. Como se ve
alterada la expresion de perilipinas en el higado con el ejercicio fisico es algo que no
estd del todo claro, ademas de existir poca evidencia cientifica. Un estudio en que se
analizo el efecto agudo del ejercicio fisico 3 horas y 28 horas post ejercicio, con dos
modalidades de ejercicio fisico diferentes una con un entrenamiento intervalado de alta
intensidad (HIIT) y el otro con entrenamiento continuo, encontrd que la expresion de la
proteina aument6 con las dos modalidades de ejercicio siendo el HIIT la que mostrd
mayor aumento, mientras que en el segundo dia (28 horas) con los dos tipos de ejercicio
se regresd a los niveles de los controles (94). Segun lo expuesto en este trabajo la
regulacion de la PLIN2 seria rapida y aumentaria independiente de la modalidad de
gjercicio fisico realizado. Hasta el momento no hay reportes de los cambios con
entrenamiento cronico como los encontrados en este trabajo. Otro mecanismo que
podria estar actuando es el de la autofagia mediada por chaperonas, ya que se ha
encontrado que este tipo de autofagia que degrada proteinas, tiene la capacidad de
degradar perilipinas como la PLIN2 Y PLIN3 que son las con mayor expresion en el
higado y que al degradarlas permite que puedan actuar las lipasas como ATGL y
posteriormente la lipofagia (95). Pero no existe evidencia de que el ejercicio fisico
pueda activar este tipo de autofagia, por lo que seria interesante en futuras
investigaciones evaluar el papel de este tipo de autofagia en conjunto con la lipofagia en
la EHNA.
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Para evaluar el proceso de autofagia se utilizaron las dos proteinas clasicas utilizadas
como marcadores de autofagia, p62 y LC3. Los resultados muestran que no existen
diferencias significativas para la proteina p62, la cual se espera disminuya cuando la
autofagia es estimulada, puesto que es una proteina que se incorpora dentro de los
lisosomas para ser degradada (42). En el caso de LC3 se encontraron diferencias
significativas entre los animales sometidos a dieta control versus los sometidos a dieta
alta en grasas, los ultimos presentan mayor ratio LC31I/LC3I, lo que indica diferencias
en el proceso de la autofagia en ambos grupos. LC3 es utilizada como marcador de
autofagia debido a que es una proteina que se une al autofagosoma y por lo tanto se
utiliza para cuantificar la cantidad de estos (40). Otro analisis que se realiza a partir de
esta proteina es la conversion de LC3 | a LC3 Il, puesto que puede dar cuenta de la
mayor o menor activacién de la autofagia o por otra parte de un bloqueo de esta, que se
observe con una mayor acumulacion de LC3 Il (41). Se evalud la expresion de LC3 |
encontrando una tendencia a presentar mayores niveles por parte de los grupos
sometidos a entrenamiento (DCE y DAGE) con respecto a sus controles, lo que
indicaria mayor activacion de la autofagia, aunque sin diferencias significativas. Al
comparar estos resultados con lo que existe en la literatura se observan diferencias en
las dos proteinas evaluadas. Un estudio en que se utilizé una dieta alta en sacarosa y
deficiente en colina, para inducir EHNA y se entrend durante 3 semanas a los animales,
5 veces por semana con 1 hora de duracién, en una trotadora, se encontrd que el
entrenamiento, no indujo cambios en la expresion de p62 y LC3 (77). Otro estudio en
que se utilizé una dieta western (donde un 42% de las calorias provienen de las grasas)
durante 8 semanas, se utiliz6 otro protocolo de ejercicio fisico, el cual es voluntario por
parte de los animales, donde pueden correr en una rueda para ejercitarse, se sometieron
a este protocolo durante 4 semanas y después fueron sacrificados. En este estudio se
encontr6 que los animales que realizaron ejercicio fisico voluntario tenian disminucién
de p62 y un aumento en el ratio LC3II/LC3I, lo que indicaria una mayor activacion de
la autofagia (78). Por ultimo, un estudio del presente afio en que se utilizd una dieta alta
en grasas (45% de las calorias provenientes de la grasa) y un protocolo de
entrenamiento durante 10 semanas que consistia en entrenar 5 veces por semana, en una
trotadora, con un calentamiento de 5 minutos a un 30%-40% del VO2 max, seguido de
30 minutos al 60%-65% del VO2 max, para finalizar con 5 minutos de enfriamiento al

30%-40% del VO2 max. En este estudio encontraron que el entrenamiento disminuyo la
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expresion de p62 y aumentd a expresion de otras proteinas relacionados con la autofagia
(80).

