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RESUMEN

Los é&cidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 (AGPICL ®-3) son
compuestos que estan asociados a multiples funciones fisiologicas, lo que sugiere que su
administracion puede prevenir varias enfermedades crénicas no transmisibles. Por lo
tanto, en este trabajo se evalud el efecto de la suplementacion con AGPICL ®-3 en la
prevencion de la esteatosis hepética, resistencia a la insulina e inflamacion sistémicas, en
ratones alimentados con una dieta enriquecida en grasa. Para tales propdsitos, ratones
C57BL/6J machos recibieron (a) dieta control (10% grasa, 20% proteina, 70%
carbohidrato), (b) dieta control mas AGPICL ®-3 (108 mg/kg/dia de acido
eicosapentaenoico mas 92 mg/kg/dia de acido docosahexaenoico), (c) dieta alta en grasa
(60% grasa, 20% proteina, 20% carbohidrato) y (d) dieta alta en grasa mas AGPICL o-
3, durante periodos de 8 y 12 semanas. Se determinaron parametros de peso corporal,
resistencia a la insulina, inflamacion sistémica, esteatosis hepatica y composicién
hepatica de acidos grasos. La alimentacion con dieta alta en grasa aumento
significativamente el peso corporal e indujo esteatosis hepatica del tipo macrovesicular,
junto con elevar los niveles plasmaticos de insulina y glucosa en ayuno, HOMA-IR
(homeostasis model assessment) y los niveles plasméaticos de TNF-oa. También se
observé disminucién en los niveles hepaticos de AGPICL ®-3 y un aumento en la
relacion w-6/m-3 al comparar con el grupo control. Estas alteraciones fueron reducidas o
normalizadas a valores control en animales alimentados con dieta alta en grasa y
suplementados con AGPICL ®-3, junto con aumentos significativos en los niveles
hepaticos de AGPICL ®»-3 y disminucion en la relacion de acidos grasos w-6/m-3. Por lo
tanto, el restablecimiento de los niveles de AGPICL ®-3 en ratones alimentados con
dieta alta en grasa y suplementados con EPA y DHA reduce el contenido lipidico

hepético, disminuye la inflamacidn sistémica y mejora la sensibilidad a la insulina.
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ABSTRACT

Changes on hepatic lipid profile in high-fat diet mice: effects of supplementation
with eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids.

Omega-3 (»-3) long-chain polyunsaturated fatty acids (o-3 LCPUFA) are associated
with several physiological functions, suggesting that their administration may prevent
many non transmissible chronic diseases. Therefore, prevention of liver steatosis, insulin
resistance and systemic inflammation by LCPUFA supplementation in mice fed a high
fat diet were evaluated. For these purposes, male C57BL/6J mice received (a) control
diet (10% fat, 20% protein, 70% carbohydrate), (b) control diet plus -3 LCPUFA (108
mg/kg/day eicosapentaenoic acid plus 92 mg/kg/day docosahexaenoic acid), (c) high fat
diet (60% fat, 20% protein, 20% carbohydrate), or (d) high fat diet plus ®-3 LCPUFA
for 8 and 12 weeks. Parameters of body weight, insulin resistance, systemic
inflammation, liver steatosis and fatty acid analysis were determined. High fat diet
significantly increased body weight and induced macrovesicular steatosis, concomitantly
with higher fasting serum glucose and insulin levels, HOMA-IR (homeostasis model
assessment), and plasmatic TNF-a levels. Hepatic ®-3 LCPUFA depletion and elevated
®-6/®-3 ratio over control values were also observed. These changes were either
reduced or normalized to control values in animals subjected to high fat diet and ®-3
LCPUFA supplementation, with significant increased hepatic total -3 LCPUFA
content and reduced w-6/m-3 ratio. So, repletion of liver ®-3 LCPUFA levels by ®-3
LCPUFA dietary supplementation in high fat diet mice reduces hepatic lipid content,

systemic inflammation and improves insulin sensitivity.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad por higado graso no alcohélico

La enfermedad por higado graso no alcoholico (EHGNA) corresponde a un término
clinico-patologico que abarca un espectro amplio de enfermedades cuyo sello distintivo
es la acumulacion anormalmente alta de triglicéridos (TAG) en el tejido hepatico
(niveles de TAG superiores al 5% del peso del higado, fendmeno conocido como
esteatosis hepética), sin ingestas significativas de alcohol y en ausencia de marcadores
de dafio hepaético virales, congénitos o autoinmunes (Musso et al., 2009). La EHGNA es
la causa mas comun de enfermedad hepatica crénica en occidente con una prevalencia
estimada de un 20-30% en la poblacion general (Anderson & Borlak, 2008; Pettinelli et
al., 2011). Se encuentra fuertemente asociada a la obesidad, resistencia a la insulina,
diabetes mellitus tipo 2 y dislipidemia, factores de riesgo de gran impacto en la
actualidad cuya incidencia ha aumentado de manera progresiva en la poblacion (Videla
et al., 2006). Tal situacion se ve reflejada en la alta prevalencia de EHGNA en estas
personas: de un 30 a un 100% en obesos, 10-75% en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 y 20-92% en aquéllos con hiperlipidemia (Bellentani et al., 2010). Esa asi como la
esteatosis se considera la manifestacion hepética del sindrome metabdlico (Angulo &
Lindor, 2002; Rector et al., 2008).

La EHGNA involucra un conjunto de patologias que se desarrollan en etapas
secuenciales a medida que progresa la enfermedad. La esteatosis hepatica representa el
primer estadio, considerandose per se una condicion reversible, asintomatica y con
pocas complicaciones clinicas asociadas, siendo sin embargo una condicion obligada
para el desarrollo y progresion de EHGNA (Buqué et al., 2008). Se caracteriza
principalmente por la acumulacién de TAG en el citoplasma del hepatocito en forma de
vesiculas lipidicas del tipo microvesicular o macrovesicular (esta ultima siendo la mas

comun en individuos con EHGNA, donde una gran vacuola lipidica desplaza al nucleo a



la periferia de la célula), sin causar inflamacion hepética ni muerte celular. Entre un 12 a
un 20% de los pacientes con esteatosis simple desarrollan esteatohepatitis, complicacion
necroinflamatoria de una esteatosis cronica caracterizada histolégicamente por la
presencia de vesiculas lipidicas del tipo macrovesicular, junto con focos inflamatorios
muy ricos en neutrofilos y otros leucocitos polimorfonucleares, ademas del aumento del
dafio y muerte celular. Una esteatohepatitis sostenida puede derivar en fibrosis como
consecuencia de la pérdida de parénquima hepatico, el cual suele ser reemplazado por
tejido conectivo con la consecuente pérdida de funcionalidad del higado. En las etapas
finales de la EHGNA la fibrosis puede degenerar en cirrosis no alcohdlica,
representando esta Ultima una fase irreversible de la enfermedad (Caldwell et al., 1999;
Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003; Buqué et al., 2008). Muchos pacientes presentan
un curso bastante benigno, de manera que se mantienen en un estado de esteatosis
hepatica simple, pero aquéllos que desarrollan cirrosis se enfrentan a un alto riesgo de
morir por cancer hepatocelular o fallo hepatico (Day, 2006).

Los mecanismos responsables de la acumulacion y mantencion de una cantidad excesiva
de lipidos en el higado aun no se encuentran bien establecidos, pero implican un
desbalance entre la captacion y/o produccion hepatica de acidos grasos y la “remocion”
de TAG hepaticos (Fabbrini et al., 2008). En condiciones fisiologicas son varias las
fuentes potenciales de &cidos grasos presentes a nivel hepatico: (i) &cidos grasos libres
derivados de la hidrolisis de los TAG almacenados en el tejido adiposo, (ii) &cidos
grasos provenientes de la dieta, absorbidos a nivel intestinal como parte estructural de
los quilomicrones y transportados al higado a traves del sistema linfatico, y (iii) sintesis
de &cidos grasos a través de la lipogénesis de novo a nivel hepéatico (Anderson & Borlak,
2008). Una vez en el higado, los acidos grasos son esterificados para dar origen a los
TAG, los cuales pueden a su vez ser almacenados en vesiculas lipidicas en los
hepatocitos, secretados al plasma sanguineo como parte de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL-TAG), o hidrolizados para que los acidos grasos libres sean
catabolizados a través de la PB-oxidacion mitocondrial y peroxisomal. Cuando la

captacion hepatica de acidos grasos libres plasmaticos y la sintesis intrahepatica de éstos
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exceden la secrecion de TAG y la oxidacion de acidos grasos hepaticos, se da lugar al
desarrollo de esteatosis (Musso et al., 2009; Ferré & Foufelle, 2010) (Figura 1).
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Figura 1: Vias metabdlicas que contribuyen al desarrollo de esteatosis hepatica
(adaptado de Ferré & Foufelle, 2010).

(:i\\é (UD)

1.2 Patogenia de la esteatosis hepética asociada a la EHGNA

La EHGNA tiene una etiologia mayoritariamente nutricional, derivada principalmente
de la malnutricion por un consumo excesivo tanto de hidratos de carbono digeribles
como de lipidos, especialmente acidos grasos saturados. De hecho, datos derivados de
encuestas alimentarias indican una muy baja ingesta de pescado y una elevada ingesta de
bebidas azucaradas y carnes rojas en estos pacientes al compararlos con el consumo
alimentario de la poblacion general (Zelber-Sagi et al., 2007). El aporte dietario
excesivo de hidratos de carbono y lipidos pueden determinar modificaciones

significativas en el metabolismo intermediario hepatico.

La fisiopatologia de la esteatosis asociada a la EHGNA es compleja y multifactorial,
siendo la obesidad un factor clave en su origen y desarrollo. Desde el punto de vista
nutricional, la obesidad (como reflejo de un balance energético positivo) fomenta la

acumulacién hepatica de lipidos por distintos mecanismos. Un aporte dietético excesivo



y permanente de &cidos grasos saturados e hidratos de carbono puede provocar una
sobrecarga de acidos grasos en el higado, lo cual se asocia con tasas altas de f-oxidacion
a nivel mitocondrial e incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO), explicandose asi el aumento en los parametros relacionados con el estrés
oxidativo y la disminucion en el potencial antioxidante observados en el higado de
pacientes obesos con esteatosis (Videla et al., 2004). Simultdneamente, la ingesta
sostenida y excesiva de hidratos de carbono digeribles estimula directamente la
lipogénesis, y el aporte permanente de glucosa al plasma eleva los niveles de insulina
circulantes (Yamashita et al., 2001; Hellemans et al., 2007), lo que permite establecer
una relacion directa entre obesidad y resistencia a la insulina. Ademas, el estado de
inflamacion cronico del tejido adiposo obeso induce la produccién de adipocitoquinas
proinflamatorias tales como TNF-a, IL-6 e IL-1B, que llegan al higado a través de la
circulacion sanguinea y afectarian negativamente la sefializacion normal del receptor de
insulina en las células (Browning & Horton, 2004; Day, 2006). En estas condiciones, los
pacientes obesos con EHGNA presentan dos alteraciones relacionadas con el estrés
oxidativo: (i) resistencia a la insulina y (ii) disminucién hepética de los &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPICL »-3) (Araya et al., 2004).

