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AL
AAL
ACC
AG
AGL
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Sustancias reactivas al oxigeno

Acido graso sintasa

Ligasa glutamato-cisteina

Y-glutamil transpeptidasa

Glutatién reducido

Glutatién oxidado

Glutation S-transferasa
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HO-1
H20>
ICAM-1
IFY
IL-6
IL-1p
IR
IREla
JNK
LDL
LDN
MDA
NF-xp
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Nrf2
O,
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Interleuquina 6
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Insulino resistencia

Inositol requirente de enzima la

Quinasa c-Jun N-terminal
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Lipogénesis de novo

Malondialdehido

Factor nuclear kappa B

NAD(P)H quinona oxidorreductasa

Factor de transcripcion nuclear eritrocitario
Radical superoxido

Factor de iniciacion de la traduccion eucarittica
Receptor de proliferacion peroxisomal o
Receptor coactivador de proliferacdn peroxisomal la
Proteina quinasa RNA-activado (PKR) ER quinasa
Reticulo endoplasmatico

ATP citrato liasa, estearoil-CoA desaturasa-1
Super 6xido dismutasa

Proteinas de unién al elemento regulador de esteroles
Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
Triglicéridos

Factor de necrosis tumoral a

Factor 2 asociado a receptor de TNF-a

Proteina desacoplanete 2

Respuesta a proteinas mal plegadas
Lipoproteina de muy baja densidad
4-hidroxi2-hexenal
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2. Resumen
Introduccion: La enfermedad por higado graso no alcohdlico (EHGNA), es patologia
multifactorial, con complejas interacciones entre dieta, estilos de vida y genética. Se ha visto
que es la causa mas comun de enfermedad hepatica, lo que hace de esta un problema de salud
publica. Observandose que la insulino resistencia (IR) y el estrés oxidativo (EO), son los
mayores determinantes de la aparicion de EHGNA y su progresion a esteatohepatitis. Por esto
la EHGNA es considerada la manifestacion hepéatica del sindrome metabolico y esta
directamente relacionada con el incremento de la prevalencia de obesidad y diabetes mellitus
tipo 2 (DM2). Actualmente, el Unico tratamiento es la dieta y cambios en el estilo de vida. Los
pacientes con EHGNA, muestran un aumento en los parametros relacionados al EO, IR y
ademas deplecidn hepatica de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL) n-3, con
aumento en la relacién n-6/n-3. Por otro lado, el hidroxitirosol (HT) es un polifenol que se
encuentra principalmente en los productos del olivo, el cual tiene una potente actividad
antioxidante, protegiendo a las células del EO y mejorando la funcién cardiaca. Considerando
esta evidencia, surge la interrogante en relacion a estudiar si el uso de AGPICL n-3,
especificamente &cido docosahexaenoico (DHA) mas HT, podrian tener un efecto protector
contra la EHGNA vy las alteraciones metabdlicas que la acompafian. Objetivo: Determinar el
efecto de la suplementacion dietaria con DHA e HT en la reduccién de la esteatosis hepatica,
inflamaciéon y EO inducidos por dieta alta en grasa en raton. Metodologia: Ratones macho
C57BL/6J, fueron asignados aleatoriamente a cada uno de los 8 grupos experimentales, en
donde fueron alimentados con una dieta control (DC, 10% de las calorias como grasa) o con
una dieta alta en grasa (DAG, 60% de las calorias como grasa), y suplementados con DHA
(50mg/kg/dia), HT (5mg/kg/dia) o ambos por un periodo de 12 semanas. Resultados: La
alimentacion con DAG por 12 semanas, indujo un cuadro de esteatosis hepatica acompafiado de
EO e inflamacion. Respecto a esto, la administracion oral conjunta de DHA e HT, logr6 un
mayor efecto protector que la suplementacion aislada de HT o DHA, frente a la DAG a través
de i) reduccion de la esteatosis hepatica ii) menor respuesta inflamatoria iii) aumento de las
defensas antioxidantes y iv) aumento de AGPICL n-3 en el perfil de acidos grasos hepaticos.
Conclusion: La suplementacion conjunta de HT + DHA, tuvo un rol hepatoprotector frente a la
injuria provocada por la DAG, por lo que podria ser considerada como una posible intervencion

clinico — nutricional para el manejo de la EHGNA vy su evolucion a esteatohepatitis en raton.
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3. Abstract
Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is multifactorial disease with
complex interactions between diet, lifestyle and genetics. It has been found that is the most
common cause of liver disease, making this a public health problem. It has been shown that
insulin resistance (IR) and oxidative stress (OS) are the major determinants of the onset of
NAFLD and progression to steatohepatitis. NAFLD is considered the hepatic manifestation
of the metabolic syndrome and is directly related to the increased prevalence of obesity and
type 2 diabetes mellitus (DM2). Currently, the only treatment is diet and changes in
lifestyle. NAFLD patients show an increase in the parameters related to OS, IR and also
liver reduction of long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFA) n-3, with increase in
the ratio n-6/n-3. On the other hand, hydroxytyrosol (HT) is a polyphenol found mainly in
olive products, which has potent antioxidant activity, protecting cells from OS and
improving cardiac function. Given this evidence, we ask whether the use of LCPUFA n-3,
specifically docosahexaenoic acid (DHA) plus HT, may have a protective effect against
NAFLD and metabolic alterations that accompany it. Objective: To determine the effect of
dietary supplementation with DHA and HT in reducing hepatic steatosis, inflammation and
OS induced by high-fat diet in mice. Methodology: Male C57BL/6J mice were randomly
assigned to each of the 8 experimental groups, where they were fed a control diet (CD, 10%
of calories as fat) or a high-fat diet (HFD, 60% calories as fat) and supplemented with DHA
(50mg/kg/day), HT (5mg/kg/day) or both for a period of 12 weeks. Results: HFD feeding
for 12 weeks induced hepatic steatosis accompanied by OS and inflammation. In this
regard, oral administration of DHA and HT achieved a greater protective effect than
isolated supplementation of HT or DHA, compared to HFD through i) reduction of hepatic
steatosis ii) less inflammatory response iii) increased antioxidant defenses and iv) increase
the LCPUFA n-3 hepatic fatty acid profile. Conclusion: The HT + DHA mixed
supplementation had a hepatoprotective role against injury caused by HFD, which could be
considered as a possible clinical-nutritional intervention for handling NAFLD and its

evolution steatohepatitis in mouse.
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4. Introduccion

4.1 Enfermedad por higado graso no alcohélico

La enfermedad por higado graso no alcohodlico (EHGNA), comprende un espectro de
alteraciones, las que van desde simple esteatosis hepatica hasta esteatosis mas severa
asociada a inflamacién marcada conocida como esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), la
cual a menudo progresa con desarrollo de fibrosis (40-50%), cirrosis hepatica (15-17%),
falla renal (3%) y potencialmente carcinoma hepatocelular (1,2). La EHGNA corresponde a
una enfermedad multifactorial, que envuelve complejas interacciones entre dieta, estilos de
vida y genética, los cuales se combinan para desarrollar el fenotipo de EHGNA (3). La
prevalencia de esta patologia en la poblacion general es de 20-30%, en adultos obesos
alcanza un 80-90%, en pacientes con diabetes un 30-50% y hasta el 90% en pacientes con
hiperlipidemia. La prevalencia entre nifios es del 3-10%, con un aumento del 40-70% en
nifios obesos. Se ha visto que es la causa mas comudn de enfermedad hepética en todo el
mundo, lo que hace de esta un problema de salud publica mayor y una gran carga
econdmica para el pais (4). Las estimaciones actuales, sefialan que un 40% de las personas
que padecen EHGNA desarrolla EHNAS. Ademas, se ha visto un aumento en la incidencia
de enfermedad vascular coronaria (10.8%), cerebrovascular (37.3%) y periférica (24.5%)

en individuos que presentan EHGNA (6).

La esteatosis es definida como el nivel hepatico de triglicéridos (TG), que excede el
percentil 95 para individuos delgados y saludables (>55mg por gramo de higado), o como
la presencia de gotas de TG citoplasmaticos, en méas del 5% de los hepatocitosl. Es muy
importante que al momento de diagnosticar EHGNA, se excluyan otros factores de
enfermedad hepatica (virales, autoinmunes y genéticos), ademas de tener un registro del
consumo de alcohol de la persona y que estos no excedan el rango que produce esteatosis

hepatica por alcohol (<20gr/dia en mujeres y <30gr/dia en hombres) (4).

En la literatura cientifica se ha visto, que los factores genéticos, también serian importantes

en la determinacion de la susceptibilidad a EHGNA y su progresion a cirrosis. Muchos

10
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desordenes hereditarios del metabolismo de lipidos, estan asociados con esteatosis hepatica,
ademas los polimorfismos en genes que afectan el metabolismo lipidico, estrés oxidativo
(EO), insulino resistencia (IR) y regulacion inmune, han sido identificados como factores

predisponentes para el desarrollo de esteatosis hepatica y el progreso de dafio hepatico (7).

En la actualidad, la EHGNA es la tercera causa de trasplante hepatico en los EE.UU., pero
segun las proyecciones, esta enfermedad se convertira en la causa namero uno en los

proximos afios (8).

4.2 Patogénesis de la EHGNA

Dentro del cuerpo humano, el higado, juega un rol crucial en el control del metabolismo de
acidos grasos (AG) y TG, a través de su sintesis, almacenamiento, secrecion y oxidacién de
AG libres. El higado responde y administra los AG provenientes a partir de la dieta, del

tejido adiposo y de su propia produccién en la lipogénesis de novo (LDN) (9).

Aunque la etiologia exacta de la EHGNA y EHNA aln no esta completamente dilucidada,
si se conoce que la IR esta directamente relacionada con estas patologias, a través de los
niveles alterados de lipdlisis del tejido adiposo y de una utilizacién de glucosa periférica
disminuida (10). Se considera que la patogénesis de la EHGNA involucra la “hipdtesis de 2
golpes”. El “primer golpe”, estd representado por la acumulacion de TG en el higado, lo
que perjudica el metabolismo de AG, incluyendo la LDN, B — oxidacion y exportacion de
TG (11). Las fuentes AG libres, como mencionamos anteriormente, son la dieta, LDN y
lipdlisis del tejido adiposo, se ha visto que la mayor cantidad de TG provienen de la
lipolisis (59%) y de la LDN (26%) y en menor proporcién de la dieta (17%) (12,13). En la
EHGNA, el flujo aumentado de AG libres desde el tejido adiposo es atribuido a la
supresion alterada de la lipolisis por la IR (7). El “segundo golpe”, es debido a condiciones
pro oxidantes y hepatotoxicas y consta de un aumento en la susceptibilidad a la injuria
inflamatoria, la cual es mediada por el aumento de la expresion de citoquinas y adipoquinas
inflamatorias, EO, disfuncién mitocondrial, estrés del reticulo endoplasméatico (RE) vy
endotoxemia intestinal derivada del crecimiento bacteriano aumentado, lo que lleva a

esteatohepatitis (12). Las citoquinas inflamatorias, incluyen el factor de necrosis tumoral

11
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alfa (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6), ¢ interleuquina 1B (IL-1B). E1 TNFa se correlaciona
con un aumento de la severidad de EHGNA y promueve mayor IR. En la actualidad se ha
anadido un componente adicional o “tercer golpe”, el cual refleja la inadecuada
proliferacion de los hepatocitos, este, seria la etapa final que lleva a fibrosis, resultado de
un desbalance en la tasa de muerte y regeneracion de los hepatocitos. Existe una inhibicion
de la proliferacion hepética debido al EO, lo que resulta en una activacion de las células
estrelladas hepaticas y posterior diferenciacion a miofibroblastos, los que a su vez producen
un exceso de matriz y estimulan el reclutamiento de células hepaticas progenitoras. Estas
células, se diferenciaran en hepatocitos y colangiocitos, los que también pueden producir
quimioquinas, las que atraeran més células inflamatorias al higado. Esta respuesta de
reparacion alternativa da lugar a una distorsién en la arquitectura hepética con presencia
variable de fibrosis, nodulos de regeneracion e infiltracion de células inflamatorias
(9,13,14). La esteatosis hepatica finalmente es provocada por un aumento de la lipogénesis,
una B — oxidacion peroxisomal y mitocondrial deficiente y/o una menor capacidad del
higado de exportar lipidos, debido a una alteracion en el ensamblaje de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) (15). En este ultimo caso, la acumulacion de lipidos en el
higado, afecta el recambio de la apolipoproteina B-100 (apoB-100), la proteina estructural
principal de las VLDL (16). Por otro lado, el ensamblaje y secrecion de las VLDL, esta
influenciado por varios factores, dentro de los cuales se encuentra la proteina hepatica de

unién a acidos grasos, que es regulada por AG de cadena larga, incluyendo AGPICL (17).

