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2. Resumen

Introduccién: La enfermedad por higado graso no alcohdlico es la causa mas importante
de enfermedad hepéatica crénica en el mundo. Se caracteriza por la acumulacion anormal
de TG en los hepatocitos (esteatosis) que puede evolucionar con inflamacion, fibrosis y
cirrosis. El consumo de &cidos grasos saturados e hidratos de carbono en exceso,
estimulan la lipogénesis y la esteatosis hepatica, por una mayor disponibilidad y oxidacion
de AG, resistencia a la insulina y disminucion de AGPICL n-3. Estos Ultimos, especialmente
el &cido eicosapentaenoico (C20:5, EPA) y &cido docosahexaenoico (C22:6, DHA) tienen
efectosantilipogénicos e inflamatorios. En esta linea, el Hidroxitirosol (HT), presenta un
efecto citoprotector previniendo la lipoperoxidacion y dafio oxidativo del ADN. Dados estos
antecedentes, la suplementacion conjunta de DHA + HT sugiere una adicién en el efecto
hepatoprotector. Objetivo: Evaluar el efecto de la suplementacién dietaria con DHA + HT
sobre la esteatosis hepatica inducida por una dieta alta en grasa (en inglés highfatdiet, HFD)
mediante la inactivacion de NF-kB y de SREBP-1c. Metodologia: Estudio experimental,
aleatorizado, controlado, prospectivo, en modelo animal (ratones machos C57BL/ 6J),
asignados aleatoriamente a uno de los ocho grupos experimentales con dieta control (DC)
o HFD (10% y 60% de las calorias provenientes de grasa respectivamente) con o sin
suplementacion de DHA + HT. Se evalud la presencia de esteatosis hepatica mediante
histologia determinada por presencia de infiltracion grasa, la actividad de unién al ADN de
los factores de transcripcion de SREBP-1c y NF-kB mediante ELISA y la expresion hepatica
del MRNA de SREBP-1c, NF-kB, FAS, ACA, TNF-a e IL-18 mediante g-PCR. Resultados:
La alimentaciobn con HFD indujo esteatosis hepatica, un estado proinflamatorio y
prolipogénico. En oposicién, la suplementacién conjunta de DHA+ HT en HFD produjo i)
menor infiltracibn grasa en el higado; ii) disminucion de la expresién de marcadores
proinflamatorios TNF-a e IL-1B [ iii) disminucion en la expresiébn de enzimas
prolipogénicas FAS y ACA y iv) Disminucion de la actividad de SREBP-1c y NF-«kB
Conclusiones: La administracion conjunta de DHA + HT puede prevenir el desarrollo de
esteatosis hepatica provocada por HFD en raton mediante la disminucion de la expresion
de los genes SREBP1c y NF-kB y de las proteinas reguladas por estos factores de
transcripcion; FAS, ACA para SREBP1c y TNF-a e IL-18 para NF-kB
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3. Abstract

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease is the most important cause of chronic liver
disease in the world. It is characterized by the abnormal accumulation of triacylglycerides in
the hepatocytes (steatosis) that can evolve to inflammation, fibrosis and cirrhosis. The
consumption of saturated fatty acids and excess carbohydrates, characteristic of the
western diet, stimulate lipogenesis and hepatic steatosis, due to greater availability and
oxidation of fatty acids, insulin resistance and decrease of long chain polyunsaturated fatty
acids, n- 3 (LCPUFAs n-3), favoring a hepatotoxic and proinflammatory state. N-3
LCPUFAs, mainly eicosapentaenoic acid (C20: 5, EPA) and docosahexaenoic acid (C22: 6,
DHA), control hepatic lipid metabolism by stimulating lipolysis and inhibiting lipogenesis,
thus decreasing the inflammatory hepatic response. In this same line, Hydroxytyrosol (HT),
has a marked cytoprotective effect and can prevent lipoperoxidation and oxidative DNA
damage. Given these antecedents, the joint supplementation of DHA + HT suggests a
synergy in the hepatoprotective effect. Objective: To evaluate the effect of dietary
supplementation with DHA+HT on hepatic steatosis induced by a high-fat diet (HFD) by
inactivating NF-kB and SREBP-1c. Methodology: Experimental, randomized, controlled,
prospective study in animal model (male C57BL / 6J mice), randomly assignedto one of the
eight experimental groups exposed to a control diet or high-fat diet (10% and 60% of calories
from fat, respectively) with or without supplementation of DHA + HT. The presence of hepatic
steatosis was evaluated by histology determined by the presence of fatty infiltration, the
DNA binding activity of the transcription factors of SREBP-1c and NF-kB by ELISA and the
hepatic expression of SREBP-1c mRNA, NF- kB, FAS, ACA, TNF-aand IL-18 by g-PCR.
Results: Feeding with HFD induced hepatic steatosis, a proinflammatory and prolypogenic
state. In opposition, the joint supplementation of DHA + HT in HFD produced i) less fatty
infiltration in the liver; ii) decrease in the expression of proinflammatory markers TNF-a and
IL-18 iii) decrease in the expression of prolypogenic enzymes FAS and ACA iv) Decrease
in the activity of SREBP-1c and NF-kB Conclusions: The co-administration of DHA + HT
can prevent the progression of NAFLD caused by HFD in mice by decreasing the activity of
transcription factors SREBP1c and NF-kB and the proteins regulated and; FAS, ACA for
SREBP1c and TNF-a and IL-1f3 for NF-kB.
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4. Introduccién

4.1 Historia de la enfermedad

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (EHGNA) es un trastorno metabdlico
multifactorial que comprende un espectro de enfermedades, que incluyen esteatosis simple,
esteatohepatitis no alcohdlica, cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular (1). En la
actualidad, la prevalencia de EHGNA en la poblacién mundial se ha estimado entre el 20-
30% (2), siendo hoy en dia la segunda razén mas comun para el trasplante de higado (3).
Especificamente en pacientes obesos la prevalencia de EHGNA se encuentra entre el 60 y
90%, la esteatosis hepatica entre el 20 al 25% y la cirrosis hepatica entre el 2 y 8% (4). En
esta linea, se estima que el 40% de las personas con EHGNA podrian desarrollar
esteatohepatitis no alcohdlica (4). Histolégicamente la EHGNA se caracteriza por una
acumulacién hepatica anormal de triacilglicéridos (TG) correspondiente a mas del 5% del
peso total del higado, con un consumo de alcohol menor a 20 gr/dia para mujeres y 40
gr/dia para hombres (5). Al respecto, la dieta occidental favorece el desarrollo de EHGNA
(6), ya que, se caracteriza por una elevada ingesta energética proveniente principalmente
del consumo de harinas, cereales, azlcares agregados y jarabe de maiz alto en fructosa,
produciendo un aumento de la glucosa plasmaética y el nivel de insulina circulante (7,8).
Ademas, la dieta occidental presenta un bajo consumo de pescados grasos, principal fuente
natural de AGPICL n-3 y un alto consumo de alimentos ricos en AGPICL n-6 (6-8) lo que
genera un desbalance en la relacion AGPICL n6/n3 con efectos prolipogénicos (9) y
proinflamatorios (10). Sumado a lo anterior, existe una alta ingesta de grasas saturadas
principalmente de acido palmitico (C16:0) cuya sobrecarga genera estrés oxidativo (EO)
(11) e inflamacion (12). En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar en
hepatocitos de ratones las adaptaciones moleculares involucradas en la citoproteccion

inducida por la suplementacién conjunta de DHA +HT en HFD.

4.2 Patogenia de la enfermedad por higado graso no alcohdlico

Se ha sugerido “la hipotesis de dos golpes" para explicar la patogénesis de la EHGNA
avanzada; el primer golpe impulsaria el desarrollo de la esteatosis hepética simple,
incluyendo el aumento de la llegada de AGL al higado via portal, lipogénesis de novo
aumentada, (7) disminucion de la B-oxidacion (8), disminucion de la exportacién de TG y

alteracion del ensamblaje de las V-LDL (7,8). El segundo golpe, lo desencadenaria la
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inflamacion (9) y fibrosis (8). En este contexto, la lipotoxicidad, la IR y la inflamacion estan
involucradas la progresion de esteatosis leve a esteatohepatitis (11). Al respecto, Donnelly
y cols., 13) demostraron en el afio 2005, entre pacientes con EHGNA, que el 60% de los
TG hepéticos provienen de los AGL circulantes, donde el 25% deriva de la lipogénesis de
novo y el 15% restante se forma a partir de los AGL procedentes del metabolismo de la
grasa dietaria. La lipotoxicidad emerge como consecuencia del depdsito de TG hepaticos
en niveles patologicos y de la disminucion en la capacidad antioxidante sistémica con
aumento de estrés oxidativo (EQO) y dafio celular (7,14). La lipotoxicidad ademas, promueve
la IR, que a su vez aumenta la lipdlisis de los adipocitos y exacerba la lipotoxicidad,
constituyendo ambas vias un circulo vicioso acelerando el desarrollo de esteatosis hepética
y Su progresion a etapas mas severas (15). En este contexto de pérdida de la homeostasis
celular, emerge como integrador de las redes de vias inflamatorias, el factor nuclear kappa
B (NF-kB), el cual regula la expresion de citocinas proinflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 6 (IL-6) y la anticitocinas inflamatorias, como

la adiponectina (14,15).

4.3 Rol de lainsulino resistencia en el desarrollo de la EHGNA

La malnutricion por exceso genera un aumento de los niveles de glucosa circulante
concomitante con el incremento de liberacion de insulina alcanzando niveles patoldgicos a
nivel celular y sistémico (10). En respuesta a este ambiente patoldgico, y como mecanismo
de proteccion, el higado se hace resistente a la insulina, lo que produce un aumento de la
gluconeogénesis y glucogendlisis hepatica (10). Esto a su vez resulta en hiperglicemia que
estimula atn mas la produccién de insulina por las células B-pancreéaticas como mecanismo
compensatorio y redundante, dado que la insulina se encuentra limitada en su eficacia por
la IR (10,15). Concomitante con lo anterior existe una IR periférica que genera un aumento
de la captacién de glucosa a nivel hepatico producto de la disminucion de la captacion de
glucosa por parte del musculo esquelético y el tejido adiposo (15), evento que aumenta aun
méas la llegada de AGL al higado (16). Producto de lo anterior, se incrementan las tasas de
oxidacion de AG a nivel mitocondrial y ademas aumenta la produccién de especies
reactivas de oxigeno (EROs) (16). Considerando que tanto el higado como los demés
tejidos no adiposos poseen una limitada capacidad para almacenar TG, el exceso de estas
moléculas promueve la lipotoxicidad y dafio celular (11,17). La insulina, ademas, puede

potenciar la sintesis de los acidos grasos al activar a SREBP-1c (9) y regular negativamente
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la B-oxidacion de AG a nivel hepatico (10,17), aumentando mediante estas vias el efecto

lipogénico que se le atribuye.