1.2.1 Resistencia a la insulina: Existe una fuerte asociacion entre resistencia a la
insulina y la esteatosis hepatica, a pesar de que no se conozcan completamente los
mecanismos fisiopatoldgicos que las relacionan. En condiciones normales la insulina
impide la liberacion de &cidos grasos en el tejido adiposo al inhibir la accién de la lipasa
sensible a hormonas (HSL), enzima encargada de la hidrolisis de los TAG almacenados
en los adipocitos. En este sentido, se ha demostrado que una disminucién en la respuesta
a la insulina activa a la HSL como consecuencia de la incapacidad de esta hormona para
inhibir su accion, lo que induce la lipélisis de los TAG almacenados en los adipocitos e
incrementa el flujo de acidos grasos libres desde la periferia hacia el higado, donde éstos
son captados (Guilherme et al., 2008). Los acidos grasos libres en exceso pueden ser
transportados fuera de los hepatocitos hacia tejidos extrahepaticos, pero sélo ocurre en

una pequefia fraccién por lo que el resto se acumula como TAG en el higado en forma
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de gotas de lipidos dentro de los hepatocitos (Bugianesi et al., 2010). Por otro lado,
elevados niveles de glucosa estimulan por retroalimentacion p-pancreética un aumento
compensatorio en la secrecion de insulina (Sesti, 2002). Como consecuencia de esta
hiperinsulinemia, hay un estimulo en la actividad de factores de transcripcién de tipo
lipogénicos tales como la proteina de union al elemento de respuesta a esteroles-1c
(SREBP-1c) vy el receptor activado por proliferadores peroxisomales-gamma (PPAR-y),
con lo cual aumenta la sintesis y/o captacion de &cidos grasos y se redirecciona el
destino de los é&cidos grasos libres hacia la sintesis de TAG intrahepética
(Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003; Aronis et al., 2005; Bradbury, 2006).

1.2.2 Disminucién de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3
(AGPICL ®-3) en el higado de pacientes con EHGNA: A nivel lipidico se ha
observado en pacientes con EHGNA que el higado presentaria una disminucion
significativa de los AGPICL w-3 (Araya et al., 2004), asi como una deficiente capacidad
para sintetizarlos (Araya et al., 2009). La disminucion en los niveles de AGPICL ®-3
puede ser causada por varios mecanismos; entre ellos, un aumento en la tasa de
lipoperoxidacion de estos acidos grasos en el higado como consecuencia de la elevada
generacion de ERO y la alta susceptibilidad de los AGPICL ®-3 a las ERO
(Narasimhan et al., 2010). Ademaés, la desaturacion y elongacion del &cido a-linolénico,
precursor de los &cidos eicosapentaenoico (EPA, 20:5 ®»-3) y docosahexaenoico (DHA,
22:6 ®-3), se encuentra significativamente disminuida, lo cual es un reflejo de como el
estrés oxidativo en la EHGNA altera la actividad de las enzimas que participan en este
proceso (Araya et al., 2009). Por ultimo, el desequilibrio dietario en pacientes obesos
también pueden desempefiar un papel importante, considerando: (i) que éstos presentan
un consumo deficitario de acidos grasos -3 junto con un excesivo aporte dietario de
acidos grasos ®-6 'y (ii) existe un elevado consumo de &cidos grasos trans, lo que
provoca la inhibicion sustancial en la actividad hepética de la A-6 desaturasa, una de las
enzimas responsables de la generacion de AGPICL »-3 (Dorfman et al., 2009; Obara et
al., 2010).



Lo anterior tiene una importancia fundamental en el desarrollo de esteatosis, ya que los
AGPICL -3 son biomoléculas de sefializacion que regulan el metabolismo lipidico
hepatico a través de: (i) la inhibicion de la expresiéon y actividad de SREBP-1c,
vinculado a la expresion de genes lipogénicos y glicoliticos, y (ii) la activacion del
receptor activado por proliferadores peroxisomales-alfa (PPAR-o), factor de
transcripcion relacionado con la expresion de genes que codifican las enzimas
involucradas en la oxidacién de acidos grasos (Lelliott et al., 2007; Pettinelli et al.,
2009). Por lo tanto, la disminucién de los AGPICL ®-3 a nivel hepatico podria favorecer
la biosintesis de acidos grasos libres y TAG junto con una menor oxidacion de acidos
grasos y, por ende, una promocién de la esteatosis hepética. En resumen, un aumento
tanto en la lipogénesis de novo hepatica como en la movilizacion periférica de acidos
grasos libres al higado tienen un papel clave en la aparicion de la esteatosis hepatica por
sobrealimentaciéon (Alkhouri et al., 2009). Los aspectos fundamentales en el desarrollo

de esteatosis hepatica se esquematizan en la figura 2.
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Figura 2: Malnutricién por exceso y su relacion con el estrés oxidativo, resistencia a la insulina y
disminucion de AGPICL -3 en el desarrollo de la esteatosis hepéatica
(adaptado de Valenzuela & Videla, 2011).



1.3 Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

1.3.1 Generalidades: Los &cidos grasos insaturados constituyen una amplia familia de
biomoléculas lipidicas cuya estructura béasica consta de una cadena hidrocarbonada
lineal (-CH,-CH,-CH»-) que contiene al menos un doble enlace, delimitada por un
extremo metilo (-CH3) y otro extremo carboxilo (-COOH). Si la molécula contiene so6lo
un doble enlace se denomina &cido graso monoinsaturado (AGMI), mientras que si
presenta dos 0 méas dobles enlaces corresponde a un &cido graso poliinsaturado (AGPI)
(Gonzalez-Périz, 2009). Dentro de los AGPI se encuentran dos grupos principales: (i)
acidos grasos omega-3 (w-3), derivados del acido a-linolénico (ALN, 18:3 ®-3) vy (ii)
acidos grasos omega-6 (®-6), derivados del &cido linoleico (AL, 18:2 w-6). AL y ALN
se definen como &cidos grasos esenciales, debido a que los vertebrados carecen de las
enzimas Al2- y Al5-desaturasas necesarias para su sintesis, por lo que es necesario

obtenerlos a partir del consumo de alimentos (Burr & Burr, 1930; Das, 2006a).

El AL y el ALN son los precursores de todos los demés AGPICL w-6 y ®-3 existentes.
Tras ser adquiridos a través de la dieta, AL y ALN se metabolizan en el higado mediante
vias enziméticas de desaturacion y elongacion que dan origen a los AGPICL,
compuestos de 20 o mas carbonos con un nimero mayor de dobles enlaces pero que
conservan la estructura bésica de insaturacion de su respectivo precursor (Gibson &
Makrides, 1998; Cho et al., 1999). La enzima A6-desaturasa convierte el AL en acido y-
linolénico, que es elongado a acido dihomo-y-linolénico, el cual a su vez es el sustrato
de la enzima A5-desaturasa para dar origen al &cido araquidénico (AA, 20:4 ®-6). El
mismo sistema de enzimas es capaz también de metabolizar el ALN, lo que da lugar a
toda la familia de acidos grasos omega-3, siendo los de mayor relevancia bioldgica el
EPA y DHA (Figura 3). Cabe sefialar que AL y ALN, al utilizar el mismo sistema
enzimatico para formar sus respectivos AGPICL, compiten constantemente por la misma

via de desaturacion y elongacion (Das, 2006a).
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Figura 3. Metabolizacion de acidos grasos poliinsaturados -6 y ®-3. Vias de desaturacion y elongacion
de los acidos linoleico y a-linolénico.

Las fuentes alimentarias de AL y ALN son los alimentos de origen vegetal,
especialmente los frutos secos y aceites de soya, linaza, canola, chia y rosa mosqueta
(Valenzuela et al., 2012). En cambio, la fuente nutricional de los AGPICL son los
alimentos de origen animal: el AA se encuentra principalmente en las carnes de vacuno,
cordero y cerdo, mientras que el EPA y el DHA estan presentes tanto en animales como
vegetales de origen marino, particularmente en pescados con un elevado contenido de

grasa, como el atdn, jurel y salmén (Simopoulos, 2010).

1.3.2 AGPICL ®-3 y efectos positivos para la salud: Los AGPICL ®-3, en especial
EPA y DHA, representan un papel fundamental en nutricion y en el cuidado de la salud
en general. Han sido asociados a roles claves en varias funciones fisiologicas, lo que

sugiere que su administracion puede prevenir muchas enfermedades cronicas no



transmisibles (Simopoulos, 2008). Estudios previos han demostrado que la
administracion directa de AGPICL ®»-3 o dietas que contienen aceite de pescado ejercen
efectos protectores a nivel (i) cardiaco, al disminuir el dafio por isquemia/reperfusion in
vivo (Yang et al., 1993; McGuinness et al., 2006), (ii) renal, al mejorar la hemodinamica
y presion sanguinea en casos de trasplante (van der Heide et al., 1993), (iii) cerebral, al
desarrollar resistencia neuronal frente a episodios de isquemia o epilepsia (Blondeau et
al., 2001), y (iv) hepéatico. En este ltimo caso, la hepatoproteccion ejercida por los
acidos grasos -3 fue demostrada en el modelo de isquemia/reperfusion en ratas (Zhong
& Thurman, 1995; Zufiga et al., 2010; Mardones et al., 2011), en el dafio al DNA y
membranas inducido por H,O; in vitro, en el dafio hepatico inducido por CCly4 en ratones
(Gonzalez-Périz et al., 2006), y en la hepatitis aguda inducida por la administracion de

D-galactosamina/LPS en ratones (Schmocker et al., 2007).