La evidencia de que el entrenamiento modifique la autofagia en el higado graso es
reciente y no del todo contundente por la variabilidad de los resultados. Si bien en los
diferentes estudios citados hay mejoras en diversos parametros asociados a la EHNA,
solo en algunos se encuentran que la autofagia podria ser uno de los mecanismos
asociados a estas mejoras. Al comparar estos estudios con los resultados encontrados en
mi tesis hay que tener cuidado en el analisis, puesto que todos utilizamos diferentes
dietas que inducen la EHNA y ademas diferentes protocolos de entrenamiento, asi como
también los tiempos de las dietas y del entrenamiento son distintos. Otro aspecto
importante a considerar es la variabilidad de la autofagia cuando los animales son
sometidos a dietas altas en grasas, algo que ya habia sido discutido en esta tesis (62,63).
Zhang y colaboradores, encontraron resultados similares a los estudios ya citados, en
este estudio evaluaron la cantidad de autofagosomas (midiendo LC3 marcados con
GFP) en diferentes semanas cuando se administra una dieta alta en grasas. Se encontrd
que a media semana de empezar una dieta alta en grasas hay disminucion de LC3, lo
que confirma que de forma aguda la autofagia se ve activada para consumir el exceso de
energia disponible, posteriormente a la semana y 3 semanas de dieta se encuentra un
leve aumento, sin llegar a los niveles basales, a las 10 semanas hay un brusco aumento
en la cantidad de autofagosomas, lo que podria indicar disminucion de la autofagia y
finalmente ellos encuentran que a las 16 semanas nuevamente caen a niveles muy bajos,
la cantidad de autofagosomas (LC3), lo que claramente grafica que el proceso de la
autofagia es extremadamente variable cuando se utilizan modelos de dietas elevadas en

grasas (96).

Como ya se ha mencionado la regulacién de la autofagia a corto plazo esta controlada
principalmente por los niveles energéticos de la célula, esto es regulado por los dos
sensores metabdlicos mas importantes AMPK y mTOR, la primera con una funcién de
activacion y la segunda de inhibicién de la via respectivamente (45). Por este motivo se
evalud el estado de fosforilacion de ambas proteinas encontrando que se encuentra
activa tanto p-AMPK como p-P70S6K que es una proteina rio abajo de mTOR en los
animales sometidos a dieta alta en grasa, mientras que en los DAGE solo esta activa p-
AMPK. Estas vias a pesar de que compiten entre ellas pueden estar activadas al mismo

tiempo, por ejemplo después de realizar ejercicio aerébico (97). En el caso de los
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animales sometidos a dieta alta en grasa es esperable que tuvieran niveles més elevados
de p-P70S6K, debido al exceso de nutrientes a los que estaban expuestos (98), mientras
que la activacion de p-AMPK puede ser debido a un mayor ratio AMP/ATP, en estos
animales debido a que podrian presentar alteraciones a nivel mitocondrial, lo que

impediria mantener niveles adecuados de ATP (99), lo que estaria activando AMPK.

Finalmente, para evaluar si la lipofagia estaba modificada se utiliz6 la técnica de
inmunofluorescencia. En diversos estudios se ha utilizado esta técnica para evaluar si
existe aumento de lipofagia frente a diferentes estimulos, encontrando mayor
colocalizacion de gotas de grasas con autofagosomas o lisosomas, lo que estaria
indicando un aumento en la degradacion de las gotas de grasa (54,57,100,101). En este
trabajo en cambio, no se encontraron diferencias entre los diferentes grupos, es decir, no
hay mayor o menor colocalizacion, entre LD con LC3, ni entre LD y LAMPL, por lo

tanto, el ejercicio fisico al parecer no estimula esta via de degradacion en el higado.
Conclusiones

En este trabajo se evalud el rol del ejercicio fisico cronico en la regulacion de la
lipofagia en un modelo de esteatosis hepatica, inducida por una dieta alta en grasas.