4.4 Efecto de SREBP-1c en la lipogénesis de novo aumentada presente en la EHGNA

Los SREBPs comprenden una serie de factores de transcripcion que regulan el
metabolismo de los AG vy el colesterol en el higado (18). En deplecion de esteroles, los
SREBP se escinden y se convierten en formas maduras para unirse a elementos
reguladores de esteroles (SRE) y / o secuencias E-box (19) y luego activar la expresion del
gen diana. Por lo tanto, tanto los niveles de expresion como el procesamiento de SREBP
regulan la expresion del gen. La proteina activadora de la escision de SREBP (SCAP)
acompafa a los SREBP al complejo de Golgi, donde son escindidos secuencialmente por
dos proteasas unidas a la membrana (S1P y S2P), liberando asi el dominio NH-terminal,
permitiendo su ingreso al nucleo (20). Existen 3 formas de SREBP (SREBP1la, SREBP-1c
y SREBP-2) siendo SREBP-1c la isoforma predominante en higado (19), jugando un rol
fundamental en la regulacion dietética de los genes lipogénicos hepéaticos (20). Al respecto,
se ha descrito que SREBP-1c puede activar la expresion de mas de treinta genes que
regulan enzimas implicadas en la sintesis de AG. Entre ellas la ATP citrato liasa; la acetil
coa carboxilasa (ACA) (21), considerada la enzima marcapasos de la sintesis de AG al
catalizar el paso de Acetil CoA a MalonilCoa; la acido graso sintasa (FAS, del inglés Fatty
Acid Synthase) que cataliza 7 reacciones hasta la formacién de Palmitoil Coa (22);
elongasas y la esteatoril CoA desaturasa (SCoAD-1) (23). De este modo, presenta efecto
en la activacion, sintesis y posterior esterificacion de los AG a TG (22). La insulina hepéatica
activa a SREBP-1c aumentando i) la transcripcibn de SREBP-1c (15, 24), ii) el
procesamiento de SREBP-1c a un fragmento soluble capaz de translocarse a el niicleo para
activar la transcripcion (24,25) vy iii) la actividad de mTORC1, que regula positivamente la
expresion y el procesamiento del ARNm de SREBP1c (26). Sin embargo, SREBP-1c
también estd regulado independientemente de la insulina, Haas y cols., 2012 (27)
informaron que SREBP-1c se indujo después de la alimentacion en ratones que carecen de
receptores de insulina hepética al estar sometidos a una HFD (55% kcal como grasa, 21%
kcal proteina y 24% kcal CHO) por 18 semanas. En linea con Ahagi N y cols. (28), quienes
informaron en el 2002, que ratones ob/ob knockout para SREBP-1c tampoco desarrollaron

esteatosis masiva caracteristica de los ratones ob/ob. Por lo tanto, SREBP-1c es necesario
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y suficiente para el desarrollo de la esteatosis inducida por HFD. EI resumen de la

activacion de SREBP-1c se presenta en la figura 1.

Figura 1
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Figura 1. Resumen de procesos implicados en la activacion de SREBP-1c desde la activacion por un estimulo
del procesamiento y escision de SREBP, escision proteolitica por proteasas de membrana, liberacion del
dominio NHz-terminal, activaciéon nuclear de la transcripcion y posterior traduccion de derivados metabdlicos

implicados en la lipogénesis.

5. Rol de NF-kB en la inflamacion presente en la EHGNA

Ademas del estado prolipogénico en EHGNA, la inflamacion también constituye un eje en
el dafio hepético desencadenado por la HFD (7). Al respecto, NF-kB constituye una familia
de factores de transcripcion eucarioticos que promueven la expresion de mas de 150 genes
involucrados en una variedad de procesos celulares (29). Existen 5 miembros de la familia

NF-kB, siendo la forma activa mas comun p50 (29). Al respecto, NF-kB esta involucrado en
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respuestas inmunitarias innatas, respuestas adaptativas e inflamacion (30), promoviendo la
sintesis de citocinas proinflamatorias, proliferacion celular, apoptosis, angiogénesis y
metastasis entre otros (30). En condiciones normales, en su estado inactivo, se encuentra
como un trimero localizado dentro del citosol unido a la proteina inhibidora (IkB) (31). La
activacion de NF-kB puede ejercerse mediante muchas vias de transduccion de sefales
diferentes incluyendo citoquinas inflamatorias (TNF-a e IL1B) (31,32), patdégenos virales y
bacterianos, y agentes inductores de estrés como EROs vy lipoperoxidacién, los cuales
convergen en un solo objetivo; la disociacién del complejo NF-kB/IkB, considerandose la
via clasica la activacion de la enzima IKB quinasa (IKK) (32). Ante el estimulo el complejo
citoplasmico NF-kB/IkBa se activa por fosforilacion en los residuos de serina en el parte N-
terminal de IkB mediada por el complejo multimérico, denominado IkB quinasa (o complejo
IKK) (32) lo que conduce a la posterior ubiquitinizacion y degradacion de la subunidad
inhibidora por el proteosoma 26S (33), generando su disociacion y posterior translocacion
del dimero restante al nucleo (33). Este proceso activa a NF-kB dando como resultado la
optimizacion de la capacidad de union de NF-kB al ADN (31-33). Esta via conduce a la
regulacion positiva de los genes regulados por NF-kB que codifican mediadores
inflamatorios entre ellos TNF-a (31), IL1-B e IL6-B (33). EI TNF-a por su parte, promueve la
liberacion de AG e inhibe la B-oxidacion favoreciendo el proceso de esteatosis celular (34),
ademas puede bloquear la transduccién de la sefial de insulina (35) y promover la sintesis
de EROs (35). En la figura 2 se presenta un esquema resumen de la activaciéon de NF-«kB.
Se encuentra documentado en la literatura que el alto contenido de grasas saturadas
presente en la dieta occidental, especialmente acido palmitico (C16:0), genera un efecto
proinflamatorio mediante la activacion de NF-kB, (10), producto de la desregulacion de

PPAR-a (10), conduciendo a la activacion del inflamasoma (10,31).
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Figura 2
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Figura 2. Resumen de procesos implicados en la activacion de NF-kB desde la activaciéon del receptor

transmembrana por una sefial extracelular, activacién de mediadores por fosforilacion, degradaciéon por
ubiquitinizacién de la subunidad inhibidora, activacion en el nicleo de la transcripcion de derivados metabolicos
implicados en la inflamacién y posterior traduccion a proteinas en el ribosoma (TNF- a, IL-1B).

4.6 Efecto hepatoprotector de los AGPICL n-3

Un factor comin de los pacientes con EHGNA es su perfil lipidico, donde existe una
disminucion de los niveles hepaticos de AGPICL n-3 (10). Esta desregulacién metabdlica
puede ser consecuencia del i) bajo consumo de AGPICL n-3y / o su precursor, acido alfa-
linolénico (C18:3 n-3, ALA) (8) ii) aumento de la peroxidacion lipidica como consecuencia
del aumento de EROs (8, 12), o iii) disminucion de la desaturacion y elongacion de ALA a
EPA y DHA producto de la reduccién de la actividad enzimética de las A-5 y A-6
desaturasas, secundaria a la desnaturalizacion de estas enzimas 0 como consecuencia del

estado oxidante preponderante en esteatosis por lipotoxicidad (13,15). La dieta occidental,
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se caracteriza por un bajo consumo de AGPICL n-3 derivados de pescados grasos como el
atun, jurel, anchoas, salmén y sardina, ademas de una alta ingesta de AGPI n-6 derivado
de carnes y aceites vegetales (8). Al respecto, la FAO recomienda una ingesta AGPICL en
razén n-6/n-3 de 5:1 (8), sin embargo, la dieta occidental alcanza valores de AGPICL n-6/n-
3 de hasta 20:1 (13,15). Dicha recomendacién se basa en que existe una competencia
enzimatica entre las enzimas A-5 y A-6 desaturasas las cuales participan tanto de la via
metabdlica de AGPICL n-6 como de n-3, teniendo mas afinidad por estos ultimos (7). La
reduccién del nivel hepético de AGPICL n-3 EPA y DHA en HFD, se asocia con disminucion
de i) la actividad de PPAR- a (11) ii) de los niveles de apolipoproteina B-100 (APOB-100)
(11) vy iii) de la sintesis de VLDL (del inglés very low gdensit y lipoptotein) (13). Ademas,
este desbalance favorece la formacion de derivados proinflamatorios y protromboticos de
los AGPICL n-6 tales como eicosanoides derivados del Acido Araquidonico (C20:4n-6,ARA)
(8,13). Contrario a esto, los eicosanoides derivados de los AGPICL n-3 EPA y DHA poseen
caracteristicas antiinflamatorias y antitrombdticas (36).

4.7 Rol del DHA en la prevencién de lainflamaciéon y lipogénesis de novo presente en
la EHGNA

El DHA es precursor de mediadores antiinflamatorias tales como las resolvinas de la serie
D (36) y protectinas que son sintetizadas a partir del 17S-hidroxi-DHA (producto intermedio
de DHA) (36). En la literatura se sugiere una inhibicion de SREBP-1c dependiente DHA en
multiples niveles i) disminucion de la transcripcién (37), ii) aumento de la degradacion
proteasomal de SREBP1c (38), y iii) supresion de la escisién proteolitica, impidiendo la
maduracion (38,39) siendo este ultimo el principal mecanismo de inhibicién (39) El efecto
antilipogénico del DHA en la HFD, se fundamenta en que promueve la B-oxidacion de AG
mediante del incremento de la actividad de PPAR-a e inhibicion de SREBP-1c (39,40).
Respecto al efecto antiinflamatoio del DHA en HFD, se encuentra descrito en la literatura
que este AGPICL n3 regula negativamente la cascada metabdlica implicada en la activacion
de NF-kB y sus derivados metabdlicos como TNF-q, IL-6 e IL-1B (40-42), mediante la
activacion de PPAR-a (40,42).

4.8 Efectos citoprotectores del Hidroxitirosol

El aceite de oliva es un producto vegetal obtenido a partir del mesocarpio del fruto del olivo

mediante un proceso de prensado en frio (43). El producto del primer prensado de la
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aceituna es el aceite de oliva virgen extra (AOEV), que se considera el estdndar de oro de
los aceites comestibles (43). EI AOEV presenta mayormente AG monoinsaturados (MUFA,
55-83%), principalmente acido oleico (C18: 1 n-9, AO) (43).