La composicién de las membranas celulares esta fuertemente influenciada por el tipo de
acidos grasos consumidos en la dieta. La ingesta de AGPICL ®-3 provenientes del
pescado o aceite de pescado en humanos genera un reemplazo parcial de los AGPICL -
6 en la membrana de las células, especialmente del AA, en las plaguetas, eritrocitos,
neutréfilos, monocitos y células hepéticas, lo que aumenta la fluidez de la membrana y
mejora las sefializacion de los receptores que se encuentran unidos a ésta (Das, 2006b).
Ademas son el sustrato para la formacién de una serie de derivados lipidicos llamados
resolvinas y docosatrienos, de potentes efectos antiinflamatorios (Serhan et al., 2004;
Valenzuela et al., 2011). A nivel del metabolismo lipidico se ha demostrado que los
AGPICL ®-3 son capaces de estimular la lipolisis e inhibir la lipogénesis de novo en
higado de raton (Sun et al., 2011). Esto se debe a que los AGPICL »-3 pueden suprimir
la transcripcion de genes lipogénicos al disminuir la unién al DNA de SREBP-1c, a la
vez que activan el catabolismo de los lipidos al estimular a PPAR-a, lo que gatilla la
transcripcion de genes involucrados en la oxidacion de acidos grasos (Clarke, 2004).

Se ha demostrado también que el DHA es un potente ligando de PPAR-y (Gonzalez-

Périz et al., 2006), por lo que los AGPICL -3 podrian tener efectos importantes en la



disminucion de la captacion e ingreso de &cidos grasos libres hacia el higado
contribuyendo asi a la atenuacion del estado lipogénico de este dGrgano. Ademas,
estudios recientes sugieren que los efectos antiesteatdticos de EPA y DHA en el higado
incluyen la disminucion en el almacenamiento de los acidos grasos como TAG vy el
aumento en su [-oxidacion, junto con el redireccionamiento del metabolismo de la
glucosa hacia la sintesis de glucégeno (Capanni et al., 2006). A nivel hepatico han
surgido evidencias experimentales de que los AGPICL ®-3 aumentarian el potencial
antioxidante via incrementos en las actividades de la catalasa, glutatién peroxidasa,
glutation reductasa y glutation-S-transferasa, conjuntamente con mayores niveles de
glutation y menor tasa lipoperoxidativa, al administrar 1 g EPA/kg por 10 dias

consecutivos (Demoz et al., 1992; Zudiiga et al., 2010).

1.3.3 Relacion de los acidos grasos m-6/®-3 e implicancias en la salud: Los AGPICL
®-6 y -3 presentan frecuentemente funciones fisiologicas opuestas, por lo que el
balance de éstos es importante para un estado fisioldgico saludable y desarrollo normal.
Se ha observado que desbalances en la relacién de acidos grasos w-6/w-3 han sido
relacionados con el inicio y la progresion de varias enfermedades crénicas, incluyendo
enfermedad arterial coronaria y ateroesclerosis (Harris, 2003), obesidad (Wang et al.,
2002), diabetes (Kelley et al., 2002), cancer (Cho et al., 2003) y alteraciones del
comportamiento (Fedorova & Salem, 2006), entre otras. En estudios con ratones ob/ob
alimentados con una dieta con una relacion de acidos grasos m-6/m-3 de 4:1 y 9:1, éstos
presentaron esteatosis hepatica. Posteriormente, al ser suplementados con AGPICL ®-3
los ratones disminuyeron la relacion de acidos grasos w-6/®-3, con una consecuente
disminucion en el grado de esteatosis hepatica (Wang et al., 2002). En el higado, la
relacién o-6/w-3 constituiria un sensor que determinaria el tipo de metabolismo lipidico
predominante, y la disminucion en esta relacion canalizaria a los acidos grasos saturados
desde su almacenamiento hacia su oxidacién, reduciéndose asi el riesgo de desarrollo de

la esteatosis y resistencia a la insulina (Lombardo & Chicco, 2006).
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2. HIPOTESIS

En base a los antecedentes anteriormente expuestos, se plantea la siguiente hipotesis:

“Una dieta alta en grasa en raton induce disminucion de AGPICL ®-3 y un aumento en
la relacion de AGPICL w-6/w-3 a nivel hepatico, junto con el desarrollo de resistencia a
la insulina y esteatosis hepética. Tales alteraciones no se observan al suplementar esta

dieta con los AGPICL w-3 eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA)”.
3. OBJETIVOS GENERALES

e Demostrar que una dieta alta en grasa en raton produce disminucion de los AGPICL
®-3 y un aumento de la relaciéon de AGPICL »-6/w-3 a nivel hepético, junto con el

desarrollo de resistencia a la insulina y esteatosis hepatica.

e Evaluar el efecto de la suplementacion con EPA y DHA en ratones que reciben una

dieta alta en grasa, sobre las alteraciones metabdlicas sefialadas.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratones alimentados durante 8 y 12 semanas con una dieta alta en grasa, con y sin
administracion de EPA y DHA:

1. Determinar resistencia a la insulina, lo que incluye mediciones de insulinemia,
glicemia y célculo de HOMA-IR.
2. Determinar parametros de inflamacién midiendo niveles plasmaticos de TNF-a.

3. Determinar esteatosis hepatica, a través de histologia hepatica.

4. Evaluar el impacto de los diferentes tratamientos sobre el perfil de acidos grasos
hepaticos totales, considerando los &cidos grasos saturados, monoinsaturados y

poliinsaturados.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animales de experimentacion

Se asignaron de forma aleatoria a cada grupo experimental ratones machos Mus
musculus cepa C57BL/6J (Bioterio Central, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile) con un peso inicial de 12-14 ¢, los que recibieron agua ad libitum y se
mantuvieron bajo temperatura ambiental controlada y ciclos luz/oscuridad de 12 horas.
Los protocolos de tratamiento de animales experimentales fueron aprobados por el
comité de Bioética sobre investigacion en animales de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile (Autorizacion Bioética: CBA 0386, FMUCH). Se anexa carta de

aprobacion en esta memoria.

5.2 Disefio experimental

El modelo consider6 cuatro grupos experimentales, separados segun la dieta y

suplementacion dietaria con acidos grasos ®-3 a utilizar.

a) Grupo A: Dieta control.

b) Grupo B: Dieta control méas suplementacion con EPA y DHA.

¢) Grupo C: Dieta alta en grasa.

d) Grupo D: Dieta alta en grasa mas suplementacion dietaria con EPA y DHA.

Los grupos A y B se alimentaron con una dieta normal certificada (Research Diet INC.
Rodent Diet whit 10% Kcal% fat. Product data D12492. USA), que contiene un 10% de
las calorias totales como grasa, 70% como carbohidratos y 20% como proteinas, y aporta

todos los requerimientos nutricionales que necesita el raton (Tabla 1).
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Dieta Control

%
% g totales kcal
totales
Proteinas 19,2 20
Carbohidratos 67,3 70
Grasas 4,3 10
Total 100
kcal/g 3,85
Ingredientes g kcal
Caseina 200 800
L-Cistina 3 12
Maicena 315 1260
Maltodextrina 35 140
Sacarosa 350 1400
Celulosa 50 0
Aceite de soja 25 225
Manteca de cerdo 20 180
Mineral Mix S10026 10 0
Fosfato Dicélcico 13 0
Carbonato de Calcio 55 0
Citrato de Potasio 16,5 0
Vitamin Mix V10001 10 40
Bitartrato de Colina 2 0
Tartracina 0,05 0
TOTAL 1055,05 4057

Tabla 1. Composicion nutricional y aporte calérico de la dieta control experimental.

Para los grupos C y D se utiliz6 una dieta alta en grasa certificada (Research Diet INC.
Rodent Diet whit 60% Kcal% fat. Product data D12492. USA), la cual aporta el 60% de
las calorias como grasa, 20% como carbohidratos y 20% como proteinas, ademas de
contener cantidad suficiente de todos los demaés nutrientes (Tabla 2).
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Dieta alta en grasa

%
% g totales kcal
totales
Proteinas 26,2 20
Carbohidratos 26,3 20
Grasas 34,9 60
Total 100
kcal/g 5,24
Ingredientes g kcal
Caseina 200 800
L-Cistina 3 12
Maicena 0 0
Maltodextrina 125 500
Sacarosa 68,8 275,2
Celulosa 50 0
Aceite de soja 25 225
Manteca de cerdo 245 2205
Mineral Mix S10026 10 0
Fosfato Dicélcico 13 0
Carbonato de Calcio 55 0
Citrato de Potasio 16,5 0
Vitamin Mix V10001 10 40
Bitartrato de Colina 2 0
Colorante Azul 0,05 0
TOTAL 773,85 4057

Tabla 2. Composicion nutricional y aporte calérico de la dieta alta en grasa experimental.

Los grupos suplementados con AGPICL ®-3 recibieron dosis orales diarias de 200
miligramos de EPA+DHA por kilogramo de peso (108 mg/kg de EPA mas 92 mg/kg de
DHA) (Acolest TG, Procaps, Colombia).

Con el objetivo de determinar experimentalmente el rango de tiempo en el cual se
manifiestan la esteatosis hepatica y sus alteraciones fisiopatoldgicas asociadas, las dietas
y suplementacion se administraron durante dos periodos de tiempo: 8 y 12 semanas. Al
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término del tratamiento, los animales fueron ayunados por 6 a 8 horas y anestesiados con
ketamina y xilacina en una dosis de 150 y 10 mg/kg, respectivamente. Posteriormente,
se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca, a partir de la cual se separo el
plasma sanguineo mediante centrifugacion a 600 x g durante 10 minutos, para luego ser
utilizadas en las respectivas determinaciones. A su vez, los higados fueron pesados, se
les extrajo una muestra de tejido hepatico para su andlisis histoldgico y el resto del tejido
fue congelado en nitrogeno liquido para fijar las muestras, las que posteriormente se
almacenaron a -80°C. El célculo del tamafio muestral se realizé utilizando el software
nQuery Advisor, y el analisis estadistico, considerando el modelo experimental y tipo de
intervencion (prueba de ANOVA de muestra repetida), indicé un tamafio muestral de 9

animales por grupo, en un numero total de 36 animales para el total de grupos

8y 12 semanas de 1 X
alimentacién

A) Control B) Control + C) Alto en grasas D) Alto en grasas +
(10% grasas) EPA y DHA (60% grasas) EPA y DHA

experimentales (Figura 4).

