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3. Resumen

Introduccién: La enfermedad por higado graso no acohdlico se caracteriza por una
acumulacion excesiva y patolégica de grasa en los hepatocitos, asociandose con diversas
enfermedades cronicas de origen nutricional. Uno de sus enfoques terapéuticos es una dieta
ricaen AGPICL n3, como e DHA.. El ato consumo de AGPICL n3, altamente susceptibles
a la lipoperoxidacion, pudiera generar ademéas estrés oxidativo, por 1o que € consumo de
antioxidantes, como € HT pudiera ser de utilidad. Tanto e DHA como & HT, han
mostrado activar los factores de transcripcion PPARa y Nrf2, aumentando asi la -
oxidacién y disminuir la lipogénesis de é&cidos grasos y € estrés oxidativo, previniendo la
aparicion y progresion de laEHGNA. Objetivo: Evaluar e efecto de la suplementacion con
DHA més HT en la activacion de PPARa y Nrf2 en la reduccion de higado graso no
alcohdlico inducido por dieta alta en grasa en raton. M étodos. Ratones machos C57BL/6J
fueron alimentados con dieta control (10% grasa) o dieta ata en grasa (60% grasa) por 12
semanas. Los animales fueron suplementados via oral con DHA (50 mg/kg/dia), HT (5
mg/kg/dia), o DHA + HT. Resultados. La alimentacion con DAG por 12 semanas indujo
esteatosis hepatica, disminucion en la actividad de unién al ADN y expresion hepética de
PPARa y aumento de Nrf2. La suplementacion conjunta de DHA + HT genero un efecto
protector sobre la EHGNA, a través: i) disminucidn de la esteatosis hepatica; ii) menor
acumulacion de lipidos hepaticos; iii) activacion de PPARO y B-oxidacion peroxisomal; iv)
activacion de Nrf2 y de enzimas antioxidantes; v) aumento de AGPICL n3 en € perfil de
AG hepéticos; vi) aumento en niveles de RD1 hepaticos; vii) aumento de la expresion
hepdtica y niveles séricos de FGF-21; viii) disminucion en los niveles hepaticos de
colesterol y expresion hepética de HMGCoA Reductasa. Conclusiones: La suplementacién
con DHA + HT, en esta investigacion, logro prevenir la esteatosis hepéticas inducida por
DAG en ratones C57BL/6J, por |o que podria considerarse una terapia nutricional para la
EHGNA, ademas activa a los factores de trascripcion PPARa y Nrf2, mostrando luces del

mecani smo responsabl e de este efecto.
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4. Abstract

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by an excessive
and pathologica accumulation of fat in hepatocytes, associated with various chronic
diseases of nutritional origin. One of its therapeutic approaches is a diet rich in n3
LCPUFA, as DHA. The high consumption of n3 long chain polyunsaturated fatty acids
(n3 LCPUFA), highly susceptible to lipoperoxidation, could also generate oxidative stress,
therefore the consumption of antioxidants, such as HT, could be useful. Both DHA and HT
have been shown to activate the transcription factors PPARa and Nrf2, thus increasing -
oxidation and decreasing fatty acid lipogenesis and oxidative stress, preventing the onset
and progression of NAFLD. Objective: Evaluate the effect of supplementation with DHA
plus HT in the activation of PPARa and Nrf2 in the reduction of non-acoholic fatty liver
induced by high-fat diet (HFD) in mice. Methods: Mae C57BL/6J mice were fed a control
diet (10% fat) or a high fat diet (60% fat) for 12 weeks. The animals were supplemented
orally with DHA (50 mg/kg/day), HT (5 mg/kg/day), or DHA + HT. Results: Feeding with
HFD for 12 weeks induced hepatic steatosis, decreased DNA binding activity and hepatic
PPARa expression and increased Nrf2. The joint supplementation of DHA + HT generated
a protective effect on NAFLD, through: i) decreased hepatic steatosis; ii) less accumulation
of liver lipids; iii) activation of PPARa and peroxisomal [3-oxidation; iv) activation of Nrf2
and antioxidant enzymes; v) increase in n3 LCPUFA in the hepatic lipid profile; vi)
increased levels of hepatic RD1; vii) increased hepatic expression and serum levels of FGF-
21; viii) decrease in hepatic cholesterol levels and hepatic expression of HMGCoA
reductase. Conclusions. Supplementation with DHA + HT, in this research, succeeded in
preventing hepatic steatosis induced by HFD in C57BL/6J mice, so it could be considered
as nutritional therapy for NAFLD, further more it activates the transcription factors PPAR«a

and Nrf2, showing lights of the mechanism responsible for this effect.
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5.Marcotedrico