Una porcion del AOEV esta representado por componentes menores que incluyen una
fraccion no saponificable (apolar), representada por triterpenos, esteroles, tocoferoles y
pigmentos, que pueden extraerse con disolventes; ademas de una fraccion polar, donde los
compuestos fendlicos son prominentes, entre ellos el hidroxitirosol (HT) (44). El contenido
de estos componentes varia segun el tipo de cultivo, el clima, la madurez de la aceituna en
el momento de la cosecha y el proceso industrial utilizado para producir AOEV (44). El
reconocido poder antioxidante del AOEV esta dado por un alto contenido de vitamina E
(tocoferol) y de polifenoles como el HT (43). Hasta ahora el rol hepatoprotector del HT en
ratones expuestos a HFD tiene relacion con un efecto antiinflamatorio y antioxidante a
través de i) la activacion del factor de Nfr2 (del inglés, Transcripcion nuclear erythroid-2-like
2), induciendo la respuesta antioxidante celular (44); ii) Inactivacion de NF-kB,
disminuyendo la respuesta inflamatoria (45); vy iii) Inhibicion de la via PERK (del inglés
Proteinkinase RNA-ike endoplasmic reticulum kinase), evitando el estrés del reticulo
endoplasmatico, la autofagia y la respuesta lipogénica (46). Ademas, el HT ha demostrado
prevenir la reducciéon de la actividad hepatica de las enzimas A-5 y A-6 desaturasas en
HFD, favoreciendo el metabolismo de los AGPICL n-3 (45), la actividad de PPAR-a y B-
oxidacion de AG (44). Pudiendo contribuir a la prevencion de la lipoperoxidacion y el dafio
oxidativo del ADN (44). En la imagen 1 se presenta el resumen de los efectos

citoprotectores del DHA y de HT presentes en la literatura.
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Figura 3.
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Figura 3. Se presenta el resumen de los efectos hepatoprotectores descritos en la literatura para DHA y HT en
animales expuestos a HFD hasta la fecha, se representa ademas que el efecto conjunto de DHA + HT aln es

desconocido.

En este contexto donde se conoce el efecto hepatoprotector del DHA y del HT, por
separado, en ratones alimentados con HFD, surge como pregunta de investigacién qué
efecto tiene la suplementacion conjunta de DHA + HT sobre la actividad del factor de
transcripcion lipogénico SREBP-1c y del factor de transcripcion inflamatorio NF-kB en
ratones con esteatosis hepéatica inducida por HFD, ya que, no existen datos al respecto aln

en la literatura.
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5. Hipotesis de trabajo y objetivos

5.1 Hipotesis

La suplementacion dietaria con DHA + HT disminuye la esteatosis hepatica inducida por
una dieta alta en grasa en ratén, inactivando los factores de transcripciéon NF-kB y SREBP-
lc.

5.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion dietaria con DHA+ HT sobre la actividad de NF-kB
y SREBP-1c en ratones con esteatosis hepatica inducida por una dieta alta en grasa.

5.3 Objetivos especificos

1.Evaluar los cambios histolégicos y el perfil de acidos grasos hepaticos en ratones

alimentados con HFD y suplementados con DHA mas HT.

2. Evaluar el efecto de la suplementacién combinada del DHA e HT sobre la actividad de
union al ADN de los factores de transcripcion de SREBP-1c y NF-kB en los ratones

alimentados con HFD.

3. Evaluar el efecto de la suplementacién de DHA junto con HT en los niveles hepéaticos del
ARNmM de SREBP-1c y NF-kB de los ratones alimentados con HFD.

4. Determinar el efecto de la intervencion propuesta en los niveles hepaticos del ARNm de
proteinas reguladas por SREBP-1c y NF-kB, especificamente FAS y ACA para SREBP-1c,
y TNF-a e IL-1 para NF-kB.
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6. Metodologia

6.1 Definicion del disefio de la investigacion

Estudio experimental, aleatorizado, controlado, prospectivo, en modelo animal (raton). El
disefio del estudio fue aprobado por el Comité de Bioética Sobre Investigaciéon en Animales
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Protocolo CBA 0667 FMUCH).

6.2 Definicion de la muestra

Se utilizaron ratones machos C57BL/6J los cuales se obtuvieron del Bioterio Central,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Se trabajé con esta cepa de ratones dada su
utilidad para el estudio de alteraciones metabélicas inducidas por obesidad. El calculo del
tamafio muestral se realiz6 mediante el programa PRIMER versién 3.02 con un aumento
esperado de la expresion génica del 50%, desviacion residual de 25 y poder de 0,8. Se
consider6 un error alfa del 5%. El calculo indicé que se necesitaban 9 animales por grupo
en un total 8 grupos. De cada animal se obtuvieron muestras de sangre y tejidos, las que

se utilizaron para més de un experimento.

6.3 Protocolo de intervencién

Se asignaron al azar a los animales en uno de los ocho grupos experimentales; dieta control
(DC), DC+ DHA, DC + HT, DC + DHA + HT, Dieta alta en grasa (HFD), HFD+ DHA, HFD +
HT, HFD + DHA + HT. Los animales fueron alojados en una habitaciébn con temperatura
controlada en un ciclo luz-oscuridad de 12 hr luz y 12 hr de oscuridad por 12 semanas. Al
inicio de la intervencién, los animales tenian 21 dias de vida y un peso inicial de 12 a 14g.
Los animales pertenecientes a cada grupo fueron asignados en jaulas separadas segun
grupo (n= 4 por jaula), con libre acceso a la dieta correspondiente, y fueron suplementados
diariamente segun su tratamiento especifico via oral. Las dietas fueron estandarizadas en
aporte de micro y macronutrientes: i) Dieta de control (CD, Research Diet INC, USA
#D12492; dieta de roedores con 10% de Kcal% de grasa total, equivalentes a 3,85 kcal/gr),
i) Dieta alta en grasa (HFD, Research Diet INC, USA #D12492; 60% de Kcal% de grasa
total, equivalentes a 5,24 kcal/gr). El detalle de composicion nutricional de la dieta en Anexo

1. La suplementacion con DHA e HT fue administrada de forma oral, mediante técnica
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manual con una jeringa en dosis de 50 mg/kg y 5mg/kg del peso corporal al dia
respectivamente. Los productos suministrados fueron; DHA Golden Omega-Chile, aceite
rico en DHA obtenido a partir de aceite de anchoveta (70% DHA del total de AGPICL), el
perfil de AG del aceite rico en DHA utilizado se presenta en el Anexo 2. El HT, aceite de la
Vida 40%, DSM Nut Prod Chile S.A.-Chile, se obtuvo a partir de pulpa de aceitunas.
Semanalmente, se evalué tanto la ingesta como el incremento en el peso corporal de cada
ratén. Al finalizar el periodo, los animales en ayunas fueron anestesiados con Isoflurano
(Lunas better Pharmaceutical Co., Ltd) y sacrificados, obteniéndose muestras sanguineas
(por puncién cardiaca) y de tejido hepatico para el andlisis. Ademas, se obtuvo el peso
corporal, peso del higado, y peso del tejido adiposo. En la figura 4 se muestra un resumen

de la intervencion.

6.4 Definicion de variables
Variables descriptivas

Tanto la dieta (variable interviniente) como la suplementacion dietaria (variable

independiente), fueron medidas por control de ingesta, siendo su indicador la ingesta.

El peso corporal, peso de higado, ingesta de alimento e ingesta energética, fueron medidos

mediante el peso en una balanza analitica, cuyo indicador fue expresado en gramos.
Variables dependientes

Tanto SREBP-1c, NF-kB, TNF-a, IL-1B, FAS y ACA (todos variables dependientes), fueron
medidos por gPCR, siendo su indicador la expresion del mMRNA hepatico para cada caso.
Mientras que el porcentaje de unién al ADN hepatico fue medido por ELISA tanto para
SREBP-1c como para NF-kB.

La esteatosis hepatica fue medida mediante histologia, siendo sus indicadores i) porcentaje
de células con infiltracion vesiculas lipidicas y ii) presencia de esteatosis clasificada como

ausente, leve, moderada o grave.
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6.5 Procedimientos y técnicas

Dieta y suplementacion

Las dietas fueron asignadas aleatoriamente y cada animal tuvo libre acceso a su dieta
correspondiente. Si bien, las dietas se encuentran certificadas y estandarizadas con el
mismo aporte de vitaminas y minerales, no son isocaléricas; DC aporta 3,85 kcal/gr,
mientras que la HFD aporta 5,24 kcal/gr. La suplementacion con DHA e HT fue administrada

de forma oral en dosis de 50mg/kg y 5mg/kg de peso corporal al dia respectivamente.

Evaluacién de la esteatosis y marcadores de dafio hepético

1. Evaluacion histolégica: i) Evaluacion cuantitativa: se utilizé microscopia Optica para
analizar cortes de higado previamente fijados en formaldehido (10%), incluidos en parafina
y teflidos con hematoxilina-eosina. Esta técnica fue realizada por un Tecnd6logo Médico,
quien determin6 ademds si existia esteatosis macro o micro vesicular. ii) Evaluacion
cualitativa: realizado por un Médico Patdlogo, quien, mediante un andlisis ciego de los
cortes histolégicos, los clasificé de acuerdo a la presencia de inflamacion, fibrosis y/o
necrosis. Una vez obtenido el resultado, las muestras se clasificaron como ausentes, leves,

moderadas o severas en funcién del grado de esteatosis e inflamacion.

2. Niveles séricos de transaminasas: se midieron los niveles de AST y ALT (Ul/l) en suero,
mediante kit espectrofotométrico (specific diagnostic kits, Biomerieux, Marcyl' Etoile,

Francia). Los valores se expresan como U/l

Cuantificacion del contenido hepatico de grasa total TG y AGL

1. Grasa hepética total: se extrajo acorde al método de Bligh and Dyer (62) y
cuantificacion por gravimetria. Los valores fueron expresados como g/100 g de higado.

2. TG hepéticos y AGL en el higado: se utilizé un kit colorimétrico (#10010303, Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA y #ab65341, Abcam, Cambridge, MA, USA,
respectivamente). Los valores fueron expresados como mg/g de higado y pmol/g de higado,

respectivamente.
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Determinacion del perfil de AG hepéticos

1. Extraccion y separacion de lipidos tisulares: la extraccion cuantitativa de los lipidos
totales hepaticos se realizdé de acuerdo con la técnica Bligh and Dyer (62). Las muestras

fueron homogenizadas en ambiente frio y extraidas con cloroformo/metanol (2:1 v/v)

2. Preparacion de AG metilados: los lipidos saponificables obtenidos del tejido
hepatico fueron derivatizados a ésteres metilicos mediante hidrdlisis alcalina (NaOH
saturado en metanol), y posteriormente acida (BFz al 12% en metanol). El perfil de AG
hepaticos se realiz6 mediante cromatografia gas — liquida, utilizando un cromatégrafo HP
7890-A. Los valores se expresan como g de AG/100g de %EMAG.