Ratones C57BL/6)
(n =9 porgrupo)

v

Extraccion de

. Plasma sanguineo
higado

* Histologia
* Perfil de acidos grasos totales y
relacion w-6/w-3

+ HOMA-IR
+ TNF-a

Figura 4. Representacion esquemdtica del disefio experimental utilizado.
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5.3 Evaluacion de la histologia hepética

Se utilizd microscopia Optica para analizar cortes de higado previamente fijados en
formaldehido (10%), incluidos en parafina y tefiidos con hematoxilina-eosina. Esta
técnica fue realizada por un Tecnologo Médico de la mencion de Morfofisiopatologia y
Citodiagnostico, mientras que el resultado fue informado por un Médico Pat6logo, quien
realizd un analisis ciego de los cortes histolégicos y los clasifico de acuerdo a la
presencia de inflamacidn, hemorragia, fibrosis, necrosis y arquitectura del tejido. En
funcién del grado de esteatosis e inflamacién de las muestras, estas se clasificaron como

ausentes, leves, moderadas o severas (Piro et al., 2008).

5.4 Determinacién de resistencia a la insulina mediante el indice HOMA-IR

La glicemia se cuantifico mediante un kit comercial (Wiener Lab., Rosario, Argentina),

cuyo método se fundamenta en la medicion indirecta de los niveles de glucosa a través
de la formacion de peroxido de hidrogeno, en una reaccion catalizada por la enzima
glucosa oxidasa (GOD). El peroxido de hidrégeno se acopla a su vez a una segunda
reaccion catalizada por la enzima peroxidasa (POD) para dar origen a la quinonimina
roja, compuesto coloreado que se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda
de 505 nm:

Glucosa + O, + H,O0 —GOD ___,  Acido glucénico + H,0,
2 H,0, + 4-AF + 4-Hidroxibenzoato —FP9D__» Quinonimina roja

A su vez, la determinacion de insulinemia se realiz6 a través de un inmunoensayo tipo
ELISA ultrasensible (Mercodia, Uppsala, Suiza). Especificamente, dicho Kkit
corresponde a un ELISA “sandwich” del tipo directo, en el cual dos anticuerpos
monoclonales se unen a diferentes determinantes antigénicos de la molécula de insulina.
Uno de ellos es un anticuerpo anti-insulina adosado a la superficie de la placa de ELISA,
mientras el segundo anticuerpo anti-insulina se encuentra conjugado a la enzima
peroxidasa. Después de remover mediante lavado el anticuerpo conjugado no unido a

insulina, se detecta el anticuerpo conjugado unido a la molécula mediante una reaccion
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con TMB. Esta reaccién se detiene al afiadir H,SO4 0,5 M al medio de reaccion, luego
de lo cual se procede a determinar la absorbancia de las muestras a 450 nm de longitud

de onda.

Obtenidos estos valores, la resistencia a la insulina se evalué a través del indice HOMA.-

IR (Matthews et al., 1985), mediante la siguiente expresion:

Insulinemia x Glicemia
405

HOMA- IR =

donde la insulinemia se expresa en microunidades por mililitro (uUI/ml) y la glicemia,
en miligramos por decilitro (mg/dl). Se consider6 resistencia a la insulina con 2

desviaciones estandar sobre el valor de HOMA-IR del grupo control.

5.5 Niveles plasmaticos de TNF-a.

Los niveles plasmaticos de TNF-a se determinaron mediante ELISA utilizando Kits
especificos (Ultrasensitive Cytoscreen KRC 3013 kit, Biosource International,
Camarillo, Ca, USA) acorde a las instrucciones del catadlogo. Los resultados se

expresaron como picogramos de TNF-a por mililitro de plasma (pg/ml).

5.6 Determinacion del perfil de acidos grasos hepaticos totales y relacién -6/®-3
5.6.1 Extraccion de materia grasa

El contenido de lipidos totales presentes en higado se obtuvo cualitativamente mediante
la técnica de Bligh y Dyer modificada (Bligh & Dyer, 1959). Brevemente, se
homogeneizaron 500 mg de tejido hepatico en frio, luego de lo cual se adicionaron
cloroformo y metanol en una relacion 2:1 v/v, junto con BHT como antioxidante. Con el
fin de otorgar mayor fuerza idnica a la solucion y obtener asi una mejor separacion de

las fases orgénica y acuosa, se adicioné MgCl, 0,5 N, centrifugandose las muestras a
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1500 x g por 5 min, después de lo cual se recupero la fase organica (cloroformo), que es
la fase en la cual se encuentran solubilizados los lipidos. Este ciclo se repitid 3 veces.
Finalmente, las muestras fueron concentradas mediante evaporacion del cloroformo con

nitrdgeno gaseoso Y refrigeradas a -20°C.
5.6.2 Preparacion de los ésteres metilicos de acidos grasos

Los acidos grasos obtenidos del tejido hepatico se transformaron a esteres metilicos de
acidos grasos (Firestone, 1997) a través de incubacion a 95°C con BF;3 al 12% en
metanol y NaOH en metanol. Posteriormente se agregé NaOH saturado, luego de lo cual
se adicion6 hexano para solubilizar los ésteres metilicos. Las muestras se almacenaron a

-20°C hasta su utilizacion para andlisis por cromatografia de gases.
5.6.3 Andlisis de ésteres metilicos de acidos grasos

Se realizé un analisis del perfil de ésteres metilicos de acidos grasos saturados (AGS),
monoinsaturados y poliinsaturados presentes en las muestras, asi como la relacion entre
acidos grasos ®-6 y ®-3, mediante cromatografia de gas-liquida acoplada a ionizacion en
[lama como método de deteccion. El equipo utilizado fue un Hewlett-Packard, modelo
6890A, acoplado a una columna capilar (Agilent HP-88, 0,25 mm x 60 m, 0,2 um),
utilizandose hidrégeno como fase mavil. La temperatura se programo desde 160 a 220°C
con una rampa de temperatura de 3°C/min, alcanzadndose un tiempo final de 30 min por
muestra inyectada. La temperatura del detector y el inyector fue de 250°C. Los &cidos
grasos de la muestra se identificaron a través de la comparacion de sus tiempos de
retencion con aquéllos de los estandares individuales de acidos grasos inyectados
previamente (Nu-Check Prep., Elysian, MN, USA), mediante integracion computarizada
[ChemStation Rev A.10.01 (1635), Agilent Technologies, 2003]. El estandar interno
utilizado fue el C23:0. Los resultados se expresaron como gramos de acido graso/100 g
EMAG. En el segmento 9 de esta memoria se incluye un modelo de cromatograma

obtenido a través de cromatografia de gas-liquida.
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5.7 Expresion de resultados y andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + error estdndar de la media (SEM) de 9
animales por cada grupo de experimentacion. La significancia estadistica de los cambios
entre los grupos se determind6 por ANOVA unifactorial junto con la prueba de
comparacion multiple de Newman-Keuls. Se consideraron las diferencias
estadisticamente significativas con un p<0.05. Para todas las determinaciones
estadisticas se utilizd el software GraphPad Prisma version 5.01 (GraphPad Software,
San Diego, California, EE.UU).
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6. RESULTADOS

6.1 Incremento en el peso corporal de los ratones
6.1.1 Tratamiento durante 8 semanas

En la Figura 5 se muestra el incremento del peso corporal a lo largo de las 8 semanas de
tratamiento junto con el peso corporal al inicio y final del periodo de experimentacion,
cuyos valores se indican ademas en la Tabla 3. No se observaron diferencias
significativas en la pendiente del incremento de peso corporal, como tampoco hubo

diferencias (p<0,05) en el peso corporal final en ninguno de los grupos experimentales.
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Figura 5. Incremento en el peso corporal de ratones con 8 semanas de tratamiento. Los valores
corresponden a promedios + SEM para 9 animales por grupo experimental. A: Control; B: Control + EPA
y DHA,; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia de las diferencias entre los
valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de los respectivos grupos.
® significativamente diferente del grupo A; " significativamente diferente del grupo B; ©
significativamente diferente del grupo C; : significativamente diferente del grupo D. p<0,05 (ANOVA
unifactorial y test de Newman-Keuls).
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6.1.2 Tratamiento durante 12 semanas

Las Figura 6 y Tabla 3 muestran que al término de las 12 semanas de tratamiento el
peso corporal de los ratones alimentados con dieta alta en grasa fue significativamente
mayor en relacién a los grupos control (19,8%), control mas EPA y DHA (36,3%) y alto
en grasa mas EPA y DHA (18,8%), a pesar de que no se observaron diferencias (p<0,05)
en las pendientes de incremento de peso corporal entre los distintos grupos
experimentales. En el grupo alimentado con dieta alta en grasa y suplementado con EPA
y DHA hubo una normalizacion del peso corporal final a valores del grupo control.
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Figura 6. Incremento en el peso corporal de ratones con 12 semanas de tratamiento. Los valores
corresponden a promedios + SEM para 9 animales por grupo experimental. A: Control; B: Control + EPA
y DHA; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia de las diferencias entre los
valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de los respectivos grupos.
® significativamente diferente del grupo A; " significativamente diferente del grupo B; ©
significativamente diferente del grupo C; % significativamente diferente del grupo D. p<0,05 (ANOVA
unifactorial y test de Newman-Keuls).
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Tabla 3. Peso corporal de los ratones al inicio y final de las 8 y 12 semanas de tratamiento. Los
valores corresponden a promedios + SEM para 9 animales por grupo experimental. La significancia de las
diferencias entre los valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de
los respectivos grupos. p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

b) Control + d) Alto en grasa +
8 semanas a) Control EPA y DHA c) Alto en grasa EPAy DHA
Pﬁf}?ccigl”z‘g))ra' 12,7+ 0,6 11,9+0,7 14,0+0,7 13,6 +0,7
Pefc?n‘;fr(g‘)”a' 24.4+0,9 223+0,4 247+0,8 23,6+ 0,4
b) Control + d) Alto en grasa +
12 semanas a) Control EPAy DHA ¢) Alto en grasa EPA y DHA
Pﬁfﬁc‘iglr F(’g)ra' 12,8403 12,4405 14,0405 135+0,4
Pei?n‘;‘l’r(g‘)’ra' 332+03° 202+09° | 398%22°°¢ | 335:21°
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6.2 Evaluacion de la esteatosis por histologia hepética
6.2.1 Tratamiento durante 8 semanas

Como se puede apreciar en los cortes histolégicos mostrados en la Figura 7, no se
observaron signos de esteatosis hepdatica en ningin grupo experimental. Todas las
muestras histolégicas mostraron una microarquitectura normal, sin signos de
inflamacion, apoptosis y/o necrosis, reflejando una buena preservacion del tejido

hepatico.