Considerando los antecedentes expuesto y los resultados obtenidos se concluye que:

a) El ejercicio fisico cronico logra disminuir el peso del higado de animales
sometidos a dieta alta en grasas.

b) El ejercicio fisico cronico de 8 semanas disminuye el dafio hepatico, medido a
través de alanina aminotransferasa.

c) El ejercicio fisico cronico de 8 semanas disminuye los valores de glicemia e
insulina en ayuno en animales sometidos a dieta alta en grasas.

d) EIl area de las gotas de grasa en los animales sometidos a dieta alta en grasa y
gjercicio fisico crénico es menor en comparacion al grupo sin ejercicio.

e) El ejercicio fisico cronico de 8 semanas no logra disminuir la cantidad de
triglicéridos intrahepaticos en los animales sometidos a una dieta alta en grasas.

f) Existe aumento de la razén LC3I1/LC3I en los animales sometidos a dieta alta en
grasas.

g) No hay mayor colocalizacion de gotas de grasas con proteinas relacionas con la
autofagia.
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Limitaciones del estudio

Dentro de las limitaciones de este estudio se debe mencionar que el protocolo de
entrenamiento, no se consignaron las salidas de los animales cuando estos no podian
seguir corriendo. Esto se refiere al momento en que un animal se fatigaba era retirado de
la trotadora para descansar por 3 minutos y después continuar, al no tener registro de
estas salidas, no se sabe si el volumen de trabajo final para todos los animales sometidos
al entrenamiento fue igual, lo que podria explicar la variabilidad de resultados entre

animales del mismo grupo (DCE y DAGE) en algunos de los experimentos realizados.

En la actualidad todavia no se describe un marcador para la lipofagia, por ese motivo la
técnica mas utilizada por los investigadores es la inmunofluorescencia, para colocalizar
lipid droplet, con autofagosomas y lisosomas. Esto se transforma en una limitante de
este trabajo, puesto que esta técnica por si sola no permite explicar la complejidad de
interacciones que ocurren para degradar finalmente una gota de grasa, por lo tanto los

resultados podrian estar siendo sobreestimados o subestimados.
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Materiales y métodos
Animales y protocolo de alimentacion

Los animales machos C57BL/6J fueron obtenidos desde el Bioterio del Instituto Salud
Publica. Se mantuvieron en el bioterio del INTA de la Universidad de Chile, en una
habitacion con temperatura constante entre 21-23°C y ciclos de luz-oscuridad de 12:12
hrs. A los 21 dias de nacidos, los ratones fueron divididos en los grupos
correspondientes. El grupo dieta control recibié una dieta chow (D12450J; Research
Diets, New Brunswick, NJ) que contendra 10% grasa, 20% proteinas y 70%
carbohidratos. Los grupos alimentados con dieta alta en grasas recibirdn una dieta con
60% grasa, 20% proteinas y 20% carbohidratos (D12492; Research Diets, New
Brunswick, NJ). Esta dieta contiene gran cantidad de &cidos grasos saturados (32%)
donde destaca la cantidad de acido palmitico (49,9g). Los animales fueron alimentados

durante 20 semanas en total con las respectivas dietas para los experimentos posteriores.

Protocolo de ejercicio

Una vez finalizado el periodo de 12 semanas sometidos a los dos tipos de dieta (control
y alta en grasas), los grupos fueron divididos en 4 grupos, dieta control, dieta control
gjercicio, dieta alta en grasas y dieta alta en grasas ejercicio. El entrenamiento fisico de
los animales fue un tipo de entrenamiento crénico continuo, con una extension de 8
semanas y una frecuencia de 5 veces por semana por 1 hora. Antes de comenzar el
entrenamiento los animales fueron sometidos a una semana de adaptacion para que
conozcan el treadmill y se familiaricen con la sala en la cual ocurriré el entrenamiento.
Posterior a esa semana se somete a una prueba de ejercicio para determinar la velocidad
aerdbica maxima de los animales, producto de esos resultados se determinaron las
velocidades a las cuales son entrenados los animales. En la semana nimero 16 se vuelve
someter al test de velocidad aer6bica maxima, para corregir las velocidades a las cuales
los animales son entrenados y por ultimo en la semana 20 se realizo la ultima medicion
de la VAM para evaluar los resultados del entrenamiento. La velocidad de
entrenamiento serd entre 4-12 m*min-1, sobre un treadmill adaptado con carriles para
que 8 ratones puedan ejercitarse en forma paralela. Si un animal se fatiga antes de
tiempo se retirarda por 3 minutos para que descanse y después serd reincorporado para
terminar la sesidon de entrenamiento. La pendiente del treadmill serd de un 5% vy la sala

de entrenamiento se ubica en el Bioterio del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
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Alimentos de la Universidad de Chile fue adaptada para mantener temperaturas entre
21-25°C.