Cuantificacion de la actividad de union al ADN de SREBP-1c y NF-kB al ADN
hepatico

Se realiz6 mediante la implementacion del kit ELISA especifico para cada factor de
transcripcion SREBP-1c y NF-kB (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml). Los valores de unién
para cada factor de transcripcién se expresaron como % de unién respecto al control
positivo Incluido en el kit. El ensayo de factor de transcripcion especifico de Cayman es un
método no radiactivo y sensible para detectar actividad de union al ADN del factor de
transcripcion especifico. El factor de transcripcion contenido en extractos nucleares y
lisados de células completas se une a un elemento de respuesta de ADNds para el factor
de transcripcion estudiado (SREBP-1c o NF-kB) inmovilizado una placa de 96 pocillos. El
factor de transcripcion se detecta mediante la adicién de un anticuerpo primario especifico
dirigido contra SREBP-1c o NF-kB. Finalmente, un anticuerpo secundario conjugado con

HRP se usa para proporcionar una lectura colorimétrica sensible a 450 nm.

Cuantificacion de la expresion hepatica de mRNA de SREBP-1C, NF-kB y proteinas
reguladas para cada uno de los genes; FAS, ACA para SREBP-1C y TNF-a e IL-1B
para NF-KB

La cuantificacion de la expresion hepatica del ARNm se realiz6 mediante la técnica de
polimeraza en tiempo real (QPCR). Se utiliz6 el kit Brilliant Il SYBR Verde pPCR Mastermix
(Stratagene, Agilent Technologies) acoplado a un sistema Mx3000P gqPCR (Stratagene,
Agilent Technologies). Se utilizaron partidores especificos para cada uno de los genes:IL-
1B (F: ACTCATTGTGGCTGTGGAGA, R: AGCCTGTAGTGCAGTTGTCT), SREBP-1c (F:
TGCAGTCTGCTTTGGAACCT, R:AGCTGGTGCAGCTTATGGTA),FAS (F:
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ACAAGCAACGTGAGCTCACT, R: TCAAGGTTCAGGGTGCCATT); ACA (F
ACCAGGGCAAATGCATCAGT, R: TCGGAAAAGCATCGGGAAGT) y NF«kB (F:
AGGAAGGCAAAGCGAATCCA. R: AGCGCCATGATTGCTAGACA) (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, USA). Las muestras se amplificaron por triplicado. Los Ciclos fueron calculados
automaticamente por el software pPCR de Agilent. Se utiliz6 como control interno el gen -
actina, ya que, ha demostrado ser un gen estable, expresarse en las células y tejidos

hepaticos y que no muestra cambios en las condiciones experimentales.

6.6 Plan de analisis

Los resultados fueron expresaron como mediana + rango intecuartilico. Se realizo el test no
paramétrico Kruskal-Wallis para determinar las diferencias estadisticamente significativas
entre grupos, seguido de un test post-hoc Dunn’s para la comparacion entre grupos. Se
determind la significancia estadistica con p<0.05. Para estos andlisis se utilizo el software
Graph Pad Prism versién 6.0, San Diego, CA, USA.
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Figura 4.
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Figura 4. Resumen de la intervencion. Se muestran las principales caracteristicas de los animales, distribucion
de los grupos experimentales segun las diferentes dietas, tiempo de intervencion y ciclo suefio vigilia a los que

fueron sometidos durante el periodo de la intervencion.
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7. Resultados

7.1 Efecto de la suplementacién con DHA méas HT en el peso corporal y peso del
higado en los ratones de los distintos grupos experimentales

Los resultados de las caracteristicas generales de los animales se presentan en el anexo
3. El peso inicial de los ratones en los distintos grupos experimentales no present6
diferencias significativas, en oposicion al peso corporal final donde si se encontraron
diferencias luego de 12 semanas de intervencion. Especificamente, los ratones
pertenecientes al grupo HFD (E) tuvieron un peso corporal significativamente mayor que el
grupo control al final del tratamiento. Respecto al peso del higado el grupo HFD + DHA +
HT (H) presentd un peso significativamente menor (p<0,05) que el grupo HFD (E). En
cuanto al tejido adiposo, los grupos HFD (E), HFD + DHA (F) y HFD + HT (G) tuvieron un
incremento significativamente mayor de tejido adiposo que los animales alimentados con

dieta control con o sin suplementacion.

7.2 Efecto de la suplementacién con DHA més HT en pardmetros de esteatosis y dafio
hepatico.

- Esteatosis hepética: El analisis de las imagenes histologicas representadas en la Figura

5.1 muestran que los ratones alimentados con DC, con y sin suplementacion (A, B, C y D)
presentan una histoarquitectura celular normal, sin presencia de focos de inflamacion,
necrosis o esteatosis hepatica. En contraste, los cortes histol6gicos correspondientes al
grupo alimentado con HFD (E) presentan un desplazamiento nuclear periférico, presencia
de esteatosis hepdatica tanto micro como macrovesicular con focos de infiltracion grasa
superiores al 60% de los campos estudiados. Los grupos HFD + DHA (F) y HFD + HT (G)
presentaron, respectivamente, 40 y 50% de los campos estudiados con focos de esteatosis
tanto micro como macrovesicular. Interesantemente, el grupo HFD + DHA + HT (H) presentd
una disminucion de los focos de esteatosis tanto micro como macrovesicular alcanzando
so6lo el 10 a 20% de los campos estudiados. El analisis del puntaje de esteatosis presente
en la Figura 5.2, evidencia la infiltracion grasa mayor al 66% en los animales del grupo HFD
(E) mayor al 66%, entre el 33 y 66%, para los grupos HFD + DHA (F) y HFD+ HT (G) y
menor del 33% en el grupo HFD + DHA + HT (H)

- Transaminasas hepaticas: Los niveles en suero de las enzimas AST y ALT (anexo 4) no

presentaron diferencias (p<0,05) entre ninguno de los grupos.
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Figura
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Figura 5.1 Histologia hepéatica de ratones alimentados con dieta control y alta en grasa con o sin suplementacién
de DHA e HT; secciones representativas de tejido hepatico; n= 8-10. Los cortes fueron fijados en formaldehido
y teflidos con hematoxilina eosina (40X de aumento). FlechaS gruesas (=) indican esteatosis macrovesicular y
flechas delgadas (—) indican indican esteatosis microvesicular. Figura 5.2 Score de esteatosis. n= 8-10. CD
(A); CD + DHA (B); CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); HFD (E); HFD + DHA (F); HFD + HT (G); HFD + DHA +
HT (H). Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas segun Test Kruskal
Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples; las letras mindsculas indican contra que grupo

existe diferencia significativa p<0,05
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7.3. Efecto de la suplementacién con DHA méas HT en el contenido lipidico hepatico.

- Acidos grasos libres (AGL) en el higado: En la Figura 6.1 se observa el nivel de AGL para

todos los grupos experimentales. No hubo diferencia entre los grupos controles con o sin
suplementacion. Los grupos HFD (E), HFD + DHA (F) y HFD + HT (G) tuvieron un nivel
significativamente mayor que los grupos con DC (A, B, C, D). Los animales alimentados
con HFD y suplementados con DHA +HT tuvieron un menor nivel de AGL respecto al grupo
HFD (E) (p<0,05).

- Triglicéridos (TG) hepéticos: En la Figura 6.2 se observan los niveles de TG hepéticos en

todos los grupos experimentales. No hubo diferencia entre los grupos controles con o sin
suplementacion. Los grupos HFD (E), HFD + DHA (F) y HFD + HT (G) tuvieron un nivel
significativamente mayor que el grupo control (p<0,05). Los animales alimentados con HFD
y suplementados con DHA +HT tuvieron un menor nivel de TG respecto al grupo HFD (E)
(p<0,05).

- Perfil_&cidos grasos: El perfil de acidos grasos saturados (AGS), acidos grasos

monoinsaturados (AGMI), acidos grasos poliinsaturados (AGPI) y los niveles de DHA, se
encuentran en la Tabla 1. No se observaron diferencias significativas en la cuantificacién
de AGS entre grupos con DC (A, B, C, D). El grupo HFD + DHA (F) presenté mayor
contenido de AGS que los grupos con DC. En el caso de los AG monoinsaturados (AGMI),
no hubo diferencias significativas entre grupos. Respecto a los AGPI, el grupo HFD + DHA

(F) presentd mayores niveles que los grupos con DC (p< 0,05).

- Grasa total: En la Tabla 1, se presenta el contenido de acidos grasos (AG) totales
presentes en el higado expresado en gramos de los ratones de todos los grupos
intervenidos. El grupo HFD + DHA + HT (H) present6 incremento (p<0,05) respecto a todos
los grupos controles (A, B, C, D).
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Figura 6. Acidos grasos libres (AGL) hepaticos (umol/g higado) (6.1) Triglicéridos (TG hepéticos (mg/g
higado) (6.2) n=8-10. CD (A); CD + DHA (B); CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); HFD (E); HFD + DHA (F);
HFD + HT (G); HFD + DHA + HT (H). Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias
significativas establecidas segin Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para coumparaciones multiples;
las letras minuUsculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.
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Tabla 1. Perfil de acidos grasos hepaticos de los diferentes grupos experimentales.

Principales AG

Acidos grasos hepaticos (unidad)

Acido graso CD (A) CD + CD+HT |CD+DHA | HFD(E) HFD + DHA | HFD + HT |HFD + DHA
(g/100g DHA (B) © + HT (D) (F) G) + HT (G)
higado)
AGS totales 0.45 0.5 0.44 0.42 0.56 0.56 0.54 0.44
(0.45-0.48) | (0.50-0.50) [(0.43-0.45) |(0.34-0.49) | (0.50-0.63)| (0.54-0.59) (0.48-0.60) | (0.35-0.53)
a a,c,d
C 16:0 acido 0.30 0.35 0.31 0.32 0.44 0.35 0.33 0.30
palmitico (0.29-0.31)| (0.34-0.35) | (0.3-0.32) [(0.25-0.38) | (0.29-0.39) | (0.34-0.36) | (0.31-0.36) | (0.55-0.76)
AGMI totales 0.25 0.229 0.27 0.241 0.30 (0.3- 0,25 0,29 0,25
0.24-0.27) | (0.22-0.23) [(0.25-0.28) | (0.19-0.28) 0.36) (0,24-0,26) | (0,28-0,29) | (0,25-0,26)
C18:2 n6 0.218 0.19 0.20 0.23 0.25 0.3 0.29 0.20
acido linoleico (0.20-0.23) | (0.19-0.21) |(0.17-0.29) | (0.17-0.29)| (0.21-0.28)| (0.28-0.31) | (0.28-0.3) | (0.2-0.20)
(AL) b
C 18:3n3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.007 0.006 0.007 0.002
acido (0.00- (0.00-0.00) | (0.00-0.00) | (0.00-0.00)
linolénico 0.00) b,c,d b,cd b,c,d
(ALA)
C 20:4 n6 ARA 0.13 0.009 0.143 (0.13 0.104 0.23 0.16 0.23 0.15
0.13-0.13) | (0.09-0.10) 0.14) (0.89-0.11) | (0.22-0.24)| (0.15-0.17) | (0.21-0.25) | (0.14-0.16)
b,d b,d
C 20:5 n3 EPA 0.025 0.18 0.005 0.01 0.003 0.01 0.002 0.019
(0.00- (0.01-0.01) (0.0-0.0) |[(0.00-0.21) (0.002- (0.008- (0.001- (0.017-
0.005) a 0.004) a,b 0.013) 0.003) b 0.021) e
C 22:6 n3 0.12 0.24 0.13 (0.12- 0.21 0.13 0.21 0.13 0.24
DHA (0.10-0.13) | (0.23-0.25) 0.14) (0.18-0.24) | (0.12-0.13)| (0.21-0.22) | (0.13-0.14) | (0.24-0.25)
d a,c b,h b,h a,.eg
AGPI 0.56 0.59 0.520 0.59 0.72 0.737 0.71 0.63
(0.49-0.51)| (0.57-0.61) [(0.49-0.55) | (0.48-0.70)| (0.67-0.76)| (0.72-0.75) | (0.67-0.74) | (0.61-0.65)
a,c
AG totales 1.27 1.32 1.22 1.25 1.58 1.56 1.54 1.33
1.19-1.24) | (1.30-1.34) ((1.17-1.28) | (1.02-1.48)| (1.39-1.77)| (1.50-1.61) | (1.44-1.63) | (1.26-1.51)