Figura 7. Histologia hepatica de ratones con 8 semanas de tratamiento. Secciones representativas de
tejido hepético, fijados en formalina y tefiidos con hematoxilina-eosina. Las flechas indican la posicion de
la vena central. A: Control; B: Control + EPA y DHA; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA
(aumento: 10X).
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6.2.2 Tratamiento durante 12 semanas

En las muestras histolégicas de tejido hepatico observadas en la Figura 8, los grupos A
y B exhibieron una histologia normal, mientras que el grupo C presento esteatosis macro
y microvesicular, distorsion en la arquitectura hepatica e inflamacion lobular y periportal
moderada, junto con focos de necrosis. Se observd una prevencién de la esteatosis
hepética en el grupo alimentado con dieta alta en grasa y suplementado con EPA y
DHA, con persistencia de sélo unos pequefios focos de esteatosis, ausencia de

inflamacion y una leve distorsién en la arquitectura hepética.

Figura 8. Histologia hepética de ratones con 12 semanas de tratamiento. Secciones representativas de
tejido hepaético, fijados en formalina y tefiidos con hematoxilina-eosina. Las flechas negras indican la
posicion de la vena central, mientras que las flechas azules (gruesas) sefialan vesiculas lipidicas al interior
del hepatocito. A: Control; B: Control + EPA y DHA; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA
(aumento: 10X).
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6.3 Resistencia a la insulina

6.3.1 Niveles plasmaticos de insulina, glucosa y HOMA-IR en ratones con 8 semanas de
tratamiento

La Figura 9 muestra los resultados de las determinaciones de los niveles plasmaticos de
insulina y glucosa en ayuno, ademas del indice HOMA-IR, para los distintos grupos
experimentales. Como lo indica la Tabla 4, no se observaron diferencias significativas
en los valores tanto de insulinemia como de glicemia para ninguno de los 4 grupos
experimentales. Como consecuencia de ello, tampoco hubo diferencias (p<0,05) en el
valor de HOMA-IR entre los distintos grupos, lo cual es un indicativo de que los ratones

no desarrollaron resistencia a la insulina.
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Figura 9. Resistencia a la insulina en ratones con 8 semanas de tratamiento. Niveles plasmaticos de
insulina (LUI/ml) y glucosa (mg/dl), junto con determinacion de HOMA-IR. Los valores corresponden a
promedios + SEM para 9 animales por grupo experimental. A: Control; B: Control + EPA y DHA; C:
Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).
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6.3.2 Niveles plasméticos de insulina, glucosa y HOMA-IR en ratones con 12 semanas
de tratamiento

Como lo sefialan la Figura 10 y la Tabla 4, el grupo alto en grasa mostrd un incremento
(p<0,05) en los niveles plasmaticos de glucosa e insulina de un 70% y 200%
respectivamente, al comparar con el grupo control, con un consecuente aumento de 5.1
veces en el indice HOMA-IR. Los ratones alimentados con dieta alta en grasa y
suplementados con EPA y DHA no desarrollaron resistencia a la insulina a pesar de que
su indice HOMA-IR fuese mas alto (p<0,05) en relacion con los grupos A y B, debido a
que no hubo diferencias significativas en los valores de insulinemia y glicemia entre

estos grupos.
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Figura 10. Resistencia a la insulina en ratones con 12 semanas de tratamiento. Niveles plasmaticos de
insulina (LUI/ml) y glucosa (mg/dl), junto con determinacion de HOMA-IR. Los valores corresponden a
promedios + SEM para 9 animales por grupo experimental. A: Control; B: Control + EPA y DHA; C:
Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia de las diferencias entre los valores
promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de los respectivos grupos. p<0,05
(ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).
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Tabla 4. Resistencia a la insulina en ratones con 8 y 12 semanas de tratamiento. Niveles plasmaticos
de insulina (pUI/ml), glucosa (mg/dl) y determinacion de HOMA-IR. Los valores corresponden a
promedios = SEM para 9 animales por grupo experimental. La significancia de las diferencias entre los
valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de los respectivos grupos.

p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

b) Control + d) Alto en grasa +
8 semanas a) Control EPAy DHA ¢) Alto en grasa EPAy DHA
Insulinemia
(uI/mi) 54+0,2 4,7+0,7 46+05 56+0,3
sz'}';%“l')a 1316 +£10,6 | 149,4+116 170,9+£ 7,2 1356 + 11,2
HOMA-IR 1,7+0,1 1,8+0,3 20+0,2 1,8+0,2
b) Control + d) Alto en grasa +
12 semanas a) Control EPAy DHA ¢) Alto en grasa EPA y DHA
InSUIlnemla 5,6 + 1,6C 5,3 + 1’50 16,7 + 017a,b,d 8,4 + 1,9C
(LUl/ml)
G(:;]‘;e/m')a 1301+4,8 | 1281+80° | 2206+7,1°% | 1256%85°
HOMA-IR 1,8 £0,07° 1,7£0,1° 9,1 0,5 2,8 £0,2%0¢

6.4 Inflamacion sistémica: Niveles plasmaticos de TNF-a,

Para evaluar el desarrollo de inflamacion sistémica se midieron los niveles de TNF-o en
plasma de ratones con 8 y 12 semanas de tratamiento, lo que se indica en la Figura 11y
Tabla 5. En ellas se observa que, a las 8 semanas de tratamiento, no hubo diferencias
estadisticamente significativas al comparar los niveles plasmaticos de TNF-a entre los
distintos grupos experimentales. En cambio, a las 12 semanas se observd un aumento
(p<0,05) de un 16% en los niveles de TNF-a en ratones alimentados con dieta alta en
grasa con respecto al grupo control; tal efecto fue suprimido por la suplementacion con
EPA y DHA en el grupo D.
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i) TNF-a, ii) TNF-a,
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Figura 11. Niveles plasmaticos de TNF-a en ratones con i) 8 y ii) 12 semanas de tratamiento. Los
valores corresponden a promedios + SEM para 9 animales por grupo experimental. A: Control; B: Control
+ EPA y DHA,; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia de las diferencias entre

los valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de los respectivos
grupos. p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

Tabla 5. Niveles plasméticos de TNF-a en ratones con 8 y 12 semanas de tratamiento. Los valores
corresponden a promedios + SEM para 9 animales por grupo experimental. La significancia de las
diferencias entre los valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de
los respectivos grupos. p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

b) Control + d) Alto en grasa +
8 semanas a) Control EPA y DHA ¢) Alto en grasa EPAy DHA
TNF-a 26,2 +2,2 26,1+1,5 24,0+1,8 247+2,1
(pg/ml)
b) Control + d) Alto en grasa +
12 semanas a) Control EPA y DHA c) Alto en grasa EPAy DHA
TNF-a 26,2+0,9° 26,0 £0,9° 30,3 + 1,0*"¢ 26,6 +0,8°
(pg/ml)
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6.5 Cambios en el perfil hepatico de acidos grasos
6.5.1 Tratamiento durante 8 semanas

Con el objetivo de evaluar los cambios en la composicion lipidica del tejido hepatico
producida por una dieta alta en grasa, asi como el impacto de la suplementacion con
EPA y DHA sobre esta composicion, se realiz6 mediante cromatografia de gases un
analisis completo del perfil de acidos grasos presentes en el higado, cuyos valores se

presentan en la Tabla 6.

6.5.1.1 Contenido hepatico total de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados

Como lo sefiala la Figura 12, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos experimentales al comparar los niveles hepéticos de acidos grasos saturados,

monoinsaturados y poliinsaturados.
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Figura 12. Contenido hepatico total de acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) en ratones con 8 semanas de tratamiento. Los valores representan el promedio
+ SEM del contenido de AGS, AGMI y AGPI (g) por cada 100g de ésteres metilicos de &cidos grasos
(EMAG). A: Control; B: Control + EPA y DHA; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA.
p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).
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6.5.1.2 Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga y relacion de acidos grasos
w-6/w-3

1) Niveles de AGPICL
La Figura 13 muestra que no se observaron diferencias (p<0,05) al comparar el

contenido hepatico de AGPICL entre los cuatro grupos de experimentacion.

ii) Niveles de AGPIl w-6 y w-3

En la Figura 13 se observa que no hubo cambios significativos en los niveles hepéticos
de AGPI -6 en los distintos grupos experimentales. Sin embargo, al analizar el
contenido hepatico de AGPIl ®-3 hubo una disminucién (p<0,05) de un 21% en los
ratones alimentados con dieta alta en grasa en comparacion con los ratones control;
ademas, los grupos B y D mostraron un aumento (p<0,05) en los niveles de AGPI ®-3
de un 41% y 33%, respectivamente, con respecto al grupo control.

iii) Relacién de acidos grasos w-6/m-3

Como lo sefala la Figura 13, en ratones alimentados con dieta control y suplementados
con EPA y DHA se evidencié una disminucion (p<0,05) de un 33% en la relacion o-
6/®-3 en comparacion con ratones control, siendo significativamente mas alta (47%) en
los ratones alimentados con dieta alta en grasa. Por el contrario, se observd una
disminucion (p<0,05) de un 23% en el valor de esta relacion en los ratones alimentados
con dieta alta en grasa y suplementados con EPA y DHA.