4.3 Factores metabolicos relacionados con EHGNA

En los ultimos afios, se ha visto que la IR y el EO, son los mayores determinantes de la
aparicion de EHGNA vy de la progresion de esteatosis a esteatohepatitis (18). Ademas de
estos factores, la EHGNA esta muy relacionada con otras patologias caracteristicas del
sindrome metabdlico, como la obesidad central, hipertension e hiperlipidemia (10), es por
esto que es considerada como la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico y su
aumento esta directamente relacionado con el incremento de la prevalencia de obesidad y
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (8). La IR promueve la lipdlisis del tejido adiposo
periférico, aumentado el flujo de AG libres hacia el higado, el cual conduce a un aumento

12
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de la produccién de TG. Estudios en humanos han demostrado que la lipolisis periférica,
niveles sistémicos de AG libres y la LDN a nivel hepético, estan aumentados en los sujetos
con EHGNA (7). La hiperinsulinemia, promueve la regulacién transcripcional de genes,
que a su vez promueven la LDN en el higado. Ademas en presencia de IR se presentan
mayores tasas de absorcion de AG no esterificados en plasma, atribuible a la mayor
liberacion por parte del tejido adiposo aumentado, esto a su vez, explicado por la respuesta
disminuida a la insulina. La grasa hepatica estad altamente correlacionada con todos los
componentes del sindrome metabolico y esto es independiente de la presencia de obesidad

o intolerancia a la glucosa (13).

Se ha observado que la mal nutricidon por exceso, esta asociada con un aumento en la
movilizacion periférica de AG hacia el higado debido a la IR y al aumento de la LDN.
Estos hallazgos sugieren que el exceso de calorias puede imponer una sobre carga de AG
en el higado, que a su vez estd asociada con mayores tasas de oxidacion mitocondrial de
AG y generacion de especies reactivas al oxigeno (EROSs), lo que aumenta el estado de EO
en el higado (19). Hay evidencia que muestra que la oxidacion mitocondrial aumentada,
como consecuencia de la IR, estd asociada a injuria hepatica, inflamacion y fibrosis. Esto
debido a que los acidos grasos libres (AGL) y sus metabolitos son ligandos del receptor de
proliferacion de peroxisomas a (PPAR—a), un factor de transcripcion que regula numerosos
genes, incluidos algunos relacionados con oxidacion de grasas a nivel mitocondrial,
peroxisomal y microsomal (20). Los pacientes obesos con EHGNA, muestran un aumento
en los parametros relacionados al EO comparados con sujetos sanos, dentro de los cuales
encontramos (i) potencial antioxidante reducido (ii) actividad de radicales libres elevada
(iii) mayor formacion del radical superéxido (O,-) dependiente de células Kupffer y
respuesta de peroxidacion lipidica (iv) disminucion concomitante de la capacidad

antioxidante sistémica del plasma (19).

Ya hemos visto que la obesidad esta fuertemente ligada con la esteatosis hepatica, por lo
que la primera linea de tratamiento es un cambio en el estilo de vida, lo que considera una
disminucion de peso gradual y un aumento de la actividad fisica (21), para asi lograr una

disminucion del peso corporal, mejorar el control glicémico, dislipidemia y riesgo

13
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cardiovascular (3). Sin embargo, la mayoria de los estudios que han llevado a cabo este tipo
de intervenciones, no realizan una segunda biopsia hepética, por lo que no se puede

asegurar que haya una mejoria a nivel histologico (21).

4.4  Acido docosahexaenoico: efectos protectores

El &cido docosahexaenoico (C22:6 n-3, DHA), es un AG poliinsaturado de cadena larga
(AGPICL), miembro de la familia de los AG n-3, con el primer doble enlace ubicado en el
tercer carbono desde el extremo metilo (22). Junto con el acido eicosapentaendico (EPA) y
el 4cido docosapentanoico (DPA), el DHA es uno de los principales AGPICL n-3 en los
alimentos (23). El acido alfa linolénico (C18:3 n-3, AAL), es un AG esencial que no puede
ser sintetizado por los humanos y es el precursor de todos los AGPICL n-3 (24). Los
humanos podemos convertir el AAL en EPA y DHA, pero la eficiencia de esta conversion
es muy baja, por lo que se recomienda que la ingesta directa de estos nutrientes sea la
adecuada (23). EI DHA se encuentra envuelto en multiples funciones en el cuerpo humano,
donde ejerce un rol central en el desarrollo fisiolégico y normal del individuo desde la
etapa embrionaria (25). El dep6sito de este AG es critica durante el embarazo y el primer
afio de vida de las personas, ya que este es esencial para el desarrollo y funcionamiento del
sistema nervioso y visual (26). Debido a que la acumulacion de AG en las membranas
celulares esta influenciada por el tipo y la cantidad AG n-3 en la dieta, existe la posibilidad
de que el contenido de estos en nuestra alimentacion, pueda influir en muchas funciones
fisioldgicas (27). Recientemente, se ha reconocido el rol vital del DHA para las personas.
Uno de los efectos mejores documentados del DHA, es en el &mbito cardiovascular, en
donde se ha visto que disminuye el riesgo de arritmias, reduce la presién arterial y
disminuye el ritmo cardiaco. También ha sido establecido, que el DHA posee efectos
positivos en las funciones sensoriales, cognitivas y de comportamiento (27) y que ademas
tiene propiedades anti inflamatorias que podrian alterar las funciones de linfocitos,
monocitos y macrdfagos (28). Este AGPICL n-3, es sustrato para dos grupos de resolvinas
de la serie D, producidas durante la resolucion de la inflamacion en exudados inflamatorios.

Las resolvinas de la serie D ejecutan acciones antiinflamatorias potentes (29).

14
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Al respecto, en células de microglias, estas resolvinas bloquean las transcripciones de TNF-
a inducidas por citoquinas proinflamatorias como IL-1p, la cual es expresada rapidamente

in respuesta a una injuria neuronal (30).

En diversos estudios, se ha visto que un aumento en la relacion AG saturados/insaturados
en pacientes con esteatosis hepatica, no solo conduce a una mayor injuria hepatica, sino que
también reduce la capacidad proliferativa y aumenta la susceptibilidad del higado a las
endotoxinas (31). Ademds estos pacientes muestran dos alteraciones importantes
relacionadas, IR y deplecion hepéatica de AGPICL n-3, con aumento en la relacion n-6/n-3.
Esta deplecion se evidencia por una disminucion del 50% en los niveles del EPA 'y DHA.
Bajo estas condiciones, la reduccion de AGPICL n-3 en el higado puede ser causada por
varios mecanismos (i) mayor peroxidacion hepatica de los AGPICL n-3 en vista del
aumento en la generacion de EROs y su susceptibilidad al ataque de radicales libres (15)
(if) disminucién en la desaturacion y elongacion de ALA hacia EPA y DHA, como
resultado de una actividad alterada de las enzimas A5 y A6 desaturasas (32) (iii) bajo
consumo de EPA + DHA o de su precursor ALA (15). La deplecion de AGPICL en
pacientes con EHGNA puede contribuir al desarrollo de higado graso, debido a un
desarreglo en la capacidad para regular el metabolismo lipidico, esta regulaciéon puede
ocurrir a dos niveles (i) modulacion de la transduccién de sefial a través de la manipulacion
de la composicion de los AG de membrana (ii) modificacion de la transcripcion genética
(15). Se ha visto que las dietas que contienen aceite de pescado, el cual es rico en AG n-3,
disminuyen el contenido hepatico de TG y el grado de inflamacion, debido a sus
propiedades anti esteatoticas, anti inflamatorias y neuro protectivas (33,34). Los beneficios
del DHA y EPA, derivados de una ingesta elevada de aceite de pescado, han sido
demostrados en modelos animales de IR, estos beneficios incluyen (i) disminucion de las
concentraciones plasmaticas de AGL, TG, glucosa e insulina (ii) disminucién de la LPN,
secrecion de VLDL vy concentracion de TG (iii) aumento de la utilizacion y
almacenamiento de glucosa por el masculo esquelético (iv) aumento de la captacion de
glucosa por el tejido adiposo mediado por insulina (v) disminucion del tamafio de los

adipocitos y del contenido de grasa visceral (20).
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4.5 Hidroxitirosol: efectos protectores

El 4-(2-Hidroxietil)-1,2-benzenediol (C8H1003), méas conocido como hidroxitirosol (HT),
es un polifenol que se encuentra principalmente en los productos del olivo y sus derivados,
el cual tiene una potente actividad antioxidante, protegiendo a las células del EO y
mejorando la funcion cardiaca (35). Recientemente se ha visto que el HT y sus metabolitos,
podrian acumularse de manera dosis — dependiente principalmente en higado y rifién,

pudiendo prevenir asi patologias hepéticas y renales (36).

Un estudio realizado en células endoteliales de arteria, concluyd que el HT redujo los
niveles de EROs a través de i) aumento de la expresién y actividad de la enzima catalasa, lo
que suprimié la elevacion del peréxido de hidrégeno (H20,) ii) induccion de la expresion
del gen FOXO3a y subsecuente translocacion dentro del ndcleo via activacion de AMPK
iii) la via de sefalizacion AMPK — FOXO3a, juegan un rol central en la expresion de
catalasa dependiente de HT (37). Otro estudio en modelo animal, mostré que el HT posee
tanto propiedades antioxidantes como antiinflamatorias, evidenciando que la
suplementacion de ratas con este polifenol, tuvo efectos citoprotectores a través de la

supresion de la actividad del factor nuclear kappa p (NF-xB) (38).

Otros estudios realizados en animales, han demostrados que la ingesta de aceite de oliva
rico en HT, lleva a una mejora en el perfil lipidico sanguineo. Un estudio realizado en
conejos, demostré una disminucion en el colesterol total circulante y un aumento en el
colesterol HDL. Por otro lado, diversos estudios en ratas, han encontrado una disminucion
en los niveles de colesterol total, colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad) y TG,
paralelo a un aumento de la concentracion de colesterol HDL (39). También se ha visto que
el HT podria disminuir los niveles de LDL oxidada a través de su union al LDL vy asi evitar

su oxidacién (40).

Un estudio realizado en una cohorte de hombres de mediana edad con sobrepeso, demostrd
que la suplementacién con HT mejoraba la sensibilidad a la insulina y la capacidad
secretora de las células B-pancréaticas, considerandose asi, capaz de modificar factores de

riesgo cardiovascular (41). Otro estudio, realizado en adultos con EHGNA, quienes
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consumieron por un afio aceite de oliva suplementado con AG n-3 (EPA +DHA), encontrd

un efecto positivo sobre el higado graso. Luego del tratamiento, los niveles de alanina
amino transferasa (ALT), aspartato amino transferasa (AST) y Y — glutamil transpeptidasa
(GGT), disminuyeron significativamente, al igual que los TG, mientras que los niveles de

HDL y adiponectina aumentaron (42).

ElI HT lo encontramos principalmente en el aceite de oliva extra virgen y se ha visto que es
el compuesto antioxidante con mayor actividad a través de la eliminacion de aniones super
Oxido e inhibicién de radicales derivados del acido hipocloroso (43). Su absorcion luego de

la ingestion es dosis — dependiente y se ha visto que varia entre un 55 y 66% (39).
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5.

Hipdtesis de Trabajo y Objetivos

5.1 Hipotesis

La suplementacion dietaria con &cido docosahexaenoico (DHA) e hidroxitirosol (HT)

reduce el estrés oxidativo, inflamacion y esteatosis hepética inducidos por dieta alta en

grasa (DAG) en raton.

5.2 Obijetivo General

Determinar el efecto de la suplementacion dietaria con DHA e HT en la reduccion de la

esteatosis hepatica, inflamacion y estrés oxidativo inducidos por DAG en raton.