Perfil de acidos grasos totales de Dietas de todos los grupos experimentales. n= 8-10. CD (A); CD + DHA (B);
CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); HFD (E); HFD + DHA (F); HFD + HT (G); HFD + DHA + HT (H). Datos

presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas segin Test Kruskal Wallis, seguido

por test Dunn’s para comparaciones multiples; las letras minasculas indican contra que grupo existe diferencia

significativa p<0,05

7.4 Efecto de la suplementacién con DHA mas HT en la actividad de union al ADN de
SREBP-1c y NF-kB

- SREBP-1c: En la Figura 7.1 se presentan los resultados del porcentaje de actividad de

union al ADN de SREBP-1c para todos los grupos experimentales. No se encontraron

diferencias significativas entre los grupos con dieta control con o sin suplementacion (A, B,

C, D). Se observa un aumento significativo (p< 0,05) en el grupo HFD (E) respecto a todos
los grupos con DC (A, B, C, D). El grupo HFD + DHA (F) y HFD + HT (G) present6 un
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incremento de significativo de la actividad de unién de SREBP-1c respecto a los grupos DC
(A, B, C, D). El grupo alimentado con HFD + DHA+HT (H) disminuyé significativamente la
actividad de union al ADN de SREBP-1c respecto al grupo HFD (E) (p<0,05).

- NE-kB: En la Figura 7.2 se presentan los resultados del porcentaje de actividad de union
al ADN de NF-kB de todos los grupos experimentales. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos con dieta control (A, B, C, D). Se observa
un incremento (p< 0,05) en el grupo HFD (E) respecto a todos los grupos con DC (A, B, C,
D). El grupo HFD + DHA (F) y HFD + HT (G) present6 un incremento de significativo de la
actividad de unién de NF-kB respecto a los grupos DC (A, B, C, D). El grupo alimentado
con HFD + DHA+HT (H) redujo significativamente la actividad de unién al ADN de NF-kB
respecto al grupo HFD (E) sin suplementacion (p<0,05).
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Figura 7. Porcentaje de actividad de unién al ADN de SREBP-1c (7.1) y Porcentaje de actividad de union al
ADN de NF-kB (7.2) en higado. n= 8-10. CD (A); CD + DHA (B); CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); HFD (E);
HFD + DHA (F); HFD + HT (G); HFD + DHA + HT (H). Datos presentados como mediana + rango
intercuartilico. Diferencias significativas establecidas segun Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para

comparaciones multiples; las letras mindsculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.

7.5 Efecto de la suplementacion con DHA mé&s HT en los niveles de ARNm de SREBP-
1c y NF-KB.

- SREBP-1c: La Figura 8.1 muestra los niveles hepéticos del ARNm de SREBP-1cen los
grupos experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos con DC (A, B, C, D). Se observa un aumento significativo (p< 0,05) en el grupo
HFD (E) respecto a todos los grupos con DC (A, B, C, D). Los grupos HFD + DHA (F) y
HFD + HT (G) presentaron un aumento significativo del nivel de ARNm de SREBP-1c
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respecto a todos los grupos con DC. El grupo HFD+ DHA+ HT (H) disminuy6
significativamente el ARNm SREBP-1c respecto a los grupos HFD (E), HFD+ DHA (F) y
HFD+ HT (G) (p<0,05) en todos los casos)

- NE-kB: La Figura 8.2 muestra los niveles hepaticos de ARNm de NF-kB en los grupos
experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos con DC (A, B, C, D). El grupo expuesto a HFD sin suplementacion present6 un
mayor nivel de la expresion hepética del ARNm de NF-kB que todos los grupos controles
(A, B, C, D) (p<0,05). El grupo HFD + HT (G) y el grupo HFD + DHA tuvieron un incremento
significativo del nivel de ARNm de SREBP-1c respecto a todos los grupos con DC (p<0,05).
El grupo HFD+ DHA+ HT (H) disminuyo significativamente el ARNm NF-kB respecto a los
grupos HFD (E), HFD+ DHA (F) y HFD+ HT (G) p<0,05 en todos los casos.

8.1 8.2
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Expresion hepatica ARNm SREBP-1c

Expresién hepatica del ARNm NF-kB (p65)
en relacion a B actina

Figura 8. Expresion hepética del ARNm de SREBP-1c (8.1) y NF-kB (8.2) en higado. n=8-10. CD (A); CD +
DHA (B); CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); HFD (E); HFD + DHA (F); HFD + HT (G); HFD + DHA + HT (H).
Datos presentados como mediana * rango intercuartilico. Diferencias significativas establecidas segun Test
Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples; las letras minUsculas indican contra

que grupo existe diferencia significativa p<0,05.

7.6 Efecto de la suplementacién con DHA mas HT en la expresién génica de genes
regulados por SREBP-1C; FASy ACA y regulados por NF-kB; IL1-B y TNF-a

- Acido graso sintasa (FAS): En la Figura 9.1 se observan los niveles de ARNm de FASen

los grupos experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos con dieta control. Tanto el grupo expuesto a HFD (E) como HFD + HT (G)

presentaron mayor nivel de la expresion hepética del ARNm de FAS que todos los grupos
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controles (A, B, C, D) (p<0,05). Tanto el grupo HFD + DHA (F) como el HFD + DHA + HT
(H) disminuyeron significativamente el ARNm de FAS respecto al grupo HFD (E) (p<0,05).

- Acetil CoA Carboxilasa (ACA): En la Figura 9.2 se observan los niveles de ARNm de ACA

en los grupos experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos con dieta control. El grupo expuesto a HFD (E) sin suplementacion
presentd un mayor nivel de la expresion hepatica del ARNm de ACA que todos los grupos
controles (A, B, C, D) (p<0,05). El grupo HFD + HT (G) tuvo un aumento significativo
respecto que todos los grupos controles (A, B, C, D) (p<0,05). La suplementacion conjunta
en HFD con DHA +HT disminuyo significativamente el ARNm de ACA respecto a HFD (E),
HFD + DHA (F) y HFD + HT (G).

- Interleuquina 1 Beta (IL1-B): En la figura 9.3 se observan los niveles de ARNm de IL1-Ben

los grupos experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos con dieta control. El grupo expuesto a HFD (E) sin suplementacién
presentd un mayor nivel de la expresion hepatica del ARNm de IL1-B que todos los grupos
controles (A, B, C, D) (p<0,05) y que el grupo HFD + DHA (F). El grupo HFD + HT (G)
presentd un aumento significativo (p<0,05) respecto a todos los grupos controles (A, B, C,
D). La suplementacién conjunta en HFD con DHA +HT disminuyé significativamente el
ARNmM de IL1-B respecto a HFD (E).

- Factor de necrosis tumoral Alfa (TNF-a): En la figura 9.4 se observan los niveles de ARNm

de TNF-a en los grupos experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos con dieta control. El grupo HFD expresé un nivel superior de
TNF-a (p<0,05) respecto a todos que todos los grupos controles (A, B, C, D) (p<0,05) y que
el grupo HFD + DHA (F). El grupo HFD + HT (G) present6 mayor nivel de la expresiéon
hepatica del ARNm de TNF-a que todos los grupos controles (A, B, C, D) (p<0,05). La
suplementacion conjunta en HFD con DHA +HT disminuy6 significativamente el ARNm de
TNF-a respecto a HFD (E).
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Figura 9. Niveles hepaticos de ARNm FAS (9.1), ACA (9.2), IL1- (9.3), TNF-a (9.4) n=8-10. CD (A); CD + DHA
(B) ; CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); HFD (E); HFD + DHA (F); HFD + HT (G); HFD + DHA + HT (H). Datos
presentados como mediana +* rango intercuartilico. Diferencias significativas establecidas segun Test Kruskal
Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples; las letras mindsculas indican contra que grupo
existe diferencia significativa p<0,05
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8. Discusioén

8.1 Efecto delasuplementacion con HT y DHA en caracteristicas generales y dietarias

de los grupos experimentales

Los animales alimentados con HFD tuvieron tanto un peso corporal final y una ganancia de
tejido adiposo mayor (Anexo 3) que aquellos alimentados con DC, similar a lo reportado en
estudios anteriores (7,44,45). En este estudio si bien hubo una disminucién en el peso
corporal final de los ratones alimentados con HFD + DHA, HFD + HT y HFD + DHA + HT,
ésta no fue significativa respecto al grupo solo con HFD. Esto es contrario a lo reportado
por Natakani y cols. 2003 (47), quienes realizaron un estudio en ratones C57BL/6J
alimentados con HFD y suplementados con diferentes dosis de aceite de pescado (7% EPA
y 24% DHA) y de aceite de cartamo (46% AO y 45% AL), donde observaron una relacion
lineal inversa entre dosis de aceite de pescado y disminucion de peso corporal.
Interesantemente en este estudio, el andlisis de ingesta (anexo 5) evidencia que el grupo
alimentado solo con HFD presenté una menor ingesta que los demas grupos HFD con
suplementacion (HFD + DHA, HFD + HT o HFD + DHA + HT), estos resultados son
concordantes con Chida D, y cols., 2006 (47) y Valenzuela y cols., 2017 (44) donde se
asocia el incremento de citoquinas pro inflamatorias TNF-a, e IL-1B (Figura 9.3 y 9.4), con
un efecto anorexigeno. Esta manifestacion de disminucién del apetito fue reportada por
Plata-Salaman y cols., 1988 (48) mediante una inyeccion intracerebrovascular de IL1-B,
provocando la supresion del comportamiento de alimentacion en ratas. Una de las vias
implicadas puede ser que IL1-B y TNF-a tienen un efecto a nivel central provocando la
disminucion de apetito (49), estas citoquinas pueden modular las actividades
gastrointestinales de motilidad y vaciado gastrico y también pueden inducir la liberacién de
mediadores quimicos implicados en la alimentacion, tales como las hormonas
colesistoquinina, glucagon, insulina y leptina (50). En este estudio el peso del tejido adiposo
fue significativamente mayor en HFD, HFD + DHA y HFD + HT que en DC, sin embargo, el
grupo HFD + DHA + HT tuvo una disminucion significativa respecto al grupo HFD,
resultados en linea con lo reportado por Valenzuela y cols., 2017 (44) donde atribuyen el
efecto antilipogénico de la suplementacion conjunta de DHA + HT a una activacién de
PPAR-q, lo que promueve la B-oxidacion de acidos grasos (44) y disminuye a SREBP-1c,
disminuyendo por lo tanto, la activacion de genes prolipogénicos (47,51,52). En este

estudio, el peso del higado no tuvo cambios entre el grupo DC versus HFD, este hallazgo
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difiere de otros estudios en que los ratones alimentados con HFD tienen un peso de higado
mayor que el grupo control o que los animales con HFD suplementados con AGPICL n-3
(53).