30



AGPICL AGPl 0-6

25 40-
20 30-
g 2
15 3
LICJ,, g 20+
§ 10- S
> > 104
5_
0 T O T -
D A B C D

Relacion o-6/m-3

N
o
]
a1
)

a,C b.d
4 ab,
g 15+ %
3_
L
o 101 S bd
[)] 5 o))
1_
0 T - O T
A B C D A B C D

Figura 13. Contenido hepético de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL), acidos
grasos poliinsaturados omega-6 (AGPI ®»-6), acidos grasos poliinsaturados omega-3 (AGPI ®-3) y
relacion entre los acidos grasos ®-6 y ®-3 (relacion ®-6/®-3) en ratones con 8 semanas de
tratamiento. Los valores representan el promedio £ SEM del contenido de AGPICL, AGPI w-6 y AGPI
-3 (g) por cada 100g de ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG). A: Control; B: Control + EPA y
DHA; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia de las diferencias entre los
valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de los respectivos grupos.
p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

31



6.5.1.3 Niveles hepaticos de EPA, DHA y EPA+DHA

i) Niveles de EPA

En la Figura 14 se muestra que los ratones alimentados con dieta alta en grasa
presentaron una disminucion (p<0,05) de un 84% en el contenido hepéatico de EPA al
compararlos con el grupo control. Por el contrario, la suplementacion con EPA y DHA
en ratones alimentados con dieta control y alta en grasa provocé un aumento (p<0,05)

en el contenido de EPA de un 266% y 144%, respectivamente.

i) Niveles de DHA

Como se indica en la Figura 14, el grupo alimentado con dieta alta en grasa presentd un
25% menos de DHA a nivel hepatico cuando se compara al grupo control, pese a lo cual
no resulté una disminucion estadisticamente significativa. La suplementacion con EPA y
DHA aumento significativamente el contenido hepéatico de DHA en ratones alimentados

con dieta control (142%) pero no asi en aquéllos que recibieron dieta alta en grasa.

iii) Niveles de EPA+DHA

La Figura 14 indica que la suplementacion con EPA y DHA en ratones alimentados con
dieta control y alta en grasa derivd en un aumento (p<0,05) en el contenido hepético de
EPA+DHA de un 61% y 40%, respectivamente, comparado con ratones control. A su
vez, los ratones alimentados con dieta alta en grasa presentaron una disminucion de un

30% con respecto a los controles, aunque esta diferencia no alcanzo a ser significativa.
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Figura 14. Niveles hepéaticos de &cido eicosapentaenoico (EPA), docosahexaenoico (DHA) y de
EPA+DHA en ratones con 8 semanas de tratamiento. Los valores representan el promedio £ SEM del
contenido de EPA, DHA y EPA+DHA (g) por cada 100g de ésteres metilicos de &cidos grasos (EMAG).
A: Control; B: Control + EPA y DHA,; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia
de las diferencias entre los valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las
letras de los respectivos grupos. p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).
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6.5.2 Tratamiento durante 12 semanas

En la Tabla 7 se presentan en detalle los valores, expresados en g/100 g EMAG, de los
acidos grasos presentes en el higado de ratones pertenecientes a los 4 grupos

experimentales.

6.5.2.1 Contenido hepatico total de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados

La Figura 15 muestra que el grupo alimentado con dieta control y suplementado con
EPA y DHA present6 una disminucion (p<0,05) de un 28% en el contenido de AGS
cuando se compar6 con el grupo control. A su vez el grupo alto en grasa mostré un 16%
mas de AGS (p<0,05) con respecto a los ratones control. No hubo diferencias
significativas entre los grupos control y alto en grasa mas EPA y DHA. Al comparar los
niveles de AGPI se observé una caida de un 31% (p<0,05) en los ratones alimentados
con dieta alta en grasa, lograndose una normalizacion a valores control en el contenido
total de AGPI en el grupo alto en grasa suplementado con EPA y DHA. No hubo
diferencias significativas en el contenido total de AGMI entre los grupos A, C y D.
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Figura 15. Contenido hepatico total de &cidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI), en ratones con 12 semanas de tratamiento. Los valores representan el
promedio + SEM del contenido de AGS, AGMI y AGPI (g) por cada 100g de ésteres metilicos de &cidos
grasos (EMAG). A: Control; B: Control + EPA y DHA; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y
DHA. La significancia de las diferencias entre los valores promedio de los animales controles y los
tratados se indica con las letras de los respectivos grupos. p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de
Newman-Keuls).
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6.5.2.2 Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga y relacion de acidos grasos -
6/w-3

1) Niveles de AGPICL

En la Figura 16 se observa que los ratones alimentados con dieta control vy
suplementados con EPA y DHA presentaron niveles hepaticos de AGPICL
significativamente mas altos (20%) que los ratones controles sin suplementar. EI grupo
alto en grasa mostr6 un 38% menos de AGPICL (p<0,05) en comparacion al grupo
control, lo cual se normaliz6 a valores control en aquellos ratones alimentados con dieta

alta en grasa y suplementados con EPA y DHA.

i) Niveles de AGPI w-6 y w-3

La Figura 16 muestra una disminucién significativa en el contenido hepéatico de AGPI
®-6 de un 23% y 31% en los grupos control mads EPA y DHA y alto en grasa,
respectivamente, en comparacion con el grupo control. Al analizarse los niveles
hepéaticos de AGPI ®-3 se encontr6 un aumento (p<0,05) de un 159% en el grupo
control suplementado con EPA y DHA y una disminucion (p<0,05) de un 56% en el
grupo alimentado con dieta alta en grasa. En ratones que recibieron dieta alta en grasa y
suplementacion con EPA y DHA se normalizaron los contenidos tanto de AGPI ®»-6

como de AGPI »-3 a valores control.

iii) Relacién de acidos grasos w-6/m-3

Como se indica en la Figura 16, los ratones alimentados con dieta control y
suplementados con EPA y DHA mostraron una disminucion (p<0,05) de un 70 % en la
relacion w-6/w-3 al compararlos con ratones control, siendo significativamente mas alta
(57%) en los ratones alimentados con dieta alta en grasa. Sin embargo, se observé una
disminucion (p<0,05) de un 36% en el valor de esta relacién en los ratones alimentados

con dieta alta en grasa y suplementados con EPA y DHA.
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Figura 16. Contenido hepético de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL), &cidos
grasos poliinsaturados omega-6 (AGPI ®-6), acidos grasos poliinsaturados omega-3 (AGPI ®-3) y
relacion entre los acidos grasos -6 y -3 (relacion ®-6/®w-3) en ratones con 12 semanas de
tratamiento. Los valores representan el promedio + SEM del contenido de AGPICL, AGPI v-6 y AGPI
-3 (g) por cada 100 g de ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG). A: Control; B: Control + EPA y
DHA,; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia de las diferencias entre los
valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las letras de los respectivos grupos.
p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

6.5.2.3 Niveles hepaticos de EPA, DHA y EPA+DHA
i) Niveles de EPA

En relacion a los niveles de EPA indicados en la Figura 17, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y alto en grasa. Por el
contrario, la suplementacion con EPA y DHA en ratones alimentados con dieta control
y alta en grasa aumentd (p<0,05) el contenido de EPA en un 266% y 144%,

respectivamente.
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i) Niveles de DHA

En la Figura 17 se muestra que el grupo alimentado con dieta alta en grasa presentd una
disminucion (p<0,05) de un 58% en el contenido de DHA cuando se compara al grupo
control. La suplementacién con EPA y DHA elevé significativamente el contenido
hepéatico de DHA en ratones alimentados con dieta control (99%), no asi en aquéllos que

recibieron dieta alta en grasa.

iii) Niveles de EPA+DHA

Como se indica en la Figura 17, la suplementacion con EPA y DHA en ratones
alimentados con dieta control y alta en grasa llevdo a un aumento (p<0,05) en el
contenido hepatico de EPA+DHA de un 217% y 37%, respectivamente, comparado con
ratones control. Ademas, los ratones alimentados con dieta alta en grasa presentaron una

disminucion (p<0,05) de un 58% al compararlos con los controles.

20:5, -3 (EPA) 22:6, -3 (DHA) EPA+DHA

a.cd

a,c,d

a.c,d

g/100 g EMAG

Figura 17. Niveles hepéticos de acido eicosapentaenoico (EPA), docosahexaenoico (DHA) y de
EPA+DHA en ratones con 12 semanas de tratamiento. Los valores representan el promedio + SEM del
contenido de EPA, DHA y EPA+DHA (g) por cada 100g de ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG).
A: Control; B: Control + EPA y DHA; C: Alto en grasa; D: Alto en grasa + EPA y DHA. La significancia
de las diferencias entre los valores promedio de los animales controles y los tratados se indica con las
letras de los respectivos grupos. p<0,05 (ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).
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Tabla 6. Composicion de acidos grasos hepaticos en ratones controles y altos en grasa
suplementados durante 8 semanas con EPA y DHA. Los valores representan el promedio + SEM para 9
ratones por grupo experimental. Los acidos grasos saturados (AGS) son 12:0, 14:0, 16:0 y 18:0. Los
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) corresponden al 14:1 ®-7, 16:1 ©-7 y 18:1. Los &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPICL) son el 20:4 ©-6, 20:5 -3 (EPA), 22:5 ©-3, y 22:6 ®-3 (DHA).
Las diferencias significativas entre los grupos estan indicadas mediante letras que identifican cada grupo
experimental. (P<0.05; ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

8 semanas Composicién de acidos grasos (g/100g EMAG)
Grupos
Acido graso a) Control b) Control + c) Alto en d) Alto en grasa
EPAy DHA grasa + EPAy DHA
14:0 0,6 + 0,07 0,4 +0,09 0,5+ 0,08 0,7+03
14:1, -7 03+£0,1 0,05 + 0,03 0,2+ 0,06 0,1+0,06
16:0 26,8+ 1,4 26,7+0,8 26,4+0,9 234+2,1
16:1, -7 3,7+04 31402 1,6 +0,4*°¢ 32+0,6
18:0 11,4+0,7 9,2+0,7 9,3+0,5 92+13
18:1, -9 194+0,6 19,8+0,8 21,8+1,1 21,5+3,0
18:2, »-6 16,4 +0,7 17,3+0,8 21,2 +0,9°° 18,6 +1,7
18:3, »-3 1,7+04 1,3+0,1 1,9+0,1 25+11
20:4, 0-6 76+0,8 52+0,2 7,7+07 59+1,5
20:5, -3 0,7+0,04°%% | 2,6+02* | 0,1+0,04*¢ | 1,7+0,2%°¢
22:5, -3 0,6+0,4 05+05 0,7+0,06 04+04
22:6, ©-3 76+07° | 107+03* | 57+07"° 9,9 +14°
Total AGS 389+19 36,4+12 36,3+1,2 33,4+2,8
Total AGMI 232+1,1 22,9+1,0 236+1,5 249433
Total AGPI 37.9+29 40,7 +0,4 40,1+ 2,4 41,7+24
AGPICL 18,1+19 21,3+0,8 155+15 19,6 +33
Total -6 AGPI 26,9+ 1,9 253+0,6 31,4+18 270+21
Total ©-3 AGPI 109+1,0" | 154+07*° | 86+0,6"° 14,5 +1,3*°
Relacion @-6/0-3 | 25+0,06> | 1,7+01*° | 37+0,2*¢ 1,9 +0,3%




Tabla 7. Composicion de acidos grasos hepaticos en ratones controles y altos en grasa
suplementados durante 12 semanas con EPA y DHA. Los valores representan el promedio + SEM para
9 ratones por grupo experimental. Los &cidos grasos saturados (AGS) son 12:0, 14:0, 16:0 y 18:0. Los
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) corresponden al 14:1 ®-7, 16:1 o-7 y 18:1. Los &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPICL) son el 20:4 ®-6, 20:5 ®-3 (EPA), 22:5, ®-3, y 22:6, ®-3
(DHA). Las diferencias significativas entre los grupos estan indicadas mediante letras que identifican cada
grupo experimental. (P<0.05; ANOVA unifactorial y test de Newman-Keuls).