5.3 Obijetivos Especificos

1. Determinar el grado de proteccion conferido por la suplementacion dietaria con DHA e

HT en ratones alimentados con dieta alta en grasa, sobre los siguientes parametros:

a)

b)

Dafio vy esteatosis hepatica, mediante evaluacion histoldgica, determinacion de
marcadores plasmaticos de dafio hepéatico: transaminasas, aspartato amino
transferasa (AST), alanina amino transferasa (ALT), y contenido lipidico y de
triglicéridos (TG) hepaticos.

Respuesta inflamatoria a través de la determinacion de los niveles séricos de los
mediadores pro-inflamatorios: Factor de necrosis tumoral oo (TNF-a), interleuquina
6 (IL-6) e interleuquina 1 (IL-1p).

Estrés oxidativo en tejido hepatico a través de la capacidad antioxidante, relacion
glutation reducido /glutation oxidado (GSH/GSSG), super éxido dismutasa (SOD),
carbonilacion de proteinas, niveles de sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
(TBARS) y F8-isoprostanos.

2. Evaluar el impacto de la suplementacién dietaria con DHA e HT sobre el perfil de

acidos grasos (AG) hepaticos, considerando la relacion entre n-6/n-3.

18
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6. Metodologia
6.1 Definicidn del disefio de la investigacion

Estudio experimental, randomizado, controlado, prospectivo, en modelo animal.

6.2 Definicion de la muestra

El célculo del tamafio muestral se realizé utilizando el software nQuery Advisor. La
variable critica utilizada, fue el cambio en el contenido lipidico hepético (disminucion del
50%), con una significancia estadistica estimada de p< 0,05, con un poder de 0.9 y un
margen de pérdida de animales del 10%. Considerando i) el analisis estadistico ii) el
modelo experimental iii) el tipo de intervencion (test ANOVA para muestras repetitivas).

El tamafio muestral estimado fue 11 ratones por grupo, dando un total de 88 animales.

6.3 Protocolo de intervencion

Ratones macho C57BL/6J seran obtenidos del Bioterio Central de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile. Dichos animales de 21 dias de edad luego del destete y con un
peso inicial de entre 12 y 14 gramos, seran asignados aleatoriamente a cada uno de los 8
grupos experimentales (n=11 ratones por grupo), con acceso libre a dieta y agua, con
control de la temperatura ambiente en un ciclo de luz — oscuridad de 12 horas cada uno, por
un periodo de 12 semanas. Los animales pertenecientes a cada grupo, serdn mantenidos en
cajas separadas. Se trabajo con esta cepa de ratones dada su utilidad para el estudio de
alteraciones metabdlicas, seleccionando solo machos con el fin de evitar influencias

hormonales que pudieran confundir los resultados del estudio.

Durante la intervencion se evaluara la ingesta diaria de cada dieta y el aumento de peso de
cada animal serd medido semanalmente. Al final de la intervencion se tomaran muestras de
sangre y tejido hepatico bajo anestesia (Isofluorano, Lunan Better Pharmaceutical Co., Ltd.
Shandong, China) (Anexo n°l). El disefio del estudio fue aprobado por el Comité de
Bioética Sobre Investigacién en Animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile (Protocolo CBA 0667 FMUCH).
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6.4 Grupos experimentales

Durante 12 semanas, los animales deberan seguir uno de los tratamientos expuestos en la

siguiente tabla.

Tabla 1: Grupos experimentales segun tratamiento.

Grupo Experimental Tratamiento
Grupo 1 Dieta Control (DC, 10%kcal como grasa)
Grupo 2 DC + HT (5mg/kg/dia)
Grupo 3 DC + DHA (50mg/kg/dia)
Grupo 4 DC + HT (5mg/kg/dia) + DHA (50mg/kg/dia)
Grupo 5 Dieta Alta en Grasa (DAG, 60%kcal como grasa)
Grupo 6 DAG + HT (5mg/kg/dia)
Grupo 7 DAG + DHA (50mg/kg/dia)
Grupo 8 DAG + HT (5mg/kg/dia) + DHA (50mg/kg/dia)

6.5 Dietas y suplementacién

Dieta Control (DC): Certificada (Research Diet INC — D12450B) y estandarizada en micro

y macronutrientes. Contiene 10% de las calorias a partir de grasas (Anexo n°2 'y n°3).

Dieta alta en grasa (DAG): Certificada (Research Diet INC — D12492) y estandarizada en

micro y macronutrientes. Contiene 60% de las calorias a partir de grasas (Anexo n°2 y
n°3).

Hidroxitirosol (HT): Extracto de olivo. DSM Nutritional Products Company, Holanda. La

dosis suplementacién fue de 5mg/kg/dia.

Acido Docosahexaenoico (DHA): EI DHA fue aportado a través de la suplementacion con

aceite (triglicéridos) de anchoveta (Golden Omega S.A. Santiago, Chile), procesado y
concentrado con un alto contenido de DHA (68%). La dosis administrada fue de
50mg/kg/dia (Anexo n°4).
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6.6 Variables

6.6.1 Independientes

- Dieta

- Suplementacién

6.6.2 Dependientes

- Variable dependiente critica: cambio en el contenido lipidico hepético (reduccion
del 50%) evaluado a través de la variable grasa total en el higado (g/100 g de
higado).

- Histologia del higado (cuantitativa y cualitativa).

- Grasa hepatica total (g de grasa/100g de higado).

- Perfil AG hepaticos (% de ésteres metilicos de AG (EMAG)).

- TG hepaticos (mg/g de higado).

- Transaminasas (AST y ALT) (U/L).

- Capacidad antioxidante sérica (mM equivalentes Trolox).

- Glutation reducido (GSH) en higado (umol/g de higado).

- Glutation oxidado (GSSG) en higado (umol/g de higado).

- Razdén GSH/GSSG.

- Super Oxido dismutasa (SOD) (U/mg de proteinas).

- Proteinas carboniladas (mmol/ mg de proteina).

- TBARSs séricos (malondialdehido (MDA) uM).

- F8-isoprostanos en higado (pg/mg de higado).

- TNF-a sérico (pg/ml).

- IL-6 sérica (pg/ml).

- IL-1p sérica (pg/ml).

6.6.3 Descriptivas

- Peso corporal (g).

- Peso higado (g).
21
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- Peso tejido adiposo (g).
- Ingesta de alimento (g).

- Ingesta de energia (kcal).

6.7 Procedimientos vy técnicas

6.7.1 Evaluacién de la Esteatosis Hepética

Histologia: Los cortes de higado fueron lavados con agua destilada, sumergidos en alcohol
70° por 1 hora, luego en alcohol 95° por 2 horas para extraer el agua y finalmente en
alcohol absoluto/silol (50:50), para sumergir las muestras en parafina liquida. Las muestras
se dejan reposar por 24 horas en el refrigerador, para que asi la parafina se solidifique y se
puedan realizar los cortes y colocar en el porta objetos. Posteriormente los cortes se pasan
por silol para retirar la parafina y luego en alcohol absoluto para retirar el silol. Finalmente
los cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina, para luego ser evaluados por
microscopia Optica. Se realiz6 valoracion cuantitativa y cualitativa de las muestras.
Cuantitativamente se determind la acumulacion hepética de lipidos medida como % de
células con infiltracion de vesiculas lipidicas. Cualitativamente la presencia de esteatosis se
clasific6 como micro o macrovascular y la inflamacion como ausente, leve, moderada o

severa (44).

Cuantificacion grasa hepatica total: Para medir la grasa hepatica total, se utilizaron
200mg de higado. La grasa fue extraida de las muestras de higado de acuerdo a la técnica
descrita por Bligh and Dyer (45) y cuantificada por determinacién gravimétrica. Los

valores fueron expresados como g de grasa/100g de higado.

Cuantificacion TG hepaticos: Para medir TG hepaticos, se pesaron 200mg de higado que
luego fue homogeneizado en un diluyente estandar junto con un inhibidor de proteasa. Los
TG fueron determinados a través de un kit de ensayo enzimatico Cayman Chemical
Company (Trygliceride Colorimetric Assay Kit — item No. 10010303). Los valores fueron

expresados como mg/g de higado.
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Niveles séricos de transaminasas: Niveles de AST y ALT (Ul/l), fueron medidos en suero
con un kit especifico (Biomerieux, Marcy). El ensayo enzimético se realizd a una
temperatura estandar de 37°C, leyéndose la abosrbancia 4 veces (90 segundos, 2:30

minutos, 3:30 minutos y 4:30 minutos). Los valores fueron expresados como U/L.

6.7.2 Evaluacion Inflamacion

Cuantificacion de TNF-a: Los niveles de TNF-a fueron medidos en suero a través de un
kit de ensayo enzimatico Cayman Chemical Company (TNF-a (mouse) ELISA kit — item

No. 500850). Los valores fueron expresados como pg/ml de suero.

Cuantificacion de IL-6: Los niveles de IL-6 fueron medidos en suero a través de un kit de
ensayo enzimatico Cayman Chemical Company (Interleukin-6 (mouse) ELISA kit — item

No. 583371). Los valores fueron expresados como pg/ml de suero.

Cuantificacion de IL-1p: Los niveles de IL-1pB fueron medidos en suero a través de un kit
de ensayo enzimatico ELISA (abcam — item ab100704). Los valores fueron expresados

como pg/ml de suero.

6.7.3 Evaluacién Estrés oxidativo

Cuantificacion capacidad antioxidante sérica: La capacidad antioxidante del plasma fue
medida a través de un Kit de ensayo enzimatico Cayman Chemical Company (Antioxidant
Assay Kit — item No. 709001). Los valores fueron expresados como mM equivalentes

Trolox.

Cuantificacion SOD: Los niveles de SOD fueron medidos en suero a través de un kit de
ensayo enzimatico Cayman Chemical Company (Superoxide Dismutase Assay Kit — item
No. 706002). Para esto se utilizaron 200mg de higado homogenizados en una solucion

buffer HEPES. Los valores fueron expresados como U/mg de proteinas.

Cuantificacion glutation, glutation oxidado y razdn glutatién oxidado/glutation: El
glutation y glutation oxidado, serdn medidos mediante el método de reciclaje enzimatico

(47). Los valores fueron expresados como umol/g de higado.
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Cuantificacion proteinas carboniladas: La proteinas carboniladas fueron medidas por
espectrometria, segun la técnica de Reznick y Packer (46). Para esto se utilizaron 100mg de
higado homogenizado en una solucién buffer (50mM fosfato + 1mM EDTA), y se realizo
un kit de ensayo enzimatico Cayman Chemical Company (Protein Carbonyl Colorimetric
assay Kit — item No. 10005020). Los valores fueron expresados como mmol de carbonilos
proteicos/mg de proteina.

Cuantificacion TBARS: Los niveles de TBARS fueron medidos en higado a través de un
kit de ensayo enzimatico Cayman Chemical Company (TBARS Assay Kit — item No.
10009055). Los valores fueron expresados como uM de MDA en suero y uM de MDA/mg
de higado.

Cuantificacion F8-isoprostanos: Los niveles de F8-isoprostanos fueron medidos en
higado a través de un kit de ensayo enzimatico Cayman Chemical Company (8 —
Isoprostane ELISA Kit — item No. 516351). Los valores fueron expresados como pg/mg de

higado.

6.8 Andlisis Estadistico

Los datos recopilados fueron registrados en planillas y analizados por el software Graph
Pad Prism 5. Se excluyeron los datos que presentaron + 2 desviaciones estandar (D.E) de la
media. Los resultados fueron expresados como promedio + D.E. La evaluacion de la
distribucién normal de los datos se realiz6 mediante el test Shapiro Wilk. La significancia
estadistica de las diferencias entre los grupos fueron determinadas por ANOVA two way
(presentandose solamente los valores de los grupos con DAG), seguido del test de
Bonferroni para ver especificamente entre que grupos se produjo dicha diferencia. Luego se
realizé t student para comparar las medias del grupo DC con el grupo DAG + HT + DHA 'y
ver si existian diferencias significativas. Finalmente, el analisis de los efectos netos se
determindé por ANOVA one way. Un valor p <0.05, fue considerado estadisticamente

significativo.
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7. Resultados

7.1 Efecto de las intervenciones en las caracteristicas generales de los grupos

experimentales

Las caracteristicas generales de los grupos experimentales se presentan en el Anexo n°5.