8.2 Efecto de la suplementacién con HT y DHA sobre pardmetros de esteatosis y

dafio hepatico

En linea con resultados anteriores, en este estudio, los animales alimentados con HFD
produjeron esteatosis hepatica (53-55). Los grupos suplementados con DHA + HT
exhibieron una mayor proteccién en comparacion con los grupos de HFD solo con DHA o
solo con HT, con una reduccion significativa en la esteatosis hepética concordante con una
disminucion de los TG hepaticos y AGL. Este resultado es similar a lo reportado por
Valenzuela y cols., 2016 (56) donde informaron gue la suplementacion conjunta con aceite
de pescado 400 mg/kg/dia (200mg EPA+ 200 mg DHA) y AOEV (100 mg/kg/dia), en ratones
alimentados con HFD por 12 semanas, evitd el desarrollo de esteatosis hepatica (54).
Respecto al mecanismo implicado en el desarrollo de esteatosis hepéatica inducida por la
HFD, se ha propuesto que el estrés de reticulo endoplasmatico juega un rol fundamental
tanto en la patogenia como en la progresion de la EHGNA a etapas mas severas (56),
ademas, las vias de sefializacion activadas por el estrés de reticulo se han relacionado con
lipotoxicidad, IR, inflamacién y muerte celular apoptética (57). Se ha reconocido al reticulo
endoplasmatico (RE) como un punto de control de calidad, donde solo las proteinas
correctamente plegadas pueden salir del RE y pasar por la via secretora, por lo tanto,
cualquier evento que altere la capacidad de plegamiento del RE, como la sintesis excesiva
de proteinas, la acumulacién de proteinas plegadas incorrectamente, la deplecion de calcio
en el RE o un cambio en el estado redox inducira una reaccion fisioldgica a proteinas mal
plegadas conocida como UPR (del inglés unfolded protein response) (57). Al respecto,
Bobrovnikova-Marjon et al., 2008 (58) informaron que la via de sefializaciéon de la UPR tiene
un efecto prolipogénico, mediante la activacion de la via PERK-eiF2a-ATF4 aumentando la
expresion de las enzimas lipogénicas como la FAS, ATP-citrato liasa y SCoAD-1 y
disminucion de la actividad de PPAR-a por activacion de PERK (del inglés Proteinkinase
RNA-likeend plasmicreticulumkinase). En linea con lo anterior, Oyadomari S et al., 2008
(59) relacionaron la via de sefalizacion de la UPR con aumento de la expresion del receptor
adipogénico del receptor nuclear proliferador de peroxisomas y (PPAR-y) por activacion del
factor de iniciacion de traduccién en eucariontes 2a (eiF2a), ademas se ha relacionado la

via UPR con un incremento de genes PPAR-y, SREBP-1c, ACA y FAS en el hepatocito
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producto de la activacion del factor de transcripcién 4 (ATF4) (60). El efecto antiesteatotico
producido por la suplementacion conjunta de DHA + HT, podria estar mediado por una
sinergia en el efecto antilipogénico de ambos en la activacién del factor de transcripcion
PPAR-a (40) y la disminucion de la actividad del factor SREBP-1c (37). Al respecto,
Valenzuela R y cols., 2016 (54), informaron que la suplementacién conjunta de DHA + HT
tuvo una reducciéon mayor de la esteatosis hepética, TG y AGL en el higado respecto a los
animales con HFD solo con DHA o HT por separado (45). Ahagi N y cols., 2002 (28)
informaron que ratones ob/ob knockout para SREBP-1c no desarrollaron esteatosis masiva
caracteristica de los ratones ob/ob. Por lo tanto, SREBP-1c es necesario y suficiente para
el desarrollo de la esteatosis inducida por HFD. En este sentido el rol del DHA sobre la
inhibicion de SREBP-1c es fundamental; Takeuchi Y y cols., 2010 (39) usaron ensayos con
reportero in vivo de la actividad de transcripcion de SREBPs, donde mostraron que el
mecanismo primario para la supresion mediada por AGPICL est4d en el nivel de
procesamiento proteolitico, disminuyendo la transcripcion del ARNm de SREBP-1c. En
linea con los resultados de este estudio donde los animales con HFD+ DHA + HT lograron
disminuir significativamente los niveles de AGL (figura 3,1) y TG (figura 3.2) respecto a HFD,
normalizando el valor respecto a la DC. Al respecto, SREBP-1c puede activar la expresion
de mas de treinta genes que regulan enzimas implicadas en la sintesis de AG y TG, como
la FAS, ACA, SCoaD-1 (21-23), por lo tanto, su inhibicién tiene directo efecto sobre la
sintesis de AG Yy esterificacion a TG. Tanto HT como DHA tienen un efecto antilipogénico
dado por la promocién de la B-oxidacion de AG mediante del incremento de la actividad de
PPAR-a (39,40,44). Este ultimo, aumenta la expresion de Cyp4a (del inglés cytochrome
P450-4), un citocromo fuente de EROs, y mejora el recambio de lipidos hepaticos,
especificamente elimina los AG como sustrato para la peroxidacién lipidica, disminuye el
estrés de reticulo y es lo suficientemente potente como para prevenir el desarrollo de
esteatohepatitis (61). Otro mecanismo importante de produccién de esteatosis por HFD
tiene relacion con el EO. La HFD proporciona exceso de AGS, especialmente, acido
palmitico, una condicidon que desencadena la oxidacién mitocondrial AG y la produccién de
especies de oxigeno reactivo (EROs), en un proceso conocido como lipotoxicidad (62, 63).
El exceso de AGS libres en el tejido hepatico refleja un importante desequilibrio en el estado
redox de origen nutricional que también es observado en sujetos obesos con esteatosis
hepatica (14). En este trabajo no se midio el estado de EO ni produccion de EROs, sin
embargo, Rincon-Cervera y cols. 2016 (45), informaron que la HFD indujo estrés oxidativo

hepatico, disminucién significativa en el contenido de equivalentes totales de GSH (del
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inglés Reduced glutathione) y la relacion GSH / GSSG (del inglés Glutathionedisulfide),
junto con mejoria de los indicadores pro-oxidantes, carbonilos proteicos, F2-isopostanos,
TBAR (del inglés Thiobarbituric acid reactive substances) y reduccion en la actividad de las
enzimas antioxidantes en ratones machos C57 BL / 6J que fueron alimentados con una
HFD durante 12 semanas (60% de grasa, 20% de proteina, 20% de carbohidratos). Como
un mecanismo patoégeno central, el EO puede desencadenar alteraciones secundarias que
incluyen (i) agotamiento de AGPICL n-3, una caracteristica que estad asociada con una
mayor concentracion de peroxidacion lipidica de estos AG y / o menor sintesis de AGPICL
n-3 debido a la reduccién en la actividad de A-5 y A-6 desaturasas (11, 45); (ii) desarrollo
del estrés del RE (61); y (iii) IR que son relevantes en el desarrollo de la esteatosis hepéatica
(11). EL HT, por su parte, ha mostrado disminuir el EO. Al respecto, Covas y cols. 2006 (64)
realizaron un estudio clinico controlado randomizado en humanos con 200 voluntarios
hombres adultos aparentemente sanos, a los que se les indic6 el consumo de aceite de
oliva en dosis diaria de 25 ml con contenido alto, medio o bajo de polifenoles, en diferentes
secuencias durante 3 semanas con 2 semanas de descanso entre cada intervencion.
Concluyeron que el aceite de oliva mejord perfil lipidico y mejoré la razon GSH/GSSG,
siendo mayor el efecto en el aceite alto en contenido de polifenoles. Rincon-Cervera et al.,
2017 (45) reportaron que el efecto neto de la suplementacién conjunta EPA + HT versus el
de la suplementacion solo con HT no present6 diferencias significativas sobre los
parametros de estrés oxidativo en el higado de ratones sometidos a HFD por 12 semanas,
otorgando el efecto antioxidante al HT. El HT ademas mejor0 la actividad de las A-5 y A-6
desaturasas en ratones alimentados con HFD, este podria ser el fundamento de la sinergia

de la suplementacién conjunta de DHA + HT en el efecto antilipogénico.

Respecto a las transaminasas, en este estudio no se observaron diferencias significativas
entre ninguno de los grupos experimentales para ninguna de las dos transaminasas (AST,
ALT (anexo 4), esto puede deberse a que los niveles séricos de 46 transaminasas son poco
sensibles para el diagndstico de EHNA en la mayoria de los individuos, y que los cambios
en sus niveles no se relacionan necesariamente de manera directa con los cambios en la
progresion de la esteatosis o fibrosis en higado (54), no constituyendo un examen para un

diagnostico temprano de esteatosis hepatica.
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8.3 Efecto de la suplementacién dietaria con HT y DHA sobre el perfil hepético de
AG

En este estudio el grupo HFD + DHA + HT tuvo un contenido hepético de DHA
significativamente mayor en comparacién al grupo HFD sin suplementacién. Al respecto,
Tanakay cols., 2008 (65), evaluo la eficacia y seguridad de EPA altamente purificado (2700
mg/dia) durante 12 meses en 23 pacientes con EHGNA mediante pardmetros bioquimicos
e histologicos. Se observo que aumento el contenido de EPA en suero y disminuyé la razén
n-6/n-3, ya que se redujeron las concentraciones de ARA. En este estudio hubo un aumento
de la concentracién de ARA en HFD respecto a la DC (p<0,05).Estos resultados podrian
deberse a que la HFD aporta mayor cantidad de AL que ALA, 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 en el RE que contemplan desaturaciones, elongaciones vy
retroconversion metabodlica a través de B-oxidacion (acortamiento de la cadena
hidrocarbonada) en los peroxisomas (13). En este proceso las enzimas A-5 y A-6
desaturasa son fundamentales (7), particularmente en pacientes con EHGNA (11); se ha
visto que tienen ademas una actividad disminuida, por lo que se produce una competencia
entre los AG y al haber mayor cantidad de AL en la dieta, éste tenderia a tener una mayor

conversion hacia sus derivados como ARA (13,15).