12 semanas Composicidn de &cidos grasos (g/100g EMAG)
Grupos
) a) Control b) Control + c) Alto en d) Alto en grasa
Acido graso EPAyDHA grasa + EPAy DHA
14:0 2,2+0,3"° 1,3+0,2*° 2,2+0,2"° 1,4 +0,2*°
14:1, -7 0,4 +0,03° 0,4+0,1° 1,7 £0,1*¢ 0,4 +0,04°
16:0 22,7+0,07° 15,4 + 2,0*° 253+0,5° 22,7+0,4°
16:1, -7 2,3 +0,1°¢¢ 1,4 +0,2%¢ 5,2 + 0,2*¢ 3,6 £ 0,1*¢
18:0 12,7+0,3° 104+1,3* | 146+0,6 135+0,2°
18:1, ®-9 225+0,6 20,4 2,6 23,3%0,5 23,6+0,5
18:2, -6 12,6 £0,5 11,8+15 9,7+06 11,8+0,5
18:3, »-3 0,3+0,02 04+0,1 0,2 +0,03 0,3+0,1
20:4, -6 11,9 £0,6°%¢ 77+10° 8,8+0,3° 8,1+0,4°
20:5, ©-3 0,5+0,1°° 52 +0,02*°" | 0,2+0,03"° 1,0 £ 0,2*"°
22:5, »-3 0,7+0,1° 1,2 +0,2%¢ 0,3 +0,1%¢ 0,8 +0,1°°
22:6, ®-3 3,9+0,2°¢ 7,8 +1,0%¢ 1,7 +0,1%°¢ 5,0 +0,2°¢
Total AGS 38,7+0,9°° | 27,8+35¢ | 452+1,2*"¢ | 385+0,4"°
Total AGMI 27,1+0,6 23,0 +2,9%¢ 31,0+0,6° 29,1+0,6°
Total AGPI 34,2 +0,9° 37,9+4.8 | 23,7+0,8*¢ 32,5+0,8°
AGPICL 205+0,9°° | 247+31*° | 12,8+0,3*"" | 189+0,5"°
Total »-6 AGPI 28,7 +1,0° 222+2,9° 19,9 +1,5° 239+11
Total »-3 AGPI 55+ 0,2 14,2 +1,00%¢ | 2,4+0,2*"° 7,1+0,3°°
Relacion 0-6/w-3 | 5,4 +0,3%¢ 1,6 £0,1*°° | 8,4+0,6"° 3,4 £0,2%°¢
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7. DISCUSION

Dieta alta en grasa como modelo nutricional de esteatosis hepatica

El presente estudio relaciona el efecto del consumo de una dieta con alto contenido en
grasa sobre una serie de alteraciones asociadas a la esteatosis hepética, enfocandose en
el origen nutricional de esta patologia. Las dietas altas en grasa han sido utilizadas por
décadas como modelos de obesidad, dislipidemia y resistencia a la insulina en roedores,
donde las alteraciones metabdlicas derivadas del consumo de esta dieta se asemejan a las
observadas en el sindrome metabdlico en humanos (Aguila & Mandarim-de-Lacerda
2003; Woods et al., 2003). También se ha demostrado que el uso de dietas altas en grasa
induce el desarrollo de esteatosis hepatica en ratones (Buettner et al., 2006). Se han
utilizado otro tipo de dietas para este tipo de estudios pero tienen el inconveniente de ser
deficientes en proteinas y/o micronutrientes esenciales (Meghelli-Bouchenak et al.,
1989; Kawaguchi et al., 2004; Rinella et al., 2008), lo que es representativo de un estado
de desnutricion. En este trabajo se utiliz una dieta con un 60% de sus calorias en forma
de grasa pero con cantidades suficientes de proteinas y micronutrientes, diferenciandose
a la dieta control s6lo en la composicion de carbohidratos y grasas. Por lo tanto, permite
una mejor interpretacion del origen nutricional de la esteatosis acorde a la alimentacion

en el mundo occidental.
Efecto de la suplementacién con EPA y DHA en el peso corporal de los ratones

En este trabajo se observd que, a las 12 semanas de tratamiento, la dieta alta en grasa
indujo un alza significativa en el peso corporal de los ratones a pesar de que todos los
grupos experimentales consumieron la misma cantidad de alimento (datos no
mostrados). A su vez, no hubo diferencias en el peso corporal entre los ratones controles
y aquéllos con dieta alta en grasa y suplementados con EPA y DHA. La disminucion del
peso corporal por efecto de la administracion de AGPICL ®-3 se ha evidenciado en

estudios realizados en roedores (Ji et al., 2009), lo que estaria relacionada al aumento en
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la secrecion de adiponectina, citoquina secretada por el tejido adiposo que se asocia
negativamente con el porcentaje de grasa corporal y grasa visceral, y positivamente con

niveles sanguineos de leptina e insulina (Ryan et al., 2003; Neschen et al., 2006).

Prevencion del desarrollo de esteatosis hepéatica y alteraciones metabolicas

asociadas a un alto consumo de grasa mediante suplementacion con EPA+DHA

Los resultados de este trabajo muestran que la suplementacion dietaria con EPA y DHA
en ratones alimentados con dieta alta en grasa disminuye el contenido de lipidos en los
hepatocitos y restablece los niveles normales plasmaticos de insulina, glucosa y TNF-a.
Estas evidencias demuestran que tanto EPA como DHA ejercen importantes efectos
antiinflamatorios, sensibilizadores a la insulina y preventivos en el desarrollo de
esteatosis, siendo tales efectos de gran importancia en la hepatoproteccion otorgada por
estos AGPICL o-3. El restablecimiento de los niveles hepaticos de AGPICL ®-3 tiene
una importancia fundamental en la hepatoproteccion, debido a que actian como ligandos
de sefializacién que participan en la activacion y/o represion de multiples factores de

transcripcion implicados en el metabolismo lipidico.

Se sabe que los AGPICL ®-3 reprimen la expresion y procesamiento de SREBP-1c, lo
que reduce la sintesis de novo de &cidos grasos al disminuir la expresion de enzimas
implicadas en esta via metabdlica, tales como la &cido graso sintasa, acetil CoA
carboxilasa y estearil-CoA desaturasa-1 (Shimano et al., 1999; Sekiya et al., 2003;
Spadaro et al., 2008; Ferré & Foufelle, 2010). Por otro lado, los AGPICL ®»-3 también
son capaces de estimular el catabolismo de acidos grasos a través de la activacion de
PPAR-a, factor de transcripcion implicado en la expresion de la carnitil aciltransferasa
(CAT), acil-CoA oxidasa (ACOX), enoil-CoA hidratasa/deshidrogenasa y B cetoacil-
CoA tiolasa, entre otras enzimas que participan en la [-oxidacion mitocondrial y

peroxisomal de los acidos grasos (Spadaro et al., 2008).

Estudios recientes han sefialado a PPAR-y como un componente importante en la

acumulacién dependiente de insulina de acidos grasos a nivel hepatico (Valenzuela &
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Videla, 2011), lo que se ha evidenciado en un aumento en la expresion de mMRNA de
PPAR-y en higado de pacientes obesos y resistentes a la insulina (Pettinelli & Videla,
2011), al igual que en ratones con esteatosis inducida por dieta alta en grasa (Inoue et
al., 2005). PPAR-y estaria implicado en la expresion de genes relacionados con la
captacion, union e ingreso a los tejidos de &cidos grasos libres provenientes del torrente
sanguineo, entre los cuales se encuentran la lipoproteinlipasa (LPL), translocasa de
acidos grasos (FAT/CD36), proteina transportadora de &cidos grasos (FATP5) y proteina
de union a acidos grasos (FABP4/5) (Nielsen et al., 2004). Queda demostrar entonces en
este modelo experimental el efecto del consumo de una dieta con alto contenido en grasa
en la alteracion de la expresion o la actividad hepética de estos factores de transcripcion,
y si la prevencion de la esteatosis hepética debido a la suplementacion con EPA y DHA
se debe a la activacidn y/o represion de alguno de estos factores de transcripcion, con la

consiguiente alteracion en los niveles hepéticos de sus enzimas blanco.

En este trabajo se comprueban los efectos antiinflamatorios de EPA y DHA a tenor de la
normalizacion en los niveles plasmaticos de TNF-a en ratones alimentados durante 12
semanas con dieta alta en grasa, junto con la normalizacion a valores control de las
citoquinas IL-6 e IL-1pB (datos no mostrados). Las acciones antiinflamatorias de los
AGPICL ®-3 han sido demostradas en diversos estudios y, aunque los mecanismos
moleculares no se han dilucidado completamente, las evidencias experimentales otorgan
un rol importante a NF-«xB, factor transcripcional involucrado en multiples procesos
inflamatorios (Casillas-Ramirez et al., 2006; Lee et al., 2009; Zufiiga et al., 2010). Se ha
demostrado que EPA inhibe la translocacion de NF-xB al nucleo, posiblemente por
disminucion en la fosforilacion de 1kB (Camandola et al., 1996; Zhao et al., 2004) o de
la subunidad p65 de NF-«xB (Suzuki et al., 2010). Un aspecto interesante hace referencia
al efecto antiinflamatorio de PPAR-a asociado a su activacion por los AGPICL ®-3
(Clarke, 2004), ya que seria capaz de inactivar a NF-xB a través de la formacion de
complejos transcripcionalmente inactivos entre PPAR-a y la subunidad p65 de NF-«B,
ademas de aumentar la expresion de IkB (Delerive et al., 1999, 2000). Recientemente, se

ha demostrado en ratones transgénicos fat-1 que la sintesis enddgena de altas
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concentraciones de AGPICL -3 a nivel pancreético disminuye los niveles de citoquinas
proinflamatorias a través de la disminucién en la expresion de p65 y el aumento en la
expresion de IkBa, o que se asocia con prevencion de la diabetes tipo 1 (Bellenger et
al., 2011). Cabria determinar en este modelo si la suplementacion con EPA y DHA
disminuye los niveles de citoquinas proinflamatorias a través de la inactivacion de NF-
kB, como también si el descenso de estas citoquinas tendria efectos sensibilizadores a la
insulina como consecuencia de la disminucion en la actividad de quinasas tales como
JNK, PKC-6 0 SAPK, cuya activacién por citoquinas proinflamatorias altera las vias de
sefializacion normales de la insulina mediante fosforilacion de IRS-1 en sus residuos de
serina (Videla et al., 2006; Samuel et al., 2007).