DAG DAGn: 9
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Figura 18. En esta figura se muestra la cantidad de animales que tiene el estudio en total y por grupos. Se detalla la
perdida de animales sufrida en la semana 4.

Tamafo de la muestra

La determinacion del nimero minimo de muestra, se realizé segun la siguiente formula
(102):

Para el primer objetivo, aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en un
contraste bilateral, se precisan minimo 5 sujetos en el primer grupo y 5 en el segundo
para detectar una diferencia igual o superior a 1 unidades. Se asume que la desviacién
estandar comun es de 0.5%. Se ha estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del
10%. Para el tercer objetivo, aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en
un contraste bilateral, se necesitan minimo 6 ratones en cada grupo para detectar una
diferencia minima de 4 entre dos grupos, asumiendo que existen 4 grupos y una

desviacion estandar de 0.5.

Variables bioquimicas

Se realizaron diversas pruebas bioquimicas con la finalidad de tener un panorama
general del estado de salud de los animales, los test a realizar seran los siguientes: curva
de tolerancia a la glucosa, medicion de insulina, perfil lipidico, perfil hepatico. La curva
de tolerancia a la glucosa seréa realizada pre y post periodo de entrenamiento, es decir, a
las 12 semanas y 20, mientras que las otras variables solo seran medidas al finalizar las

20 semanas.
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Marcadores de autofagia y lipofagia

LC3: Es la proteina mas estudiada en relacion con la autofagia y mas usada como
marcador de autofagosomas. A través de su resolucion en electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS y posterior Western blot, la proteina LC3 enddgena puede ser
detectada como dos bandas, una representa LC3-I, la cual es citosélica y la otra
representa LC3-11, la cual se encuentra conjugada a fosfatidiletanolamina y esta unida a
la membrana del autofagosoma. La masa molecular de LC3-I1 es mayor que LC3-I
debido a su conjugacion con fosfatidiletanolamina. A pesar de esto, se observa que
LC3-11 migra més rapido que LC3-I al resolver extractos proteicos por medio de SDS-
PAGE. Esto ocurriria probablemente a la gran hidrofobicidad que LC3-I tiene en uno de
los extremos de su estructura. Por lo tanto, la conversion de LC3-1a LC3-11 no se debe a
un procesamiento de la proteina sino a la conjugacion con fosfatidiletanolamina. A
través de ensayos de Western blot, LC3-1 y LC3-11 se detectan como bandas alrededor
de los 14 y 16 KDa, respectivamente. De este modo la cantidad de LC3-II se
correlaciona con el nimero de autofagosomas y, por ende, sirve como un indicador de

autofagia.

p62/SQSTM1: Esta proteina es cargo especifico de autofagia. Al inducirse el proceso de
autofagia, esta es degradada dentro del lisosoma, por lo tanto, su disminucion se utiliza
como marcador de la induccién de autofagia, por esta razén se determina los niveles de

esta proteina mediante western blot.

Inmunofluorescencia: Esta técnica fue utilizada para determinar la cantidad de lipid
droplet (BODIPY 493/503) que se colocalizan con los lisosomas (LAMP 1) y
autofagosomas (LC3). Se ha encontrado que la mayor colocalizaciéon entre BODIPY

493/503, LAMP 1y LC3 se da en condiciones en la cual la autofagia es estimulada, por

lo tanto, esto fue utilizado como marcador de lipofagia.