8.4 Efecto de la suplementacién con DHA y HT sobre parametros asociados al
metabolismo lipidico

En este estudio la HFD indujo el incremento de la actividad de SREBP-1c (figura 7.1), de la
expresion de SREBP-1c (figura 8.1) y se sus genes regulados FAS y ACC (figura 9.1y 9.2)
significativamente respecto a la DC (p<0,05 para todos los casos). Los resultados muestran
una correlacion positiva tanto entre la actividad de union al ADN de SREBP-1c y nivel
hepatico de ARNm de FAS (p=0,94 y r>=0,88)como del nivel hepatico de ARNm de SREBP-
1c y ARNm de FAS (p=0,93 y r>=0,87) (anexo 6.1 y 6.2 respectivamente). El estado
prolipogénico inducido en el higado por la HFD puede ser contribuido por varios factores,
entre ellos: i)regulacion al alza de la expresion del ARNm y unién a ADN de SREBP-1c
dependiente del acido palmitico (66), ii) disminucion en la actividad de las desaturasas A-5
y A-6, evento que se asocia con induccién de EO, produccién de radicales libres y
carbonilacién de proteinas que desencadenen un mal plegamiento de proteinas
conduciendo a estrés de RE e induccion de la escision proteolitica de SREBP-1c (66) y

iiresistencia a la insulina que desencadena la lipdlisis periférica con optimizacion de flujos
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de AG vy glicerol al higado aumentando la lipogénesis (8). Existe por lo tanto una
interrelacién entre estrés oxidativo, el ER y la IR concomitante con trastorno en la sintesis
y disponibilidad de AGPICL n-3 en el higado y tejidos extrahepaticos y una regulacion
aumentada de SREBP-1c con el desarrollo de esteatosis hepatica. A nivel molecular, la
suplementacion conjunta de HFD + DHA + HT fue capaz de disminuir significativamente
tanto la actividad de unién al ADN (figura 7.1) como la expresion del ARNm de SREBP-1c
(figura 8.1) y sus genes regulados FAS (figura 9.1) y ACA ( figura 9.2) respecto a los ratones
con HFD (p<0,05 para todos los casos), normalizando los valores del ARNm de SREBP-1c
y sus proteinas reguladas respecto a la DC. Estos resultados evidencian que el efecto
antilipogénico podria deberse tanto a una accion a nivel de la de proteina madura activa
SREBP-1c como en el precursor. Al respecto, Hyoun-Ju Kim y cols., 1999 (67) informaron
gue una dieta rica en aceite de pescado (60% aceite de pescado con 7% EPA y 24%
DHA,14% de carbohidratos, 24% proteinas) disminuy6 el nivel de ARNm de SREBP-1c en
el higado en un 86% en ratones respecto a los ratones alimentados con aceite de cartamo
(60% aceite de cartamo,14% de carbohidratos, 24% proteinas), atribuyendo la accién del
aceite de pescado a una disminucion la forma madura de SREBP al disminuir la expresion
de ARNm de SREBP-1c.Takeuchi Y y cols., 2010 (39) usando ensayos reporteros in vivo,
mostraron que el mecanismo primario para la supresion de SREBP-1c dada por los
AGPICL n-3 ocurre a nivel del procesamiento proteolitico y que esta supresion a su vez
disminuye la transcripcion de ARNm a través de la reduccion de la unién de SREBP-1 al
elemento de unién SREBP en el promotor, impidiendo la maduracién. Dossiy cols., 2014
(40) sometieron a ratones C57BL / 6J machos a DC o HFD por 12 semanas, luego
cambiaron la HFD a DC + AGPICL n-3 con una dieta normocaldérica por 8 semanas mas, la
suplementacion de AGPICL n-3 suprimi6é la mejora inducida por HFD en las relaciones
hepaticas SREBP-1c / PPAR-aq, sugiriendo un cambio en el estado metabdlico del higado
desde un estado lipogénico a uno que favorece la oxidacién de acidos grasos. En este
estudio, la suplementacion conjunta de HFD + DHA + HT produjo una disminucién en los
niveles de TG y AGL (figura 3.1 y 3.2) concomitante con la reduccion del ARNm de FAS y
ACA, enzimas implicadas en la sintesis de AG. Si bien en este estudio no se midi6 la
actividad de PPAR-q, el efecto de la suplementacion con DHA + HT sobre su actividad se
encuentra documentado (39, 40), al respecto, Hernandez-Rodas y cols. 2017 (66),
informaron que la suplementacion durante 12 semanas con DHA (50 mg / kg / dia) + AOEV
(50 mg / kg / dia) previno la disminucién de la actividad y expresion del ARNm de PPAR-q,

inducido por la HFD, junto con una disminucién en la actividad de unién y expresién del
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ARNm de SREBP-1c y sus proteinas reguladas FAS y ACA. Bajo estas condiciones, la
recuperacion de los niveles de ACPICL n-3 por DHA + HT estimulan la B-oxidacion de AG
mitocondrial y peroxisomal a través de la activacion de PPAR-a, aumentando la Acil-CoA
oxidasa (ACOX) y la transcripcién de la Carnitina palmitoil transferasa | (CPT-1), junto con
una regulacion negativa de PPAR-a sobre SREBP-1c que se encuentra aumentado en
HFD, lo que explicaria la disminucién de los AGL y TG y por ende el efecto antilipogénico
(figura 3.1y 3.2).Los efectos hepatoprotectores del HT también estan relacionados con la
estimulacién de la B-oxidacion peroxisomal hepatica de AG (68) e inhibicién de la sintesis
de TG (68), promoviendo la salida de TG del higado, atenuando la resistencia a la insulina

y disminuyendo el flujo de AG del tejido adiposo al higado (69) (imagen 5).

8.5 Efecto de la suplementacién con HT y DHA sobre pardmetros inflamatorios

En relacion con el estado proinflamatorio, los ratones sometidos a HFD + DHA + HT
normalizaron la actividad de unién a ADN de NF-kB, y la expresion hepatica de NF-kB, IL-
1B y TNF-a respecto al grupo DC. Ademas, hubo una correlacion positiva tanto entre la
actividad de unién al ADN de NF-kB y nivel hepatico de ARNm de TNF-a (p=0,89 y r?=0,78)
como del nivel hepatico de ARNm de NF-kB y ARNm de TNF-a (p=0,87 y r>=0,76) (anexo
6.3 y 6.4 respectivamente). Especificamente, la HFD posee un alto contenido de AGS,
especialmente, acido palmitico, el consumo constante de este acido graso desencadena la
oxidacion mitocondrial de AG, aumento de la produccién de especies de oxigeno reactivo
(ERO), activacion de NF-kB y lipotoxicidad (40-42). Si bien, en este estudio, no se evaluaron
pardmetros de estrés oxidativo, Rincon-Cervera y cols., 2016 (45) informaron que la HFD
indujo una disminucion significativa en el contenido de equivalentes totales de GSH y la
relacion GSH / GSSG, con niveles mejorados de los indicadores pro-oxidantes, carbonilos
proteicos, F2- isopostanos, y TBAR, y reduccién en la actividad de las enzimas
antioxidantes. Hernandez-Rodas et al. 2017 (66) informaron que la suplementacién
conjunta de HFD + AOEV fue capaz de disminuir significativamente parametros
relacionados con el estrés oxidativo en animales alimentados con HFD, ademas de
normalizar la capacidad de unién ADN de Nrf2, el nivel de ARNm de GST y la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD (superoxido dismutasa) y GSH, ademéas de mejorar la
actividad de las A-5 y A-6 desaturasas. Se ha documentado que el efecto antiinflamatorio
de los AGPICL (EPA y DHA), tiene relacion con la formacién de un complejo no funcional

entre PPAR-a y NF-kB, evitando la produccién de citoquinas proinflamatorias y la activacion
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de NF-kB (66). Ademas, el DHA es precursor de mediadores antiinflamatorias tales como
las resolvinas de la serie D (36) y protectinas que son sintetizadas a partir del 17S-hidroxi-
DHA (producto intermedio de DHA) (36), los cuales pueden inhibir las vias de sefializacion
inflamatorias. El resumen de las vias implicadas en el efecto hepatoprotector de la
suplementacion conjunta de DHA + HT en HFD se encuentran en la figura 10. EI DHA
también es un agonista de FFA4 (del inglés Free fattyacid receptor-4), reduciendo la
inflamacién inducida por los macréfagos a través de la inhibicion tanto del ensamblaje del
inflamasoma NLRP3 (del inglés nucleotide-bindingolig omerization domain-like receptor
containingpyrindomain 3 inflammasome) como de la activacién de NF-«kB (70, 71). EI HT
por su parte, disminuye la expresiéon de genes proinflamatorios mediante la regulacion
negativa de NF-kB (45). Se ha demostrado ademas que el HT inhibe la via PERK, evitando

el estrés del RE la autofagia y la respuesta lipogénica (46).
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Figura 10. Resumen de vias metabdlicas implicadas en efecto hepatoprotector de la suplementacion conjunta
de DAG+ HT en HFD. Donde el efecto atilipogénico esta dado tanto por HT como por DHA al inactivar a SREBP-
1c. El efecto antiinflamatorio esta dado a dos niveles, el HT ejerce un efecto antioxidante que aumenta la
concentracion de DHA y el DHA por su parte que activa a PPAR-q, lo que genera una inactivacion de NF-kB y
sus mediadores proinflamatorios TNF-a. El efecto proinflamatorio esta dado en HFD por el consumo constante

de acido palmitico quedesencadena oxidacion mitocondrial de AG, aumento de la produccion de especies de

oxigeno reactivo (EROs), activacion de NF-kB y lipotoxicidad.
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9. Conclusién

En conclusion, la suplementacion con DHA + HT atenud los trastornos metabdlicos
hepaticos, mitigando los efectos prolipogénicos y proinflamatorios inducidos por la HFD; la
desregulacién del metabolismo de los AGPICL n-3, el aumento de la expresiéon de SREBP-
1c y NF-kB y disminucion de PPAR- a, todos factores que conducen al desarrollo de
esteatosis hepética. Identificamos un sinergismo en la acciéon antilipogénica vy
antiinflamatoria del DHA y HT sobre SREBP-1c, NF-kB y sus genes diana, FAS y ACA para
SREBP-1c e IL-18 y TNF para NF-kB.

Este trabajo constituye un innovador aporte al conocimiento respecto al comportamiento de
factores de transcripciéon implicados en la lipogénesis e inflamacion; SREBP-1c y NF-kB en
HFD y como la suplementacion con DHA y HT puede modular su actividad, normalizando a
valores de ratones con dieta control. Se sugiere realizar estudios en humanos con dieta
occidental con suplementaciones de DHA y HT en cantidades equivalentes. El célculo y
discusion de la dosis de suplementacién de HT y DHA extrapolada a seres humanos se

discute en el anexo 7.
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Anexos

Anexo 1.