Como se sefialé anteriormente en la introduccién, la fisiopatologia de la esteatosis
hepética se encuentra intimamente ligada a las alteraciones que determinan en conjunto
el sindrome metabolico. Al respecto, investigaciones en nuestro laboratorio demuestran
que la suplementacién con EPA y DHA en ratones alimentados con dieta alta en grasa
mejoran considerablemente varios pardmetros metabolicos, lo que incluye: i)
disminucion del colesterol total plasmatico, ii) reduccion en el tamafio y peso de la grasa
visceral, iii) disminucion en el contenido de lipidos totales en el tejido hepético y iv)
normalizacion del estado rédox hepaético, reflejado en la disminucién en los niveles de
F8-isoprostanos, proteinas oxidadas y aumento en el contenido hepéatico de glutation
reducido (Dossi et al., 2011; Gonzalez et al., 2011). En conjunto con los resultados de
esta memoria, una importante observacion general es que la administracion de acidos
grasos omega-3 a traves de la dieta ayudaria a prevenir el desarrollo del sindrome
metabolico, lo que sin duda aumentaria el espectro de accidn de estos acidos grasos y
permitiria que su uso no se circunscriba solamente al tratamiento de la esteatosis, sino

gue también en el mejoramiento de anormalidades metabdlicas en general.
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Disminucién de los AGPICL ®-3 y aumento en la relacion de acidos grasos ®-6/®-3

como fendmenos previos al desarrollo de esteatosis hepéatica

Interesantemente, a las 8 semanas de alimentacion con dieta alta en grasa los ratones
presentaron tanto disminucion hepatica de AGPICL -3 como aumento en la relacion de
acidos grasos m-6/m-3, a pesar de que no se observaron cambios significativos en el peso
corporal ni en los niveles plasmaticos de insulina, glucosa y TNF-o, ademés de no
evidenciarse acumulacion de lipidos en los hepatocitos. Lo anterior se podria explicar
por el estrés oxidativo, su intima relacion con el desarrollo de resistencia a la insulina y
el complemento de ambas alteraciones tanto en la induccién de la esteatosis como en su
evolucidn a fases mas avanzadas de la EHGNA (Videla et al., 2006). Se ha demostrado
tanto in vitro como in vivo que el aumento en el estado rédox, reflejado en incrementos
en la expresion de enzimas implicadas en la generacion de ERO a nivel de tejido adiposo
y hepaético, precede al desarrollo de resistencia a la insulina e inflamacion sistémica
(Houstis et al., 2006; Eriksson, 2007; Matsuzawa-Nagata et al., 2008), lo que sugiere
que la acumulacion de lipidos en el higado seria un proceso temporal iniciado por
alteraciones a nivel del estado rédox del organismo que derivarian en la disminucion de
AGPICL -3 y alteraciones en la sensibilidad de los tejidos a la accion de la insulina.
Sin embargo, mayores estudios son necesarios para esclarecer estas relaciones en la

esteatosis hepética debida a malnutricién por exceso de grasa.
Uso terapéutico de los AGPICL -3 en pacientes con esteatosis hepatica

Finalmente, cabe destacar el uso de los &cidos grasos omega-3 como una novedosa
alternativa en el tratamiento de pacientes con EHGNA. Actualmente existen diversas
estrategias para el tratamiento de esta enfermedad: (i) pérdida de peso, donde el
paciente obeso debe modificar su estilo de vida 0, en casos mas severos, se recurre a la
cirugia bariatrica y a medicamentos como Orlistat, Sibutramina o Rimonabant, (ii)
farmacos que mejoran la sensibilidad a la insulina, como la Metformina o las
Tiazolidinedionas (TZD) (iii) enfoque antioxidante a través del empleo de Vitamina E o

el Probucol y (iv) uso de antiinflamatorios como la Pentoxifilina y el Infliximab,
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ademéas de enfoques antilipemiantes y antiapoptoticos (Anderson & Borlak, 2008;
Masterton et al., 2010), pero aun no existe consenso sobre cual estrategia es la mas
efectiva (Moseley, 2008). En este contexto, la ventaja del uso terapéutico de los
AGPICL ®-3 por sobre otros enfoques radica en el hecho de ser de facil administracion
por via oral, relativamente econdémico y de facil disponibilidad, no invasivo, no presenta
contraindicaciones al carecer de efectos secundarios, y combina ademas los efectos
antiinflamatorios, antioxidantes y sensibilizadores a la insulina presentes en los otros
tratamientos. A pesar de los multiples estudios in vitro e in vivo (principalmente en
roedores) que confirman las acciones beneficiosas de los AGPICL ®-3 en el tratamiento
de diversas enfermedades cronicas, es necesario realizar una mayor cantidad de pruebas
clinicas en humanos que comprueben su potencial uso en el tratamiento de las diversas
alteraciones que conforman en conjunto la EHGNA (Masterton et al., 2010; Shapiro et
al., 2011).
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8. CONCLUSIONES

En razon de que:

e Laalimentacion con una dieta alta en grasa disminuye los niveles de AGPICL -

3 y aumenta la relacion de AGPICL w-6/w-3 a nivel hepatico.

e La suplementaciéon dietaria con EPA y DHA (200 mg/kg/dia) previene el
desarrollo de esteatosis hepatica, resistencia a la insulina e inflamacién
sistémicas inducidas por una dieta alta en grasa. A su vez, eleva los niveles de
AGPICL »-3 y disminuye la relacion de AGPICL w-6/w-3 en el higado.

e A las 8 semanas de tratamiento la dieta alta en grasa induce disminucion hepatica
de AGPICL ®-3 y aumento en la relacion de AGPICL w-6/w-3, a pesar de no
haber desarrollo de esteatosis hepética, resistencia a la insulina e inflamacion

sistémica.

En conjunto, los resultados sugieren que la administracion de los acidos grasos
eicosapentaenoico y docosahexaenoico tendria efectos positivos en el tratamiento de las

alteraciones que conforman el sindrome metabdlico.
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9. ANEXO

9.1 Certificado de aprobacion del comité de bioética

UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE BIOETICA SOBRE
INVESTIGACION EN ANIMALES 3

CERTIFICACION

Este Comité, certiﬁc':a que en el Proyecto de Investigacion titulado: “Protection with oral
n-3 PUFA (EPA + DHA) supplementation against liver;.injﬁry, inflammation, oxidative
stress and insulin resistance induced by a high-fat diet: activation of PPAR-alpha and
NF-xB inactivation” cuyo investigador responsable es la- Dra. Gladys Tapia Opazo no
se plantean acciones que contravengan las normas Bioéticas bésicas de Manejo y Cuidados
de los animales a utilizar en los procedimientos experimentales planificados (Protocolo
CBA# 0386 FMUCH).

La Dra. Tapia, se ha comprometido a mantener los procedimientos experimentales
planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar ninguna modificacién sin previa
informacién y posterior aprobacién por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacién por el tiempo que dure la realizacién del proyecto
enviado al concurso FONDECYT Regular 2011.

El Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile estd constituido por nueve miembros con experiencia en el manejo y mantencion de
animales: 2 veterinarios, 6 académicos de diversas disciplinas Y una periodista de esta Facultad. El
certificado que emite el Comité procede de la aprobacién del “PROTOCOLO DE MANEJO Y
CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORA TORIO”(M.MUOIIII&WMWM) después de
un estudio acucioso por todos sus miembros y de la acogida de los investigadores o jefes de
Bioterios, de las observaciones exigidas por el Comité.

.

Santiago, 14 de Julio de 2010.

C . Vg dbi#e /)
Dr. Carlos Valenzuela Y.
Presidente
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9.2 Modelo de cromatograma obtenido a partir de un cromatografo de gas-liquido

Norm. S
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Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier s 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FID1 B,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e e el s [Fessmdnams [E=ze=m=ars [F=srsass |
i 4.584 PB 0.0291 12.59998 6.35084 0.50034
2 6.324 BB 0.0389 654.86249 255.30296 26.00422
3 6.874 BP 0.0367 8.72205 3.54882 0.34635
4 6.986 VB 0.0382 82.72431 33.05154 3.28494
5 7427 °EB 0.0390 5. 29535 1..89552 ¢ 0..21028
6 8.716 BB 0.0460 194.41583 64.88429 7.72014
a 9.462 BV 0.0469 493.24182 @ 164.77295 19.58635
8 9.567 VB 0.0418 37.12869 13.21837 1.47436
9 10.651 BB 0.0431 457.65778  156.62340 18.17333
10" =12 099 "PB 0.0452 24.08968 8.22909 0.95659
1112424 PB 0.0476 9.94849 326317 0.39505
12 14.670 PB 050465 ©.13.53310" 4.57886 0.53739
13 15.357 BB 0.0432 119.92251 40.96119 4.76205
14 16.979 BB 0.0474 1752299 26.30104 3.07839
15 20.444 PB 0.0517 37.10663 11.18802 1.47348
16 21.149 BB 0.0508 289.52191 84.86853 11.49675

Totals : 2518.29360 879.13859
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Cada peak corresponde a un éster de acido graso presente en la muestra, caracterizado

por un tiempo de retencion (RetTime) particular y cuya cantidad esta determinada por el

area (Area) del peak en cuestion. El peak 0 representa al solvente hexano.

En el caso del cromatograma presentado como modelo,

corresponden a los siguientes compuestos:

Peak Compuesto Numero lipidico
1 Acido miristico C14:0
2 Acido palmitico C16:0
34y5 Acido palmitoleico C16:1
6 Acido estearico C18:0
7y8 Acido oleico C18:1
9 Acido linoleico C18:2
10y 11 Acido a-linolénico C18:3
12 Acido dihomo-y-linolénico C20:3
13 Acido araquidonico C20:4
14 Acido eicosapentaenoico (EPA) | C20:5
15 Acido docosapentaenoico C22:5
16 Acido docosahexaenoico (DHA) | C22:6

los peaks sefialados
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