Al inicio del estudio, no se encontraron diferencias significativas en el peso corporal de los
grupos experimentales. Al finalizar la intervencién, luego de 12 semanas, tanto el peso
corporal como la ganancia de peso total, fueron mayores (p<0.05), en todos los grupos
alimentados con DAG respecto de sus controles alimentados con DC (DC vs DAG; DC +
HT vs DAG + HT; DC + DHA vs DAG + DHA; DC + HT + DHA vs DAG + HT + DHA).
Al observar el peso del tejido adiposo luego de 12 semanas de suplementacion, se ve un
aumento significativo de todos los grupos alimentados con DAG respecto de sus controles,
sin haber diferencias significativas entre los grupos con DAG. La relacion peso tejido
adiposo/peso final, mostr6 un aumento (p<0.05), para todos los grupos con DAG al

compararlos con sus respectivos controles.

7.2 Efecto de las intervenciones en la ingesta de los grupos experimentales

La ingesta de los grupos experimentales se presenta en el Anexo n°6.

Respecto a la ingesta dietaria, se observd que el grupo con DC tuvo una ingesta dietaria
mayor (p<0.05), respecto de DAG, mientras que entre los grupos alimentados con DAG, no
se observaron diferencias significativas. Algo similar ocurre con la ingesta energética, en
donde se vio que el grupo con DC tuvo una ingesta energética mayor (p<0.05), respecto de
DAG, por otro lado DAG + DHA y DAG + HT + DHA, tuvieron una ingesta energética
significativamente mayor que sus grupos controles. En la ingesta de lipidos como en la de
hidratos de carbono (CHO), se observan diferencias significativas entre los grupos con
DAG vy su respectivo control, siendo mayor la ingesta de lipidos en los grupos alimentados
con DAG, mientras que en los grupos con DC la ingesta de CHO es mayor.
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7.3 Efecto de las intervenciones en los parametros de esteatosis hepatica

7.3.1 Analisis Histolégico

DC DC +HT DC + DHA DC + HT + DHA

DAG DAG + HT DAG + DHA DAG + HT + DHA

Figura 1. Microscopia de cortes de higado de ratones. Los cortes fueron fijados en formaldehido y tefiidos

con hematoxilina eosina.

El andlisis de las placas histolégicas hepéticas de los diferentes grupos experimentales se
presenta en la Figura 1. Se puede observar que todos los grupos experimentales
alimentados con DC, presentan una histo-arquitectura normal de las células hepaticas, en
donde no se observa presencia de focos de esteatosis hepatica, inflamacion o necrosis. Por
otro lado, la alimentacion con DAG, durante 12 semanas, produjo una histo-arquitectura
alterada, observandose importantes focos de esteatosis micro y macro vesicular superior al
60% de los campos estudiados. A pesar de que los grupos suplementados con HT y DHA,
también presentaron una histo-arquitectura alterada, los focos de esteatosis micro y macro
vascular fueron menores comparados con el grupo alimentado con DAG (50% y 40% de los

campos estudiados respectivamente). El resultado mas interesante, lo presenté el grupo con

26



g de grasa/
100gr de higado

<<-

”

UNIVERSIDAD DE CHILE

suplementacion mixta HT + DHA, en donde la presencia de focos de esteatosis hepética
s6lo abarca un 10% a 20% de los campos estudiados

7.3.2 Grasa Hepética Total

a:DC 3 1:(DC+HT)-DC

b: DC+ HT _ ]

o DOt DHA £33 2:(DC + DHA) - DC
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Figura 2. Contenido de grasa hepatica total en los grupos experimentales. Los valores se presentan como
promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Analisis estadistico: i) Test Anova two way seguido del test
de Bonferroni ii) t student para comparar los grupos DC y DAG + HT + DHA iii) Efectos Netos test Anova
one way. Simbologia & p<0.05 con DAG; " p<0.05 con DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA; ": p<0.05
con DAG + HT + DHA,; * p<0.05 con (DAG+HT)-DAG; ° p<0.05 con (DAG+DHA)-DAG; ° p<0.05 con
(DAG+HT+DHA)-DAG.

Entre los grupos alimentados con DAG, el grupo con suplementacion de HT + DHA,
obtuvo valores significativamente menores de grasa hepatica total (Figura 2), que el resto
de los grupos experimentales alimentados con DAG. Al compararlo con el grupo
alimentado solamente con DAG, se observé una disminucion de un 67% de la grasa
hepatica, logrando una normalizacion de los valores, al compararlo con el grupo DC. Al
observar los efectos netos, podemos ver que los grupos alimentados con DAG vy
suplementados con HT, DHA o HT + DHA, producen una disminucion en la cantidad de
grasa hepatica, al compararlos con los grupos experimentales alimentados con DC.
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7.3.3 TG Hepaticos

Se puede observar que el grupo alimentado con DAG, aumento sus niveles de TG (Figura
3), en un 310% respecto del grupo control, mientras que el grupo DAG mas suplementacion
mixta disminuy6 los niveles de TG en un 58% respecto del grupo DAG, sin lograr una
normalizacion de los valores respecto del grupo DC. Con respecto a los efectos netos se
puede observar que en todos los grupos experimentales hubo una disminucion significativa de
los TG hepaticos, sin embargo, el grupo con suplementacién conjunta de HT + DHA, fue el que

presentd la disminucién mas significativa en los TG.

a:DC [ 1:(DC+HT)-DC

b: Bg+ BLA 3 2:(DC +DHA) - DC

c:DC+ ) )
DG+ HTs DHA == 3:(DC +HT + DHA) - DC
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Figura 3. Contenido total de TG hepaticos en los grupos experimentales. Los valores se presentan como
promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Analisis estadistico: i) Test Anova two way seguido del test
de Bonferroni ii) t student para comparar los grupos DC y DAG + HT + DHA iii) Efectos Netos test Anova
one way. Simbologia ® p<0.05 con DAG; " p<0.05 con DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA; " p<0.05
con DAG + HT + DHA; * p<0.05 con (DAG+HT)-DAG; ° p<0.05 con (DAG+DHA)-DAG; ¢ p<0.05 con
(DAG+HT+DHA)-DAG.
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7.3.4 Transaminasas

Al observar los niveles de transaminsas (AST y ALT), se puede ver que no hubo
diferencias significativas entre los grupos con DC ni entre los grupos con DAG (Anexo
ne7).

7.4 Efecto de las intervenciones en los parametros de inflamacion

741 TNF-a, IL-6, IL-1B

En los grupos alimentados solamente con DAG, los valores de TNF-a, IL-6 e IL-1B
aumentaron (p<0.05) en un 222%, 168% y 382% respectivamente, en comparacion a la DC.
Entre los grupos con DAG, el grupo que recibié la suplementacion mixta, presentd niveles
de TNF-a, IL-6 e IL-1p significativamente menores que el grupo que recibié solamente
DAG. Los valores presentados por el grupo con suplementacion mixta, fueron un 75%
menor en el caso de TNF-a (Figura 4A), un 58% en el caso de IL-6 (Figura 4B) y un 73%
en el caso de IL-1pB (Figura 4C), comparados con el grupo que recibié solamente DAG.
Por lo tanto, el grupo con DAG Yy suplementado con HT + DHA, logré una normalizacion
de todos los parametros inflamatorios, sin presentar diferencias significativas con el grupo
DC. Con respecto a los efectos netos, podemos observar que en todos los parametros
inflamatorios se vio una disminucion significativa de las citoquinas inflamatorias tanto con
la suplementacién unica de DHA o con la suplementacion mixta, siendo mayor (p<0.05), el

efecto positivo sobre estos parametros con la suplementacion conjunta de DHA + HT.
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Figura 4. Niveles séricos de TNF — a (A), IL - 6 (B) e IL - 1B (C) en los grupos experimentales. Los valores se presentan como promedio + D.E (n=7-8 por

grupo experimental). Analisis estadistico: i) Test Anova two way seguido del test de Bonferroni ii) t student para comparar los grupo DC y DAG + HT + DHA
iii) Efectos Netos test Anova one way. Simbologia ® p<0.05 con DAG; " p<0.05 con DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA; ": p<0.05 con DAG + HT + DHA;

#p<0.05 con (DAG+HT)-DAG:; ° p<0.05 con (DAG+DHA)-DAG; ° p<0.05 con (DAG+HT+DHA)-DAG.
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7.5 Efecto de las intervenciones en los parametros de estrés oxidativo
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Figura 5. Capacidad antioxidante plasmatica (A) y actividad de SOD (B) en los grupos experimentales.

Los valores se presentan como promedio = D.E (n=7-8 por grupo experimental). Analisis estadistico: i) Test

Anova two way seguido del test de Bonferroni ii) t student para comparar los grupos DC y DAG + HT +
DHA iii) Efectos Netos test Anova one way. Simbologia © p<0.05 con DAG; ": p<0.05 con DAG + HT; &
p<0.05 con DAG + DHA; " p<0.05 con DAG + HT + DHA; * p<0.05 con (DAG+HT)-DAG:; ® p<0.05 con

(DAG+DHA)-DAG; ° p<0.05 con (DAG+HT+DHA)-DAG.
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7.5.1 Capacidad Antioxidante

Al observar los grupos alimentados con DAG, el grupo con suplementacion mixta tuvo
valores mayores (p<0.05), de capacidad antioxidante (Figura 5A), comparado con el resto
de los grupos, aumentando en un 86% su capacidad antioxidante, al compararlo con el
grupo DAG Yy logrando asi, normalizar los valores de capacidad antioxidante respecto del
grupo DC. Al observar los efectos netos, se puede ver que tanto la suplementacion con HT,
como con HT + DHA, produjeron un aumento significativo en la capacidad antioxidante

plasmaética, respecto de los grupos suplementados solamente con DHA.
752 SOD

Los grupos experimentales con DAG, presentaron diferencias entre si, siendo el grupo
DAG + HT + DHA el que presentd niveles significativamente mayores de SOD (Figura
5C), que el resto de los grupos, mostrando un aumento (p<0.05) de un 193% al compararlo
con el grupo DAG sin suplementacion, alcanzando una normalizacion de los valores al
compararlo con el grupo DC. Como se esperaba, al observar los efectos netos, se ve que el
grupo con DAG vy suplementacion mixta, fue el que produjo el efecto mas notorio sobre la
actividad de SOD, produciendo un incremento en sus niveles, significativamente superior

que los otros grupos experimentales.