Informacion nutricional de las dietas experimentales

Dieta control High fatdiet
g kcal% g kcal%

Proteinas 19,2 20 26,2 20
Carbohidratos 67,3 70 26,3 20
Lipidos 43 10 34,9 60
Total 100 100
kcall/g 3,85 5,24
Ingrediente g kcal g kcal
Caseina, 30 Mesh 200 800 200 800
L-Cisteina 3 12 3 12
Almidén de maiz 315 1260 0 500
Maltodextrina 35 140 35 140 125 275.2
Sacarosa
Celulosa, BW200 50 0 50 0
Aceite de soya 25 223 25 225
Manteca de cerdo** 20 180 245 2205
Mezcla de minerales 10 0 10 0
S10026
Fosfato dicalcico 13 0 13 0
Carbonato de calcio 55 0 5.5 0
Citrato de potasio, 1 H20 16.5 0 16.5 0
Mezcla de vitaminas 10 40 10 40
V10001
Bitartrato de colina 2 40 2 40
Tartrazina (FD&C yellow 0.05 0 0.05 0
dye #5)
Total 1055.05 4057 773.85 4057
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Anexo 2 Perfil 4cidos grasos totales del aceite utilizado como fuente de DHA

% Metil Ester AG g/100g
C10:0 Acido Decanoico 0 0
C12:0 Acido dodecandico 0 0
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 Tetracosandico 0 0
Total Ac. Grasos Saturados 6.606 5.412
Acidos Grasos Monoinsaturados
C14:1 Acido Tetradecendtico 0 0
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 Erucico 1.076 0.711
C24:1 Acido Tetracosaendico 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 0
C18:3 n-3 Acido a — Linolénico 0.156 0.103
C20:2 n-6 Acido Eicosadiendico 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 Eicosatriendico 0.264 0.174
C20:4 n-6 Acido Eicosatetraendico 0.710 0.469
C20:5 n-3 Acido Eicosapantaenoico (EPA) 16.116 10.651
C22:5 n-3 Acido Dososapentaendico 10.039 6.635
C22:6 n-3 Acido Docosahexaendico (DHA) 58.215 38.476
Total Ac. Grasos Poliinsaturados 86.053 56.875
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Anexo3. Caracteristicas generales de los animales.

n= 8-10. CD (A); CD + DHA (B); CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); HFD (E); HFD + DHA (F); HFD + HT (G);
HFD + DHA + HT (H). Datos presentados como mediana * rango intercuartilico. Diferencias significativas

establecidas segun Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones mdltiples; las letras

minudsculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.

Parametros/ | CD (A) D+DHA (B) | CD+HT (C) | CD+DHA+HT | HFD (E) | HFD+ DHA | HFD+HT (G) | HFD+DHA+HT

Grupos (D) ) (H)

Peso tejido | 0,998 0,942 1,005 0,079 4,095 3,025 3125 2,004

adiposo (g) | (©:94-0.09) | (0.854-1,06) (388788)- (0,88-1,072) ﬁgg%- (2.045-3,161) (2,854-3,735) (1,882:5,104)
a,b,c,d,h a,b,c,d a,b,c,d

Peso 1272 1,44 1,305 1,335 1,405 1,26 1,377 1,274

higado (9) | (1 157.1,43) | (1,405-1,52) |(1,146-1,393)| (1,212-1,508) (11’12‘;" (111-1,355) B2 (g 2310 287)

’h e
Peso corporal| 27,7 30,15 27,85 29,95 35,20 29,30 33,35 30,75
final @ (2286?,79(?)- (2033 |(26:7-29.58) | (28.03-31,89) (ggg;)— (27.60-33,15) 15 35 36.42)| (26,08.34.30)
32,08) a,cd a

Peso corporal| 14,75 14,20 14,40 14,20 14,20 13,85 14,30 14,30

inicial (g) | (1375°15,70) (13.30-15,10)1 3 515 20)| (13,50-15,38) | (13,30- |(13,45-14,95) (1328-15.08)| (13,35-14,55)
14,7)
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Anexo 4. Transaminasas
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Niveles de aspartato transaminasa (AST) (1) y alanina transaminasa (ALT) (2) en suero (U/L). n= 8-10. CD (A);
CD + DHA (B); CD + HT (C); CD + DHA + HT (D); DAG (E); DAG + DHA (F); DAG + HT (G); DAG + DHA + HT
(H). Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas establecidas segin Test
Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples; las letras minasculas indican contra que
grupo existe diferencia significativa p<0,05
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Anexo 5. Control de ingesta

Datos presentados como mediana + rango intercuartilico de ingesta dietaria (g/dia), ingesta energética (g/dia),

ingesta proteica (g/dia), ingesta CHO (g/dia), ingesta lipidos (g/dia).

n=8-10. CD (A); CD + DHA (B); CD + HT

(C); CD + DHA + HT (D); HFD (E); HFD + DHA (F); HFD + HT (G); HFD + DHA + HT (H). Diferencias significativas
establecidas segun Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples; las letras

minudsculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05

Grupos/ CD (A) CD+DHA CD+HT (C) | CD+DHA+ | HFD (E) | HFD+ DHA | HFD+HT HFD+DHA

Paradmetros (B) HT (D) (F) (G) +HT (H)

Ingesta 3,89 3,81 (3,64- | 3,96 3,48 3,2 3,82 3,86 3,82

dietaria (3,77-3,98) | 3,89) (3,79-3,99) | (3,18-3,59) | (3,78- (3,78-3,88) | (3,78-3,94) | (3,78-3,92)

(g/dia) 3,88)

Ingesta 14,99 14,67 14,84 14,4 17,42 20,01 20,18 20,04

energética | (0,73-0,77) ((14,01- 14,99)|(14,58-15,28) | (14,08- (17,22- (19,81- (19,77- (19,92-

(g/dia) 14,34) 17,89) 20,30) 20,66) 20,54)
a,b,cd a,b,cd a,b,cd a,b,cd

Ingesta 0,75 0,74 0,74 0,74 0,94 1,01 1,01 1,00

proteica (0,73-0,77) | (0,70-0,75) | (0,73-0,76) | (0,73-0,76) | (0,90- (0,99-1,02) | (0,99-1,03) | (0,99-1,03)

(g/dia) 0,97) a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d
a,b,c,d

Ingesta 2,63 2,57 2,6 25 0,94 1,00 1,01 1,00

CHO (g/dia) | (2,54-2,68) | (2,45-2,63) | (2,55-2,67) | (2,50-2,55) | (0,90- (0,99-1,02) | (0,99-1,03) | (0,99-1,03)
0,97) a,b,c,d a,b,c,d a,b,c,d
a,b,c,d

Ingesta 0,17 0,16 (0,16- | 0,17 0,16 1,10 1,33 1,35 1,33

lipidos (0,16-0,17) | 0,17) (0,16-0,17) | (0,16-0,17) | (1,07- (1,32-1,36) | (1,32-1,38) | (1,32-1,37)

(g/dia) 1,13) a,b,cd a,b,cd a,b,cd
a,b,c,d
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Anexo 6.
Correlaciones

6.1 Correlacion activad de unién al ADN de SREBP-1c y niveles ARNm hepatico de FAS
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Actividad de unidn al ADN de SREBP-1c

Actividad de unién al ADN de SREBP-1c y niveles hepéaticos de ARNm de FAS de todos los grupos
experimentales. Donde p= 0,94 r?=0,89y = 0,022x + 0,2099

6.2 Correlacion Niveles hepaticos ARNm de SREBP-1c y FAS
25

15 e

0.5

Miveles hepaticos ARNm de FAS

0 1 2 3
Niveles hepaticos ARNm de SREBP-1c

Niveles hepaticos de ARNm de SREBP-1c y FAS de todos los grupos experimentales. Donde p= 0,93 r>=0,87
y = 0,4809x + 0,5301
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6.3 Correlacion activad de union al ADN de NF-kB y niveles hepéaticos de ARNm de TNF-a

2,5

1.5

0,5

Niveles hepdticos ARNm de TNF-a

0 20 40 60 a0
% unidn al ADN de NF-kB

Actividad de unién al ADN de NF-kB y niveles hepéaticos de ARNm de TNF-a de todos los grupos experimentales.
Donde p= 0,89 r?=0,7761 y = 0,0301x + 0,1123

6.4 Correlacion Niveles hepaticos ARNm de NF-kB y TNF-a
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Niveles hepaticos ARNm de NF-kB

Niveles hepaticos de ARNm de NF-kB y TNF-a de todos los grupos experimentales. Donde p= 0,87 r?=0,7562
y =0,607x + 0,2638
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Anexo 7. Célculo y discusién de la dosis de suplementacion de HT y DHA extrapolada a
seres humanos

Calculo:
La tasa metabdlica basal (TMB) del raton es diferente a la del humano, lo que se debe
considerar a la hora de extrapolar la dosis. La relacién, es alométrica y no isométrica, en

este caso. Esto quiere decir que la dosis no se puede calcular como proporcionalidad
directa.

En mamiferos de utiliza la siguiente ecuacion (90):M = 70W34

donde:

M: Tasa metabdlica en Kilocalorias (kcal)/diaW: Masa corporal en Kilogramos (kg)

Se asume que el metabolismo del HT y del DHA es similar a la TMB, por lo que se utiliza
también el 0,75 (90,91).

Considerando un peso de ratén de 30 g y de un humano de 70 kg, el calculo seria el

siguiente:
Hidroxitirosol

En ratén de 30 g: 5mg/kg peso — 0,15 mg en 0,03 kg de raton — 0,15mg en 0,03 kg %" =
2,08 mg/kg °7®

En humano de 70 kg: 2,08 x 70 kg °"® = 50,33 ~ 50mg — 50/70 kg = 0,71mg/kg
DHA

En raton de 30 g: 50mg/kg peso — 1,5 mg en 0,03 kg de raton— 1,5mg en 0,03 kg % =
20,8 mg/kg 7’

En humano de 70 kg: 20,8 x 70 kg %"= 503,36 ~ 500mg— 500/70 kg = 7,14 mg/kg
Por lo tanto:

5mg/kg extracto de olivo en raton = 0,71 mg/kg en humano (50mg/dia en humano de
70 kg) 50mg/kg aceite rico en DHA en humano = 7,14 mg/kg en humano (500mg/dia
en humano de 70 kg).
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Las dosis planteadas se traducen a 10 cucharaditas de aceite de oliva al dia y consumo de
pescados grasos 2 veces por sema

B
5mgl/kg extracto 0,71 mg/kg extracto
de olivo en ratén de olivo en humano (50mg/dia)
50mg/kg aceite 7,14 mg/kg en humano (500mg/dia)
rico en DHA en

ratén

FAO/OMS=500mg/dia
Pescado 2 veces por
semana

70kg
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