Se obtuvieron cortes de higado obtenidos con criostato, para la tincion con BODIPY,
luego para la inmunofluorescencia, los cortes se fijaron en paraformaldehido 4% p/v en
PBS 0.1M pH 7.4 por 10 minutos, seguido de tres lavados con PBS (10 minutos cada
uno) y bloqueo con PBS/BSA 2% por una hora. La incubacion con el anticuerpo

primario especifico se realizO de acuerdo con las condiciones (temperatura,
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concentracion, etc.) entregadas por el proveedor respectivamente. El anticuerpo
secundario estara conjugado con Alexa 488 o Alexa 633 segun corresponda, finalmente
los cortes fueron montados con DAKO (Dako Florescent Mounting Medium, DAKO
North America, Inc). Los cortes montados fueron examinados con microscopio confocal
Carl Zeiss, Inc. Axiovert 135. La Fluorescencia relativa sera cuantificada usando el

software ImageJ (NIH), en regiones Opticas de intereés.

Histologia

Tincion de LD: La tincion con Oil red O es una tincion liposoluble que permite detectar
triglicéridos neutros y lipidos en los tejidos. El oil red (Sigma©) se prepara
disolviéendolo al 0,7% en propilenglicol y eliminando las impurezas con un papel filtro y
se almacena a 60°C hasta el momento de su uso. Para esta tincion, se cortaron secciones
de higado congelado en la solucion O.C.T (Tissue-Tek©) a 5 pum en el criostato. Las
muestras se deben montar en un medio acuoso Aquatex (Merck©) antes de ser
observadas al microscopio optico.

Triglicéridos intrahepaticos

Se extrajo 20 mg de higado, los cuales fueron homogenizados mediante disrupcion
mecénica en un tubo de vidrio con 1 mL de solucion cloroformo-metanol (2:1), se
centrifugé a 3500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y se separd la fase
organica. Se midieron triglicéridos intrahepaticos a través del kit TG Color GPO/PAP
AA (1780105, Wiener Lab) agregando 10 uL de muestra mas 1 mL de reactivo. Para
cuantificar proteinas se utilizo el reactivo Coomassie Plus™ Protein Assay (1856210,
Thermo Scientific), agregando 10 uL de muestra méas 2 mL de reactivo, ambas variables
fueron medidas a través del espectrofotometro (BTS-350, BioSystems), y se expresaron

como mg de TG/g de proteina.

Inmunoblot

Las muestras de higado de los ratones fueron homogeneizadas mediante sonicacion en
buffer de lisis frio (140 mM NaCl; 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA y 20
mM Tris-HCI, pH 7,5) y fueron suplementadas con inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Las muestras fueron incubadas en hielo durante 30 minutos y posteriormente
centrifugadas a 3.000 g, las proteinas del sobrenadante son separadas en un gel SDS-

PAGE al 12%. Posteriormente fueron transferidas a una membrana difluoruro de
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polivinilideno y he incubadas con un anticuerpo primario a 4°C durante la noche.
Posterior al lavado, las membranas fueron incubadas durante 2 hrs con anticuerpo
secundario, anti-rabbit o anti-mouse (Sigma Aldrich). Los analisis posteriores fueron
realizados con ImageJ software (NIH, Bethesda, MD). Los anticuerpos primarios a
utilizar seran: anti-fosfo-AMPK (1:1000), anti-AMPK (1:1000), anti-LC3 (1:1000),
anti-p62/SQSTM1  (1:1000), anti-fosfo-p70S6K (1:1000), anti-p70S6K (1:1000),
obtenidos de Cell Signalling Technology (Denver, MA), Anti-PLIN2 (1:1500, OriGene
Technologies, Inc.). Los anticuerpos secundarios fueron anti-rabbit o anti-mouse segun

correspondan y seran obtenidos de Sigma Aldrich.

Anadlisis estadistico

La evaluacion de la distribucion normal de los datos se realizara utilizando el test de
Shapiro Wilk. En el caso de que la distribucion de los datos sea normal las diferencias
estadisticas entre los grupos experimentales se determinard mediante t-student o
ANOVA (dos vias) seguido de un test post-hoc (Bonferroni), segun corresponda. En
caso de que los datos tengan una distribucion no normal se utilizaran las pruebas
estadisticas U de Mann Whitney y Kruskal Wallis. Se determinara una significancia
estadistica con p<0.05. Los resultados se expresaran como promedio + DS. Para todos
estos analisis se utilizara el software GraphPad Prism version 6.0, San Diego, CA, USA.

Normas de Bioseguridad

Protocolo de manejo y cuidado de los animales.