7.5.3 Glutation Hepético

En relacion a los niveles hepéticos de glutation total (Figura 6A), el grupo con DAG y
suplementacion conjunta de HT + DHA, mostré un aumento (p<0.05), de un 36% respecto
del grupo solo con DAG, logrando una normalizacion de sus niveles respecto del grupo con
DC. Para el GSH (Figura 6B), nuevamente entre los grupos con DAG, el grupo con
suplementacion mixta, alcanzé los mayores niveles, mostrando un aumento (p<0.05), de un
45% respecto del grupo solo con DAG, nuevamente, normalizando los niveles al
compararlo con el grupo DC. Respecto GSSG (Figura 6C), entre los grupos alimentados
con DAG, el grupo con DAG vy sin suplementacion, presentd mayores niveles (p<0.05), de

GSSG que el resto de los grupos, siendo el grupo DAG + HT el que presento los niveles
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mas bajos. Finalmente, al observar la razon GSH/GSSG (Figura 6D), el grupo que
presento la razon més elevada, fue DAG + HT, presentado diferencias (p<0.05), con DAG
y DAG + DHA. En el caso de DAG + HT, presentd un aumento de un 106% respecto al
grupo con DAG y para DAG + HT + DHA, el aumento fue de un 100%, lograndose en

ambos casos una normalizacion de la razon respecto de DC.
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Figura 6. Glutation hepético total (A), GSH (B), GSSG (C), razén GSH/GSSG (D) en los grupos
experimentales. Los valores se presentan como promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Analisis
estadistico: i) Test Anova two way seguido del test de Bonferroni ii) t student para comparar los grupos DC y
DAG + HT + DHA iii) Efectos Netos test Anova one way. Simbologfa ¢ p<0.05 con DAG; ": p<0.05 con
DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA; ": p<0.05 con DAG + HT + DHA,;
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Figura 7. Niveles hepéticos de carbonilos protéicos (A), TBARs (B) y F8-isoprostanos (C) en los grupos experimentales. Los valores se presentan como
promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Analisis estadistico: i) Test Anova two way seguido del test de Bonferroni ii) t student para comparar los
grupos DC y DAG + HT + DHA iii) Efectos Netos test Anova one way. Simbologia ¢: p<0.05 con DAG; ": p<0.05 con DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA; ":
p<0.05 con DAG + HT + DHA; *p<0.05 con (DAG+HT)-DAG; ° p<0.05 con (DAG+DHA)-DAG; ° p<0.05 con (DAG+HT+DHA)-DAG.
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7.5.4 Proteinas Carboniladas

En relacion a las proteinas oxidadas (Figura 5D), el grupo con DAG Yy sin suplementacion,
presentd valores superiores (p<0.05) que el resto de los grupos, mientras que el grupo con
DAG + HT, presentd niveles significativamente mas bajos de carbonilos proteicos al
compararlo con el grupo DAG + DHA, este efecto se vio potenciado en el grupo con
suplementacion mixta, el cual presentd niveles menores (p<0.05) comparado con el resto de
los grupos alimentados con DAG; mostrando una disminucion del 44% respecto del grupo
solo con DAG, sin embargo, no se logré una normalizacion de los pardmetros al
compararlo con el grupo DC. Al observar los efectos netos, se ve que el grupo de DAG y
suplementacion conjunta logré una disminucién significativamente mayor de los

parametros respecto al resto de los grupos con DAG.
755 TBARS

Entre los grupos alimentados con DAG, como se esperaba, tanto el grupo con DAG + HT,
como el grupo con DAG + HT + DHA, presentaron niveles menores (p<0.05), de TBARS
(Figura 5E), al compararlos con DAG y DAG + DHA. En el caso de DAG + HT, la
reduccion fue de un 36%, al compararlo con DAG y para el caso de DAG + HT + DHA, la
reduccion fue de un 49%, sin embargo, no se logré una normalizacién de los parametros al
compararlo con el grupo DC. Al observar los efectos netos, se puede ver que tanto el grupo
DAG + HT como DAG + HT + DHA presentan un mayor efecto (p<0.05), en la
disminucion de los niveles de TBARs al compararlos con el grupo con DAG + DHA.

7.5.6 F8 - isoprostanos

Se puede observar que el grupo con DAG, presentd mayores niveles (p<0.05) de F8-
isoprostanos (Figura 5F), que el resto de los grupos, mientras que el grupo con DAG y
suplementacion mixta, fue el que obtuvo una mayor reduccién (p<0.05) de los niveles de
F8 - isoprostanos, logrando disminuirlos en un 40% respecto de DAG, sin embargo, no se
alcanzoé lograr una normalizacion de los valores al compararlo con DC. Con respecto a los

efectos netos, como se esperaba, el grupo experimental con DAG y suplementacién
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conjunta posee diferencias significativas con el resto de los grupos, siendo el que produce

la mayor disminucion en los niveles de F8-isoprostanos.

7.6 Efecto de las intervenciones en el perfil de acidos grasos hepéaticos

El analisis del perfil de los AG hepaticos totales mas importantes en los grupos

experimentales se presenta en la Tabla n°2.

Entre el total de acidos grasos saturados (AGS), s6lo se encontraron diferencias
significativas entre el grupo de DAG + HT vy los grupos DAG y DAG + HT + DHA, en
donde estos presentaron niveles mayores (p<0.05), de AGS. En el caso de los &cidos grasos
monoinsaturados (AGM), los grupos DC y DAG + HT, presentaron niveles
significativamente mayores que el grupo con DAG y suplementacion, lo que se ve también
en los niveles del acido oleico (18:1 n-9). Como se esperaba, al observar los niveles de
acidos grasos poliinsaturados (AGPI), los grupos alimentados con DAG + DHA y DAG +
HT + DHA, muestran niveles superiores (p<0.05) que el grupo suplementado con HT.
Ademés el grupo con DAG vy suplementacién conjunta, también muestra niveles
significatvamente mayores que el grupo con DC. Al observar especificamente el DHA, se
encontraron diferencias significativas entre los grupos DAG + DHA y DAG + HT + DHA
versus DAG y DAG + HT, siendo estos ultimos los que presentaban valores menores. El
grupo con suplementacion de DHA, aumenté (p<0.05) en un 125% sus niveles de DHA
respecto al grupo con DAG y el grupo con suplementacion mixta, aument6 (p<0.05) en un
85% sus niveles de DHA respecto al grupo DAG. Ademéas DAG + HT + DHA presentd

niveles significativamente mayores de DHA al compararlo con el grupo DC.

Finalmente, al observar la razon AGPI n-6/AGPl n-3, se puede ver que tanto la
suplementacion con DHA como la suplementacion mixta, produjeron una disminucion
(p<0.05) de la razon n-6/n-3, al compararlos con los grupos experimentales alimentados
con DAG y DAG + HT. Ademaés el grupo con DAG y suplementacion mixta, logro una

disminucion significativa de la razén n-6/n-3 al compararlo con el grupo DC.
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Tabla 2: Perfil de los AG hepaticos totales mas importantes en los grupos experimentales.

Grupos Experimentales

Acidos Grasos DC DC + HT DC + DHA DC + HT + DHA DAG DAG +HT | DAG +DHA | DAG + HT + DHA
@ (b) (c) (d) (e) ) (@) (h)
16:0 244+1220 24,67 +0,90 24,6 + 1,96 25,0 + 0,41 22,7+0,97 22,7+0,46 22,2 +0,60 229+0,19@
18:1 39,9+3370 30,8 + 6,37 23,5+2,26 20,6 + 2,04 25,4 +3,74 276480 | 249+470 22,0594 @D
18:2 n-6, AL 96+13 M 13,2+1,85 13,1 +2,58 14,6 + 0,20 21,2 +0,49 20,5+ 1,66 21,1+242 204+134@
18:3n-3, AAL | 03+0,05 ™ 0,7+0,16 0,5+0,12 0,6 +0,14 0,6 +0,06 0,8+0,19 0,7 +0,09 0,7+0,18@
20:4n-6, ARA | 63112 5,3+0,92 2,9+0,36 2,5+ 0,746 97+18709M [ §7+282€9 [27+0,39C"N 6,0 +0,94¢9
20:5n-3, EPA | 0,2+0,05® 2,1+0,73 3,4+0,67 3,5+0,23 0,4+0,06 " | 04+006 @" | 16+033" 1,9+055 &0
22:6n-3, DHA | 47+121® 9,2+342 19,2 £2,09 22,2+273 68+1,010" | 68+281 @M [151+285C0 | 124+348@°%D
Total AGS 30,9+1,14 31,1+1,92 31,3+2,29 32,1+0,82 31,08+1549 | 307+149 | 289+132¢MN 31,7+1,989
Total AGM 457+ 425" 36,3 + 7,09 273+ 244 24,1+ 281 274+418 299+532® | 267+537 23,8+6,65@"
Total AGPI 23,2+385" 32,5+ 5,59 41,4 + 1,99 444+ 173 409+173 [391+4790" | 442+499®" 44,4 +1,95 @9
Total AGPI n- | 175+2,63® 19,6 +1,77 17,2+ 2,51 16,5+ 1,68 32,7+0,0509" [ 287 +2,74®9 | 257 +294®7 27,7 +1,46%9
6
Total AGPIn- | 56+139® 12,9+ 4,15 24,2 +2,75 27,3+ 252 83+0,91 @" 1104+5799" [ 186+286®" | 16,7+4,01@%D
3
Razon AGPI 32+031® 1,6 +0,35 0,7+0,18 0,6 +0,10 40+0279@" [ 36+1510" [ 14+0,19©7 1,6 +0,17 @D
n-6/ AGPI n-3

Los valores se presentan como promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Andlisis estadistico: i) Test Anova two way seguido del test de Bonferroni ii) t
student para comparar los grupos con DC vs DAG + HT + DHA. Simbologia % p<0.05 con DC; ®: p<0.05 con DC + HT; % p<0.05 con DC + DHA; % p<0.05 con
DC + HT + DHA; © p<0.05 con DAG; " p<0.05 con DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA; ": p<0.05 con DAG + HT + DHA. Acidos grasos saturados (AGS)
son: 10:0, 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 20:0, 22:0 y 24:0. Acidos grasos monoinsaturados (AGM) son: 14:1, 16:1, 18:1, 20:1 n-9, 22:1 n-9 y 24:1. Acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) son: 18:2 n-6 (&cido linoleico, AL), 18:3 n-6, 18:3 n-3 (4cido a-linolénico, AAL), 20:2 n-6, 20:3 n-6, 20:4 n-6 (&cido araquidoénico,

ARA),

20:5 n-3 (acido eicosapentaenoico,

EPA),

22:5 n-3 (4cido docosapentaenoico,
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8. Discusion
Efecto de las intervenciones en las caracteristicas generales y dietarias de los grupos

experimentales.

Respecto al peso de los animales, se observo que la suplementacién conjunta de HT +
DHA, no modifico el peso final ni la ganancia de peso de los animales alimentados con
DAG, sin embargo al ver la ingesta de estos, se observa que el grupo alimentado con DAG
y sin suplementacion tuvo una menor ingesta al compararlo con el resto de los grupos
alimentados con DAG (Anexo n°6), hallazgo coherente con estudios que indican que un
aumento de las citoquinas pro inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1B (Figura 4), podrian tener
un efecto anorexigeno (48,49), siendo esta la razon por la que los animales alimentados con
DAG al tener niveles mayores de citoquinas pro inflamatorias, tendrian una ingesta

disminuida.
Efecto de las intervenciones en los parametros de esteatosis hepatica.

En este estudio, la alimentacién con DAG por 12 semanas indujo un cuadro de esteatosis
micro y macrovesicular (Figura 1), debido al desequilibro en la disponibilidad de lipidos,
ya sea por una mayor absorcién desde la sangre, LDN y/o exceso de lipidos por una
disminucion en la oxidacion de AG mitocondrial y peroxisomal y/o una menor exportacion
desde el higado (33). La suplementacion conjunta de HT + DHA, fue la que tuvo un mayor
impacto en la reduccion de la esteatosis hepatica, al disminuir la grasa total acumulada en
los hepatocitos (Figura 2), y los TG (Figura 3), este resultado concuerda con lo propuesto
por Tapia y cols. (33), en donde se observa que la suplementacion con AGPICL n-3, podria
favorecer la oxidacion de AG a través de PPAR-a y sefializaciones asociadas con (i) el
aumento sustancial de la expresion de PPAR-a — mRNA sobre sus valores basales, (ii) la
regulacion de la expresion y liberacion de la adiponectina, promoviendo la fosforilacion de
PPAR-a y sus genes diana de transcripcion y (iii) una mayor disponibilidad de AGPICL n-
3 en el higado, activando PPAR-a y logrando asi una recuperacion de la via de sefializacion
luego de que esta disminuyera por la DAG, lo que coincide con otros estudios en donde

concluyen que bajo condiciones fisioldgicas, los AGPICL n-3 y/o sus metabolitos oxidados
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regulan el metabolismo hepético actuando como (i) ligandos de PPAR-a, promoviendo asi
la expresion de genes que codifican proteinas relacionadas con la oxidacion de AG a nivel
mitocondrial, peroxisomal y microsomal, sitios de union a AG en las células y ensamblaje
y transporte de lipoproteinas y (ii) reguladores de la expresion e inactivacion (mediante
PPAR-a), del factor de transcripcion lipogénico conocido como proteinas de union al
elemento regulador de esteroles (SREBPs-1c) (50). Este factor de transcripcion esta
encargado de regular la homeostasis lipidica, a través de la activacion directa de la
expresion de mas de 30 genes relacionados con la sintesis y captacion de colesterol, AG,
TG y fosfolipidos, ademaés, en el higado existen 3 isoformas de SREBPs que regulan la
produccién de lipidos para exportar hacia el plasma como lipoproteinas y hacia la bilis
como micelas (51). Por lo tanto, la deplecién de AGPICL n-3 en el higado de pacientes
obesos con EHGNA podria favorecer la sintesis de AG y TG sobre la oxidacion de AG,
promoviendo asi la esteatosis hepética (50). Dossi y cols. (52) realizaron un estudio con
ratones C57BL/6J, en donde dividieron los animales en 2 grupos, el primero con DC vy el
segundo con DAG, luego de 12 semanas de alimentacion, ambos grupos se subdividieron
en 2, suplementandose con AGPICL n-3 (0.2 ml de aceite de pescado diario), un grupo DC
y otro DAG. Este estudio demostr6 que la suplementacion con AGPICL n-3 abolié el
aumento de la tasa hepatica de SREBP-1c/PPAR-a, logrando asi un cambio en el estado
metabolico del higado, pasando de una condicion pro lipogénica a una que favorece la

oxidacion de AG y atenua la esteatosis hepatica.