5.1. Enfermedad por higado graso no alcohdlico (EHGNA).

La EHGNA caracterizada por una acumulacion excesiva y patoldgica de grasa en los
hepatocitos (>5% del peso total del higado) (1,2), requiriendo para su diagnostico de i)
evidenciaimageneal 0gica o histol6gica de esteatosis y ii) ausencia de causa secundaria para
acumulo de grasa, como el consumo excesivo de acohol (> a 20 g/dia en hombres y 10
g/dia en mujeres) (2). LaEHGNA comprende un amplio espectro de patologias incluyendo
esteatosis simple (infiltracion de grasa), esteatohepatitis (involucrando inflamacion) y
cirrosis (3); con una prevalencia mundia de 10 a 46% (4,5). En Chile, se ha reportado una
prevalencia estimada del 23% usando como método diagnéstico e ultrasonido en sujetos
con un IMC de 28,1 kg/mt? (6); por otro lado un estudio del afio 2006 reaizado en
pacientes con obesidad mdrbida que optan a cirugia bariétrica revelo una prevalencia de
53,4% (7).

La EHGNA, es considerada |la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico (SM) (8);
entre sus factores de riesgo, destacan la obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
resistencia a la insulina (RI) y dislipidemia (6); por otro lado, polimorfismos en genes del
metabolismo lipidico, regulaciéon de citoquinas, mediadores fibréticos y estrés oxidativo
(EO) han mostrado una posible asociacion con €l inicio y progresion de laEHGNA (6). Los
estilos de vida como la inactividad fisica y la alimentacion poco saludable, son factores de
riesgo para la obesidad y alteraciones cardiometabdlicas, llevan a desarrollo de SM y de
EHGNA, mediante el desarrollo de RI, EO e inflamacion (6).

5.2. Influencia dela dieta en la patogenia de la EHGNA:

La dieta occidental caracterizada por una ata ingesta de energia procedente de productos
derivados de ceredes, hidratos de carbono simple, grasas (principal mente saturada y acidos
grasos (AG) trans) y jarabe de maiz ato en fructosa (especia mente en bebidas azucaradas),
asi como un bajo consumo de frutas, verduras y pescados ricos en AG n3, exacerbando la
deplecion hepética de los mismos; contribuye al aumento en la prevalencia de la EHGNA
(9,10), observandose asociaciones positivas en adolescentes (11). El desbalance producido
entre acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL) n6 y n3 genera un aumento

de productos pro-inflamatorios y pro-coagulantes, derivados del acido araquidonico (AA,
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C20:4 n6) (2), sumado a consumo de AG trans, potente inhibidor de la enzima A6
desaturasa (12), o que se traduce en un aumento en laincidenciade SM, EHGNA e incluso
mortalidad por enfermedad cardiovascular (ECV) (2). EI metabolismo de los nutrientes se
ve alterado en sujetos con EHGNA, observandose un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (EROs), generando EO, disfuncién mitocondrial, estrés de reticulo y

un estado pro-inflamatorio y pro-lipogénico a nivel hepatico (2).

5.3. Alteraciones metabolicasen la EHGNA:

La EHGNA se asocia con los principales factores del SM (8), como la obesidad,
caracterizada por adiposidad viscera disfuncional y un estado inflamatorio crénico que
induce RI (13). Al respecto, la Rl observada tanto en el higado como en tejidos periféricos
(12), favorece un aumento en la lipdlisis (14). Esta alta movilizacion de lipidos,
especificamente de &acidos grasos libres (AGL) desde € tgjido adiposo hacia e higado,
aumenta la lipogénesis hepdtica (12) y exacerba €l depdsito de triglicéridos (TG) en los
hepatocitos (13), lo cual conduce a un aumento de la actividad mitocondrial, produccion de
EROs y EO (12). En este contexto, la teoria de los “dos golpes” de Day y James intenta
explicar la patogénesis y progresion de la EHGNA (14). ElI “primer golpe” es la
acumulacion hepética reversible de TG, debido a la RI, resultando en dateraciones
metabolicas y moleculares, aumentando la susceptibilidad al “segundo golpe” representado
por el EO que causa inflamacion e injuria tisular (13). En los Ultimos afios ha surgido la
teoria de los “multiples golpes paralelos”, donde la RI es el “golpe central”, haciendo al
hepatocito susceptible a: i) produccion de EROs por oxidacion de AGL, ii) desregulacion
en la produccién de citoquinas, y iii) disfuncion mitocondria (14), llevando alaapariciony
progresion delaEHGNA (Ver Anexo 1).