El manejo de los animales queda bajo la exclusiva responsabilidad del tesista, Francisco
Javier Pino De la Fuente, y de su tutor Dr. Rodrigo Troncoso Cotal. Los animales
fueron mantenidos en el Bioterio del Instituto y Tecnologia de los Alimentos en las
condiciones que la cepa lo requiere (entre 21-25°C, agua y alimentacién ad libitum,
ciclos de luz-oscuridad de 12-12h, en una sala especial aislada de sonidos y de
contaminacion). La especie del raton es Mus Musculus, cepa C57BL/6, sexo masculino,
en un total de 36, adquiridos a los 21 dias de nacimiento en el Instituto de Salud
Publica, segun los requerimientos que estipula la ley y el propio ISP. Luego de 1
semana de aclimatacion en el Bioterio INTA, fueron sometidos a 12 semanas a una
dieta alta en grasa y dieta control, para posteriormente ser entrenados fisicamente en un
treadmill adaptado para ratones de laboratorio. El peso promedio a la llegada al Bioterio

corresponde a aproximadamente 10 g y se espera que alcancen sobre los 50 g al
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finalizar el estudio. Se requiere del uso de estos animales ya que no existen a la fecha
modelos celulares para el estudio de la obesidad y menos para el protocolo de
entrenamiento. La cepa 57 esta ampliamente validada en la literatura cientifica como un
modelo adecuado de estudio de obesidad por dieta alta en grasa. Ademas, esta especie
es ampliamente utilizada en Chile por diferentes grupos de laboratorios lo que permite
establecer una base sdlida de conocimiento sobre su manejo y mantencion. El nimero
minimo de ratones para la totalidad de los experimentos se calculd de acuerdo a la
variabilidad de los procedimientos experimentales y de acuerdo a la variacion intrinseca
entre los animales. Para el test de tolerancia a la glucosa, se contact6 a Liza Fonseca una
veterinaria que ha trabajado en otras investigaciones junto al Dr. Rodrigo Troncoso, los
animales fueron deprivados durante toda la noche de alimentacion y en la mafiana seran
inyectados via intraperitoneal con una carga de glucosa. A las 2 horas se les medira la

glicemia a través de un pequefio corte en la cola.

Al finalizar los animales fuern eutanasiados segun procedimientos estandarizados para
minimizar el dolor o sufrimiento del raton. Los animales se les aplic6 como método de
anestesia isoflurano en una caja acondicionada para ello, y rapidamente luego de
comprobar el estado de anestesia los animales se les aplicara dislocacion cervical. Los
cadaveres seran eliminados de acuerdo con las normas de bioseguridad del INTA. Se
depositan en bolsa transparente, se agrega una etiqueta de identificacion del laboratorio.
Posteriormente se introducen a frezzer -20°C a la espera de la Derivacion a la red de
gestion de cadaveres por la unidad de bioseguridad.

Relevancia del estudio

La esteatosis hepética no alcohdlica es una de las enfermedades méas comunes en las
sociedades de occidente, por lo tanto, es importante conocer diferentes estrategias para
poder regularla. La autofagia es un proceso fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis del sistema, por lo que resulta relevante determinar cuéles son los
mecanismos que la regulan, a su vez el ejercicio fisico como terapia no farmacologica
no ha sido del todo explorado, pudiendo ser un tratamiento para inducir la autofagia en

sujetos con EHNA.

La relacion entre esteatosis hepatica, autofagia y ejercicio fisico crénico, ha sido tratada
en pocos estudios, por lo tanto, es de gran interés investigar esta triada en conjunto, ya

que se ha demostrado que el ejercicio fisico puede regular tanto la esteatosis hepatica
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como la autofagia, y que esta ultima es uno de los procesos que esta asociado a la
esteatosis. Ademas, como se ha mencionado la lipofagia tiene un papel relevante en el
mantenimiento de los lipidos a nivel del higado, por este motivo es interesante estudiar
como el ejercicio fisico regula la lipofagia en condiciones de EHNA. Este es uno de los
puntos novedosos de esta tesis, puesto que no hay literatura que plantee esta

interrogante y que ocupe marcadores para medir la lipofagia.

Por estos motivos y los antecedentes expuestos en este proyecto, es que se pretende
evaluar si el ejercicio fisico cronico revierte la disminucién de la lipofagia en higado

graso no alcohdlico inducido por una dieta alta en grasas.
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