Por otro lado, Cao y cols. (53), concluyeron que el HT (10mg/kg/dia) puede normalizar la
obesidad, diabetes, dislipidemia, inflamacion, higado graso e IR inducida por DAG en
ratas. Los mecanismos principales de estas observaciones incluyen la regulacién de la via
SREBP-1c/FAS (acido graso sintasa), reduccion del EO, reduccién de anormalidades
mitocondriales y supresion de la apoptosis. Otro estudio de Assy y cols. (54), encontrd que
el aceite de oliva mejora la IR, aumenta la liberacion de TG desde el higado y disminuye el
flujo de AGL libres desde el tejido adiposo periférico hacia el higado. Debido a esto, la
suplementacion conjunta de DHA e HT podria tener un mayor efecto en lograr una

prevencion de la esteatosis hepatica.
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Con respecto a la hepatoproteccion otorgada por la suplementacion mixta en la DAG,
estudios realizados en roedores en donde se indujo esteatosis hepatica por DAG vy se
suplement6 con AGPICL n-3 (8g/kg), han mostrado una disminucién de la injuria hepética
ocasionada por la dieta (55). Otro estudio realizado en personas con EHGNA, en donde se
dio aceite de oliva enriquecido con AGPICL n-3 por un periodo de tiempo prolongado (12
meses), mostré una disminucion de las enzimas hepéticas, nivel de TG en plasma y

aumento de los niveles de adiponectina (42).

Otro factor muy importante que se ha estudiado recientemente, es el estrés de RE, este es
un organelo muy importante presente en las células eucariotas, responsable de la sintesis de
proteinas (transmembrana y secretoras), formacion de lipidos y almacenamiento y
homeostasis del calcio intracelular (Ca®*). Existen factores intra y extracelulares que
pueden perturbar la homeostasis de estas funciones en el RE, principalmente la homeostasis
del Ca** y la sintesis de proteinas, produciéndose asi el estrés de RE, lo que deriva en una
acumulacién de proteinas mal plegadas o mal formadas en el lumen del reticulo (56,57).
Otras causas de estrés de reticulo incluyen la deprivacion de glucosa y oxigeno, un aumento
del éxido nitrico y radicales libres, cambios de pH vy falla en la degradacién de proteinas
asociadas al RE. Para poder protegerse y combatir el estrés de RE, la célula evoca la
respuesta a las proteinas mal plegadas (UPR), promoviendo asi la expresion de proteinas
chaperonas que ayudan en la plegacion de proteinas. Sin embargo, si el estrés de RE es
prolongado y hay una activacion permanente de la UPR, las defensas de la célula se agotan,
activandose vias pro apoptéticas que posteriormente eliminaran las células dafiadas por el
estrés de RE para asegurar la sobrevida del organelo; este sistema se denomina degradacién
de proteinas asociadas al RE (ERAD) (57,58). La UPR es mediada por la activacion de 3
proteinas del RE: proteina quinasa RNA-activado (PKR) ER quinasa (PERK), inositol
requirente de enzima la (IREla) y factor activador de transcripcion 6 (ATF-6). Estas
proteinas son activadas por el estrés de RE para regular la transcripcién de varios genes y
asi restaurar la homeostasis del reticulo. Los sensores de UPR, normalmente se encuentran
inactivados por la union de una chaperona, la proteina inmunoglobulina (BiP) (58). Se ha

visto que altas concentraciones de lipidos intracelulares como AGL, diglicéridos,
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fosfolipdos y colesterol libre, son toxicos y activan una serie de procesos celulares de
estrés, incluyendo el estrés de RE. Estudios también han reportado que la UPR regula la
lipogénesis, incluyendo el metabolismo del colesterol a través de la activacion de SREBPs
(lay 1c), NF-kB y a través de la disminucion de la expresion de genes relacionados con la
oxidacion de AG vy lipolisis (58). Por otro lado, el aumento en la acumulacion hepética de
AG de cadena corta y de citoquinas proinflamatorias en la EHNA también puede activar la
UPR, lo que sugiere que la relacion entre estrés de RE y metabolismo lipidico, podria ser
bidireccional. En relacién con esto, muchos estudios han demostrado que la activacion de
PERK, del factor de iniciacion de la traduccion eucariética 2a (eiF2a) y del factor de
activacion de transcripcion 4 (ATF-4), aumentan la expresion de genes y enzimas pro
lipogénicas como FAS, ATP citrato liasa, estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1), PPARY,
SREBP 1c y acetil-CoA carboxilasa (ACC). En linea con esto, la activacién de IREla
aumenta la expresion de reguladores clave de la transcripcion como CCAAT/ proteinas de
unién al potenciador B y Y (C/EBPB y C/EBPY), y PPARY, ademas de enzimas
relacionadas con la sintesis de TG. Finalmente, también se ha observado que la activacion
de ATF-6 disminuye la B-oxidacion y la sintesis de VLDL. En conclusion, las proteinas
mediadoras de la UPR pueden modular el metabolismo y la acumulacion de lipidos en los
hepatocitos (Figura 8) (58).

Este, podria ser uno de los mecanismos involucrados en el desarrollo de esteatosis hepética
(aumento de grasa total y TG hepaticos), inducida por DAG en los ratones.

En relacion al nivel sérico de transaminasas (Anexo n°7), se encontrd que tanto los grupos
con DC como con DAG, no presentaron diferencias significativas en estos parametros, lo
que coincide con el estudio publicado por Browning y cols. (59), en donde se concluy6 que
los niveles séricos de ALT, proporcionan poco valor diagnostico o de seguimiento, por lo
que seria un marcador poco sensible tanto para EHGNA como para EHNA.
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Efecto de las intervenciones en los parametros de inflamacion

Este estudio encontr6 que solo el grupo con DAG vy suplementacion mixta, logré
normalizar los valores de citoquinas pro inflamatorias, tanto de TNF-a, como de IL-6 e IL-
1B (Figura 4), logrando equiparar sus valores con los del grupo con DC. Se ha visto que
algunas citoquinas pro inflamatorias como TNF-a e IL-1B y las EROs activan un factor de
transcripcion conocido como NF-kB, el cual es crucial en una serie de procesos celulares
como inflamacion, inmunidad, proliferacion celular y apoptosis (60). La activacion
hepética de este factor se ha observado en pacientes con EHNA y conduce a un aumento en
la expresién de mediadores inflamatorios (Figura 9) (61). Por otro lado, se ha observado
que a nivel nuclear, NF-xf puede formar un heterodimero junto con PPAR-a, lo que lleva a
la formacién del complejo transcripcional inactivo p65-PPAR-a, dando como resultado la

inactivacion del factor de transcripcion NF-xp (51).

Las propiedades anti inflamatorias del DHA han sido estudiadas ampliamente y se ha visto
que este AGPICL n-3, es capaz de sintetizar una serie de mediadores lipidicos endogenos.
Estos derivados inmunoresolventes especializados, comprenden una serie de moléculas
conocidas como resolvinas (resolvinas D1 y D6), protectinas (protectinas D1) y maresinas
(maresinas 1) (62). Estos compuestos ejercen potentes acciones anti inflamatorias y
resolutivas durante la inflamacién crénica y aguda, ayudando a restaurar la homeostasis de
los tejidos a través de la disminucion de la agregacion plaquetaria, atenuacion en la
sefializacion de NF-x y por ende en la produccion de citoquinas proinflamatorias,
reduccion del TNF-a e interferon Y (IF-y) y reduccion en la transmigracion de

polimorfosnucleares (63,64).

Por otro lado, los efectos anti inflamatorios del HT, han sido demostrados en diversos
estudios, en el estudio realizado por Urpi-Sarda y cols. (65), en donde se incorporo a la
dieta habitual de un grupo de personas el aceite de oliva extra virgen, se observd que esta
intervencion tuvo efectos anti inflamatorios a través de la reduccién plasmatica del receptor
de TNF, IL-6 y de la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1). Estos resultados
podrian atribuirse al HT, uno de los principales polifenoles presente en el aceite de oliva, el
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cual podria ejercer un rol anti inflamatorio a traves de la reduccion de la activacion de NF-
KB y su posterior traslocacion al nicleo (66). Coherente con estos hallazgos, el estudio de
Richard y cols. (67), observo que en macrofagos estimulados por lipopolisacaridos, el HT
inhibid la secrecion de IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-o, avalando la teoria de que la
inhibicion de la actividad de NF-kB podria reducir la producciéon de citoquinas

inflamatorias fundamentales (Figura 9).

Nuevamente en este punto, es importante mencionar el estrés de RE, ya que se ha visto en
diversos estudios que los mediadores de la inflamacion como NF-kB, quinasa c-Jun N-
terminal (JNK), EROs, IL-6 y TNF-a, han sido asociados con la UPR. Cuando se gatilla el
estrés de RE, IREla conecta con el factor 2 asociado a receptor de TNF-a (TRAF2),
formando un complejo y activando a NF-«B y JNK, los que a su vez producen citoguinas

pro inflamatorias (Figura 8) (58).

Estos planteamientos son coherentes con los resultados obtenidos en este estudio, ya que la
suplementacion de DAG con HT + DHA, puede haber actuado, inhibiendo este factor de
transcripcion tan importante en la mediacién de la inflamacion, NF-kp y asi repercutir sobre

los parametros inflamatorios.
Efecto de las intervenciones en los parametros de estrés oxidativo

Los resultados de este estudio, mostraron que la suplementacion con HT produjo una
mejora en las defensas antioxidantes, al observarse un aumento de la capacidad
antioxidante plasmatica (Figura 5A), un aumento de la actividad de SOD (Figura 5B), y
un aumento en la razén GSH/GSSG (Figura 6D), ademas produjo una disminucién en
algunos parametros de estrés oxidativo como carbonilos protéicos, TBARs y F8-
isoprostanos (Figura 7). Estos hallazgos podrian explicarse debido a que el HT puede
actuar como antioxidante a través de (i) la captacion de radicales libres y ruptura de la
cadena radical (ii) actuar como anti radicales de oxigeno y (iii) actuar como quelante de
metales. Debido su estructura catecdlica, es capaz de secuestrar los radicales peroxilo y

romper las cadenas de reacciones peroxidativas, logrando producir sustancias muy estables
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(68). En el estudio de Zhu y cols. (69), se demostro que el HT era capaz de activar el factor
de transcripcion nuclear eritrocitario 2 (Nrf2), el cual se activa cuando las células estan
sometidas a un ambiente de estrés oxidativo, la activacion de este factor nuclear, induce la
expresion de genes que codifican para el conjunto de enzimas de fase Il de detoxificacion
(70) y de genes involucrados en las defensas anti oxidantes (Figura 9). Normalmente Nrf2
se encuentra inactivo en el citoplasma debido a la formacion de un complejo con su
inhibidor citosélico keap-1. Luego de la activacion y liberacion de este complejo, Nrf2 se
transloca al nudcleo, en donde se une a promotores que contienen elemento de respuesta
antioxidantes, resultando en la activacion de los genes respectivos de las enzimas de fase 11
de detoxificacion. Estas enzima incluyen principalmente: GSH, glutation S-transferasa
(GST), hemo oxigenasa 1 (HO-1), NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1 (NQO1) y ligasa
glutamato-cisteina (GCL), las que aumentan su expresion, llevando a un aumento en los
niveles de antioxidantes enddgenos como el antioxidante enddgeno principal (GSH) vy
quinonas reducidas. Es por esto que el HT podria conferir una proteccion antioxidante
indirecta adicional ademas de sus propiedades antioxidantes directas (69). En el mismo
estudio también se demostré que el HT podria estimular la biogénesis mitocondrial a traves
del aumento de la expresion del receptor coactivador de proliferacién de los peroxisomas 1
a (PPARGCIla), en linea con esto, se vio que el HT incrementd los niveles de proteinas de
los complejos mitocondriales I, 11, 111 'y V. Ademas el HT regula la expresion génica de la
proteina desacoplante 2 (UCP2), un factor mitocondrial controlado por PPARGCla, que
participa en la mantencion de los niveles aceptables de EROs y es neuropotector durante la
isquemia/reperfusion (71). Por lo que podria tener un rol fundamental en la prevencién y

correccion de la disfunciéon mitocondrial (70).

Por otro lado, la suplementacion con DHA, mostrd resultados contradictorios sobre los
parametros de estrés oxidativo ya que la capacidad antioxidante plasmatica (Figura 5A), se
vio disminuida en los animales con DAG y suplementacion tUnica de DHA, sin embargo la
actividad de SOD (Figura 5B), y la razon GSH/GSSG (Figura 6D), aumentaron mientras
que los niveles de carbonilos proteicos, TBARs y F8-isoprostanos (Figura 7),

disminuyeron. Sobre esto, se han observado resultados muy controvertidos, el estudio de
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Tsuduki y cols. (72), concluyd que la suplementacién con AGPICL n-3 en ratones
senescentes, produjo un aumento de los hidroperdxidos de fosfolipidos y TBARS en higado
y plasma, promoviendo el estrés oxidativo y disminuyendo la esperanza de vida de los
animales; concordante con esto, el estudio de Mcanulty y cols. (73), realizado en adultos
jovenes ciclistas, observé un aumento de los F2-isoprostanos y ningun cambio en los
pardmetros plasmaticos de capacidad antioxidante. En contraste con estos hallazgos, el
estudio de Zhang y cols. (74), demostrd que la suplementacion con AGPICL n-3 en ratones,
tenia un rol neuroprotector durante la isquemia, a través de la oxidacion de los AGPICL n-
3, produciendo 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE), el cual regula la expresion de la HO-1 a

través de la activacion de Nrf2.

Los resultados obtenidos por la suplementacion conjunta de HT + DHA sobre los
pardmetros de estrés oxidativo fueron los mas significativos, siendo la suplementacion que
obtuvo los resultados mas favorables; sobre los resultados logrados con suplementacion
unica de DHA o HT. Con la suplementacion mixta, se logré una normalizacién de los
niveles de capacidad antioxidante (Figura 5A), actividad de SOD (Figura 5B), Yy niveles
hepaticos de glutation (Figura 6), al compararlos con el grupo con DC, sin embargo, los
niveles de proteinas carboniladas, TBARs y F8-isoprostanos (Figura 7), a pesar de que
disminuyeron en comparacion al grupo solo con DAG, no lograron alcanzar los niveles del
grupo con DC. El efecto de la suplementacién mixta puede ser debido a un efecto sinérgico
del HT y el DHA, ademas de que el HT al ser un potente antioxidante, evita la oxidacién
del DHA (75), logrando asi que este pueda actuar correctamente.

El estrés de RE también juega un rol importante en la mediacion del EO, a través de la
UPR. Al activarse PERK, también induce mecanismos antioxidantes mediante la activacion
de Nrf2, el cual se encuentra altamente expresado en el higado y su activacion es
dependiente de PERK (Figura 8). Bajo condiciones patologicas como la EHNA, la
actividad de Nrf2 se ve alterada, llevando a disfuncion mitocondrial y a un aumento de los
niveles de AGL, resultando en el desarrollo de EHGNA y EHNA. Ademés, PERK también
regula el aumento del factor de transcripcion ATF-4, el cual ha sido relacionado con la

mantencion de GSH celular junto con Nrf2 (58).
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En linea con lo expuesto anteriormente, estudios recientes, han demostrado que el DHA
posee efectos neuroprotectores a través de la disminucion del estrés de RE, el DHA podria
reducir la expresion de 2 marcadores de estrés de RE, p-elF2a y ATF-4 ademas de reducir

la muerte celular por isquemia (76).

Estos hallazgos, serian concordantes con los resultados obtenidos en este estudio, ya que el
DHA podria disminuir el estrés de RE producido por la DAG vy asi influir en la atenuacion

de los parametros de EO.

Una posible explicacion del mal funcionamiento de algunas enzimas involucradas en la
capacidad antioxidante del organismo, es que debido a la DAG y al aumento de los
radicales libre y EO, ocurra estrés de RE, dando como resultado una sintesis de proteinas
alterada, las cuales posteriormente no seran funcionales y llevaran a una desregulacion de
multiples procesos fisiologicos. Especificamente, la actividad de SOD (Figura 5B), se vio
muy disminuida con la DAG por lo explicado anteriormente, mientras que por el contrario,
al observar la actividad de SOD en el grupo con DAG Yy suplementacién conjunta de HT +
DHA, se vio un aumento de esta, logrando una recuperacion de los niveles al compararlo
con el grupo DC, lo que podria explicarse debido al efecto del DHA sobre el estrés de RE y
la ayuda de HT para evitar que el DHA se oxide y asi pueda realizar sus funciones

adecuadamente.

Otro hallazgo interesante, es en relacion a los niveles hepaticos de TBARs (Figura 7B), ya
que el grupo con DAG, presentd niveles superiores que el resto de los grupos con DAG y
suplementacion de HT, DHA o HT + DHA. Sin embargo, el grupo con suplementacion
exclusiva de DHA, mostro niveles superiores que el grupo con HT o HT + DHA, este
hallazgo concuerda con resultados de diversos estudios, en donde se ha estudiado la
variacion en la lipoperoxidacion producida por la suplementacion con AGPICL n-3. En el
estudio de Hyang y Miyasawa (77), se observé que el consumo de aceite de DHA (aportado
como fosfolipidos, TG y dietil ester), resultd en un aumento de los hidroperoxidos de
fosfolipidos y TBARs en plasma, higado y membranas microsomales. Esta elevada
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peroxidacién, se vio junto con un aumento de la incorporacion de AG n-3 en los

fosfolipidos y una disminucion de los niveles de a-tocoferol.

Es importante destacar que en este estudio, a pesar de que la suplementacion exclusiva con
DHA, disminuyé los niveles hepaticos de proteinas carboniladas, TBARs y F8-isoprostanos
respecto de la DAG, no logré atenuar los procesos de peroxidacion lipidica al igual que la

suplementacion Unica de HT o la suplementacion mixta.
Efecto de las intervenciones en el perfil de acidos grasos hepéticos

Los resultados de este estudio, indican que la alimentacion con DAG y sin suplementacion,
indujo un perfil de AGPICL con mayor contenido de acido araquidénico (C20:4 n-6, ARA)
y menor contenido de EPA y DHA, es decir mayor contenido de AGPICL n-6 que n-3
(Tabla 2). Ademas, todos los grupos con DAG, presentaron mayores niveles de acido
linoleico (AL) en comparacion con los grupos con DC. Sin embargo, los grupos
alimentados con DAG y suplementados con DHA o HT + DHA, presentaron niveles
mayores de AGPICL n-3 (EPA y DHA) (Tabla 2). Estos resultados podrian deberse a que
la DAG aporta mayor cantidad de AL que AAL, estos AG en el organismo van a producir
AGPICL n-6 (ARA) y n-3 (EPA y DHA) respectivamente a través de una serie de
reacciones que se llevan a cabo en el RE y constan de una serie de desaturaciones (insertar
dobles enlaces entre las moléculas de carbono), elongaciones (adicionar 2 carbonos a la
cadena hidrocarbonada de los AG) y retroconversion metabdlica a través de p-oxidacion
(acortamiento de la cadena hidrocarbonada) en los peroxisomas (78). Las enzimas
principales que participan en estas reacciones son la A5 y A6 desaturasa, las cuales se ha
visto que tienen una actividad disminuida en pacientes con EHGNA (32), ademas estas
enzimas participan tanto en la conversion de AL como de AAL, por lo que se produce una
competencia entre los AG y al haber mayor cantidad de AL en la dieta, este tenderia a tener
una mayor conversion hacia sus derivados (78). En el estudio de Emken y cols. (79) se
demostro que las dietas ricas en AL, reducen la conversion de AAL a sus derivados en un
40%, con una reduccion neta de la acumulacion de AGPICL n-3 de un 70%. Por otro lado,
la suplementacion con DHA o HT + DHA, presentd niveles hepaticos elevados de EPA y
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DHA al compararlos con los grupos experimentales sin suplementacion o con
suplementacion exclusiva de HT, esto se debe a que se administré DHA directamente via
oral. Este resultado concuerda con diversos estudios en los que se ha observado que la
suplementacion con DHA en pacientes con deficiencia de AGPICL n-3, resulta en un
marcado aumento tanto de EPA como de DHA plasmatico (80). Ademas se ha visto que la
concentracion de DHA en los fosfolipidos plasmaticos, es muy sensible a la ingesta dietaria
de este AG a dosis que superen los 2g/dia y que el contenido de EPA y DHA aumenta,
mientras que el de ARA disminuye de manera dosis dependiente en cerebro, corazon e
higado de ratas, luego de una suplementacion con DHA por 3 meses. El aumento del EPA,
al suplementar DHA, es explicado por la retroconversion metabélica de DHA a EPA y
DPA por B-oxidacion (78).

Es importante destacar que a pesar de que el grupo con DAG + HT + DHA mostro niveles
mayores de DHA al compararlo con el grupo con DAG sin suplementacion, estos niveles
fueron inferiores que el grupo con DC + HT + DHA (Tabla 2), esto podria ser explicado
porque en el grupo con DAG y suplementacion mixta, el higado estd utilizando el DHA
para producir derivados bioactivos como metodo de proteccion contra la injuria inducida

por la dieta.

Por Gltimo, es importante saber que un desbalance entre la raz6n n-6/n-3, en favor de los
AGPICL n-6, es altamente pro tromboético y pro inflamatorio, lo que contribuye a la
prevalencia de ateroesclerosis, obesidad y diabetes; de hecho, un consumo regular de
AGPICL n-3 en la dieta ha sido asociado con menor incidencia de estas enfermedades (81).
Diversos estudios experimentales, han sugerido que los AG n-6 y n-3 podrian provocar
diferentes efectos en la ganancia de grasa corporal a través de la adipogénesis, homeostasis
lipidica, eje cerebro-intestino-tejido adiposo e inflamacion sistémica. Los metabolitos del
ARA juegan un rol importante en la diferenciacion terminal de pre adipocitos a adipocitos
maduros, este efecto puede ser inhibido por los AG n-3. AG n-6, aumentan el contenido de
TG a través del incremento en la permeabilidad de la membrana, mientras que los AG n-3
disminuyen la deposicion de grasa en el tejido adiposo a través de la supresion de enzimas

lipogénicas y el aumento de la f-oxidacion (81). Estudios en animales y humanos han
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demostrado que la suplementacion con EPA y DHA seria un factor protector contra la
obesidad y podria producir una disminucion en la ganancia de peso en animales y humanos
obesos (82). Estos hallazgos, tendrian relacion con los resultados obtenidos en este estudio,
observandose que la disminucion en la relacion n-6/n-3 en el higado en el grupo
experimental con suplementacion mixta respecto al grupo con DAG (Tabla 2), tendria una

directa vinculacion con un menor estado lipogénico a nivel hepético (19).
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9. Conclusion

En esta investigacion, se evallo si la suplementacion conjunta de HT y DHA, podria tener
un mayor efecto hepatoprotector que la suplementacion aislada de HT o DHA frente a una
DAG en raton, a través de la evaluacion de parametros de esteatosis hepatica, inflamacion y
EO. La alimentacion con DAG provocd el desarrollo de EHGNA en los animales de
experimentacion. Al respecto, se observd que la suplementacion HT+DHA, logro (i)
prevenir la esteatosis hepatica, logrando normalizar sus valores respecto del grupo DC, lo
que se vio reflejado por una menor cantidad de grasa total en higado y por una disminucién
del total de TG hepaticos, (ii) disminucién de la inflamacion, a través de una disminucién
de TNF-a, IL-6 e IL-1B, lograndose una normalizacion de estos parametros al compararlos
con el grupo DC, (iii) aumento de la capacidad antioxidante del organismo, a través de un
incremento en la capacidad antioxidante plasmética y razon GSH/GSSG, logrando
nuevamente una normalizacion de los valores respecto del grupo con DC, (iv) disminucién
del estrés oxidativo, medido por formacion de proteinas carboniladas, TBARs y F8-
isoprostanos y (v) aumento de la relacion AGPI n-3/n-6 en el perfil hepatico de AG.

Todos estos resultados, proponen que la administracion conjunta de HT y DHA podria ser
una linea terapéutica considerada para una intervencién clinico — nutricional para el manejo
de la EHGNA vy la prevencion de su evaluacion a ENHA en raton. Es importante considerar
que el siguiente paso a seguir, seria realizar estudios clinicos controlados en humanos para

poder validar este tratamiento en pacientes con EHGNA.
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11. Anexos
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Anexo n°1: Mediciones segun tipo de muestra.

Medicion Cantidad de
muestra

Capacidad antioxidante 10ud
TNF-a

Suero IL-6 100ul
IL-1B
Transaminasas 50ul
Histologia 150mg
Grasa hepatica total
TG hepaticos

Higado | Perfil AG hepaticos totales 200mg
SOD
Glutation 50mg
F8-isoprostanos 100mg
TBARs 25mg
Proteinas carboniladas 100mg
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Anexo n°2: Aporte nutricional y composicion de la dieta control y la dieta alta en grasa.

Dieta Control Dieta Alta en Grasa
(DC) (DAG)

Macronutrientes % g % kcal % g totales % kcal

totales totales totales
Proteinas 19.2 20 26.2 20
Hidratos de Carbono 67.3 70 26.3 20
Lipidos 4.3 10 34.9 60
Total 100 100
Kcal/g 3.85 5.24
Ingredientes g kcal g kcal
Caseina 200 800 200 800
L — Cistina 3 12 3 12
Maicena 315 1260 0 0
Maltodextrina 35 140 125 500
Sacarosa 350 1400 68.8 275.2
Celulosa 50 0 50 0
Aceite de soja 25 225 25 225
Manteca de cerdo 20 180 245 2205
Mezcla de minerales 10 0 10 0
Fosfato dicalcico 13 0 13 0
Carbonato de calcio 55 0 55 0
Citrato de potasio 16.5 0 16.5 0
Mezcla de vitaminas 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2 0 2 0
Tartacina 0.05 0 0.05 0
Total 1055.05 4057 773.85 4057
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Anexo n°3: Perfil de &cidos grasos totales de la dieta control y la dieta alta en grasa.

Perfil de Acidos Grasos

Dieta Control Dieta Alta en Grasa
% 9/100g de % g/100g de
EMAG dieta EMAG dieta
Acidos Grasos Saturados
C10:0 Acido Decandico 0.000 0.000 0.077 0.024
C12:0 Acido dodecandico 0.159 0.006 0.100 0.031
C14:0 Acido Tetradecandico 0.896 0.035 1.221 0.376
C16:0 Acido Palmitico 16.429 0.635 21.005 6.471
C18:0 Acido Esteéarico 8.193 0.317 11.915 3.671
C20:0 Acido Eicosandico 0.299 0.012 0.216 0.067
C22:0 Acido Docosanoico 0.256 0.010 0.050 0.015
C24:0 Acido Tetracosandico 0.000 0.000 0.000 0.000
Total Ac. Grasos Saturados 26.232 1.014 34.584 10.654
Acidos Grasos Monoinsaturados
C14:1 Acido Tetradecenoico 0.000 0.000 0.000 0.000
C16:1 Acido Palmitoléico 0.789 0.031 1.471 0.453
C18:1 Acido Oléico 29.616 1.145 36.476 11.238
C20:1 n9 Acido Eicosaenoico 0.405 0.016 0.598 0.184
C22:1 n9 Acido Ertcico 0.000 0.000 0.000 0.000
C24:1 Acido Tetracosaendico 0.000 0.000 0.000 0.000
Total Ac. Grasos Monoinsaturados 30.810 1.191 38.545 11.875
Acidos Grasos Poliinsaturados
C18:2 n-6 Acido Linoléico 38.172 1.476 28.830 7.341
C18:3 n-6 Acido Y — Linolénico 0.000 0.000 0.000 0.000
C18:3 n-3 Acido a — Linolénico 4331 0.167 1.761 0.543
C20:2 n-6 Acido Eicosadiendico 0.341 0.013 0.698 0.215
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C20:3 n-6 Acido Di-homo-Y-| 0.000 0.000 0.091 0.028
Linolénico

C20:3 n-3 Acido 11, 14, 17| 0.000 0.000 0.125 0.038
Eicosatriendico

C20:4 n-6 Acido Eicosatetraenoico 0.113 0.004 0.216 0.067
C20:5 n-3 Acido Eicosapantaendico | 0.000 0.000 0.000 0.000
(EPA)

C22:5 n-3 Acido Dososapentaenico 0.000 0.000 0.066 0.020
C22:6 n-3 Acido Docosahexaenoico | 0.000 0.000 0.000 0.000
(DHA)

Total Ac. Grasos Poliinsaturados 42.957 1.661 26.788 8.253
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Anexo n°4: Perfil &cidos grasos totales del DHA.

Perfil de acidos grasos
% EMAG 9/100g

Acidos Grasos Saturados
C10:0 Acido Decandico 0.000 0.000
C12:0 Acido dodecanoico 0.000 0.000
C14:0 Acido Tetradecandico 0.241 0.198
C16:0 Acido Palmitico 0.272 0.222
C18:0 Acido Estearico 5.422 4.442
C20:0 Acido Eicosandico 0.450 0.369
C22:0 Acido Docosandico 0.220 0.180
C24:0 Acido Tetracosanoico 0.000 0.000
Total Ac. Grasos Saturados 6.606 5.412
Acidos Grasos Monoinsaturados
C14:1 Acido Tetradecendico 0.000 0.000
C16:1 Acido Palmitoléico 1.049 0.693
C18:1 Acido Oléico 1.403 0.927
C20:1 n9 Acido Eicosaendico 1.829 1.209
C22:1 n9 Acido Ertcico 1.076 0.711
C24:1 Acido Tetracosaenoico 3.476 2.298
Total Ac. Grasos Monoinsaturados 8.833 5.838
Acidos Grasos Poliinsaturados
C18:2 n-6 Acido Linoléico 0.150 0.099
C18:3 n-6 Acido Y — Linolénico 0.000 0.000
C18:3 n-3 Acido o — Linolénico 0.156 0.103
C20:2 n-6 Acido Eicosadientico 0.258 0.171
C20:3 n-6 Acido Di-homo-Y-Linolénico 0.145 0.096
C20:3 n-3 Acido 11, 14, 17 Eicosatrienoico 0.264 0.174
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C20:4 n-6 Acido Eicosatetraendico 0.710 0.469
C20:5 n-3 Acido Eicosapantaendico (EPA) 16.116 10.651
C22:5 n-3 Acido Dososapentaendico 10.039 6.635
C22:6 n-3 Acido Docosahexaenoico 58.215 38.476
(DHA)
Total Ac. Grasos Poliinsaturados 86.053 56.875

68




U
o

& | UNIVERSIDAD DE CHILE

inta

de Nutricion y

gia de los Ali
Doctor Fernando Monckeberg Barros

Anexo n°5: Caracteristicas generales de los grupos experimentales.

Grupos Experimentales

DC DC + HT DC + DHA DC + HT + DHA DAG DAG + HT DAG + DHA | DAG + HT + DHA

@) (b) (© (d) (e) () ) (h)
Peso inicial (g) 14,7 +0,98 14,4 +0,99 14,3+1,00 14,3+1,00 14,5+0,79 14,5 0,97 14,1+0,85 14,1+ 0,83
Peso final (g) 26,7+338®W [ 288+ 1760 | 268+1,79@ 278+240™ | 342+436@ | 355+381"® | 359+582© 33,5+542 @9
Ganancia de peso
total (g) 11,9+359¢" | 14441870 | 127+150 135+310® | 196+458® | 209+333® | 218+634©@ | 194+530@)
Peso higado (g) 1,2+0,22® 1,2+0,14 1,1+0,06 1,0 £0,25 1,1£0,10 1,2+0,16 ™ 1,1+0,22 0,9+0,21 @D
Peso tejido adiposo
o) 1,4+ 081" | 14+0817 1,1+0,320@ 1,2+0,37® 34+161@ | 46+165® | 37+£134© 38+1,9 @9
Relacion peso
higado/ peso final 0,05+0,01*" | 0,04+0,006® | 004+0,005® | 004+0,007® | 003+0,005? | 0,03+0,002" | 0,03+0,004® | 0,030,003
Relacidon peso tejido

0,05+0,01©" | 0,05+0,01" 0,04 £ 0,019 0,05+0,01®™ | 01+0,04®" |01+0,03®9| 0,1+0,02C" 0,1+0,06 @

adiposo/ peso final

Los valores se presentan como promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Andlisis estadistico: i) Test Anova two way seguido del test de Bonferroni ii) t
student para comparar los grupos con DAG vy sus respectivos controles (DC vs DAG; DC + HT vs DAG + HT; DC + DHA vs DAG + DHA; DC + HT + DHA vs
DAG + HT + DHA) y DC vs DAG + HT + DHA. Simbologia * p<0.05 con DC;  p<0.05 con DC + HT; & p<0.05 con DC + DHA; % p<0.05 con DC + HT +
DHA; & p<0.05 con DAG; ": p<0.05 con DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA; ": p<0.05 con DAG + HT + DHA.

69




UNIVERSIDAD DE CHILE

y

gia de los A

Doctor Fevnandn Monckeberg Barros

Anexo n°6: Ingesta de los grupos experimentales.

Grupos Experimentales

DC DC +HT DC+DHA | DC+HT + DHA DAG DAG +HT | DAG +DHA | DAG +HT + DHA

(a) (b) (© (d) (e) () (9) (h)
Ingesta dietaria 9,1+ 6,2 6,1+ 6,1+ 4,6 = 55= 58% 6,0 £
(g/dia) 2,33 @ 1,26 1,49 1,69 1,31@ 1,41 1,65 1,66 @M
Ingesta energética 349+ 238+ 233+ 234+ 239+ 285+ 30,6 £ 31,8+
(kcal/dia) 8,93 © 4,88 592 © 6,47 ™ 6,96 @M 7,45 8,71© 8,79 9
Ingesta de 17 + 12 + 12 + 12 + 12 + 14 + 15 * 16+
proteinas (g/dia) 0,45 © 0,24 0,29 @ 0,32® 0,37 @M 0,37 0,439 0,43 @)
Ingesta de lipidos 04+ 03+ 0,3+ 03+ 16+ 19+ 20+ 2,1+
(g/dia) 0,10 ®" 0,05 0,06 @ 0,07 ® 0,46 ®oM 0,49 ® 0,58 0,58 *4)
Ingesta de CHO 6,1+ 42+ 41+ 41+ 12+ 14+ 15+ 16+
(g/dia) 1,57 " 0,85® 1,01 @ 1,14 ® 0,34 ® 0,37® 0,43 © 0,44 ®9

Los valores se presentan como promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Analisis estadistico: i) Test Anova two way seguido del test de Bonferroni ii) t
student para comparar los grupos con DAG y sus respectivos controles (DC vs DAG; DC + HT vs DAG + HT; DC + DHA vs DAG + DHA; DC + HT + DHA vs

DAG + HT + DHA) y DC vs DAG + HT + DHA. Simbologia # p<0.05 con DC;

DHA; © p<0.05 con DAG,; f: p<0.05 con DAG + HT; % p<0.05 con DAG + DHA,;
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Anexo n°7
200+ «~DC—> <~ DAG—>» 100+ «~DC> < DAG—>
150 a:DC
T —l— T b: DC+ HT
_ c: DC+ DHA
=3 d: DC + HT+ DHA
cg 5 100 e: DAG
= f: DAG+HT
0: DAG + DHA
50 h: DAG + HT + DHA
0
a b ¢ d e f g h

Niveles de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT). Los valores se
presentan como promedio + D.E (n=7-8 por grupo experimental). Andlisis estadistico: i) Test Anova two way

seguido del test de Bonferroni ii) t student para comparar los grupos DC y DAG + HT + DHA.
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