5.4. AGPICL n3, DHA y beneficios parala salud general:

Los AGPICL n3 son moléculas organicas y componentes dietarios que participan de
diferentes procesos fisiologicos, especiamente como parte de las membranas celulares
(fosfolipidos) y sustratos para la sintesis de mediadores fisiologicos (12,15). Los
principales AGPICL n-3 son derivados metabolicos del &cido a-linolénico (ALA C18:3 n3)
(15), e é&cido eicosapentanoico (EPA C20:5 n3) y e acido docosahexaenoico (DHA C22:6
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n3), los que se pueden encontrar en animales de origen marino, especialmente pescados
grasos (jurel, atin y sailmon) (12,15). El EPA es importante en la homeostasis vascular y
respuesta inflamatoria, jugando un rol protector de la salud cardiovascular (16); el DHA es
un componente de membranas celulares, especialmente neuronaes, participando en el
desarrollo cerebra y visual durante la vida intrauterina 'y los primeros afios de vida (16,17).
Los AGPICL n3 han mostrado ser eficaces en € tratamiento y prevencién de enfermedades
neurodegenerativas, ECV, cancer, didlipidemias, EHGNA, entre otras, gracias a su
participacion en la modulacion de la respuesta inmune, disminuyendo la inflamacion e
injuria con efecto citoprotector (12,16). Pese a sus beneficios, un exceso en su consumo
puede aumentar la peroxidacion lipidicay reducir la produccién de citoquinas, por 1o que la
FAO establecié como valor maximo de intervalo aceptable de distribucion de nutrientes de
EPA mas DHA en 2 g/dia (15).

Una de las funciones bioldgicas méas importantes de los AGPICL es la formacion de
eicosanoides (derivados de 20 &omos de carbono) y docosanoides (derivados de 22 d&omos
de carbono) através de las rutas metabdlicas de las COX y LOX, promoviendo efectos pro-

resolutivos de inflamacion y citoprotectores (15,18).

5.5. DHA y beneficios para la salud hepatica:

La transformacién de ALA a DHA es bagja (0,05%) tanto en humanos como animales, por
lo que su consumo en la dieta es fundamental (15,19). Una vez incorporado a las
membranas celulares, el DHA puede aumentar la fluidez y espesor de la membrana (15,19)
contribuyendo a unamejor sefiaizacion celular e incorporacion de receptores.

En la EHGNA existe: i) mayor peroxidacion hepética de AGPICL n-3 por aumento de las
EROs y susceptibilidad a los radicales libres; ii) desaturacion defectuosa de ALA,
disminuyendo el EPA y DHA, por deficiencia en la actividad de las desaturasas A5 y A6;
iii) desbalance dietario (menor consumo de EPA+DHA y alto consumo de AA y AG trans)
que inhibe la A6 desaturasa (enzima clave en la sintesis de DHA a partir de ALA); lo cua
lleve a una deplecion hepética de AGPICL n3, disminuyendo alrededor del 50% de los
niveles tanto de EPA, como DHA, aumentando asi la razén de AG n6/n3 (12,14,19,20,21)
tanto en humanos como animales, promoviendo la produccion de productos pro-

inflamatorios y pro-coagulantes (2).
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Diversos estudios humanos y animales han mostrado la capacidad del DHA para promover
la oxidacién y reducir la sintesis de AG en € higado, asi como su amacenamiento como
TG (15); ademés es capaz de disminuir los niveles de colesterol hepético y sérico,
observandose una disminucion en la expresion hepética de hidroximetil glutaril CoA
reductasa (HMGCoA Reductasa), gen codificante de la enzima clave en la sintesis de
colesterol (22). El DHA actla, ademés mediante: i) sus derivados metabdlicos resolviendo
la inflamacion y previniendo la RI (18,20); siendo un sustrato para la COX-2 y 5-LOX,
produciendo docosanoides, como resolvinas de la serie D, protectinas y maresinas (15,18);
potentes mediadores lipidicos que participan en la prevencion de enfermedades
autoinmunes, artritis reumatoide, ECV, determinados tipos de cancer, DM2, Alzheimer,
entre otras (12,18). Una de las moléculas mas importantes es la resolvina D1 (RD1), esta se
produce por la oxigenacion secuencial del DHA por la5-LOX y 15-LOX; RD1 es capaz de
reducir marcadores de inflamacion hepaticos, la apoptosis celular y la acumulacion de
lipidos a través de la via INK, de esta forma contribuyendo a la resolucién de la EHGNA,
tanto en modelos celulares y animales (22,24). ii) activacion de la expresion de genes del
transporte y oxidacién de AG en e higado, especiamente como ligandos de PPARa
(12,15,20,25); iii) reduccion de la expresion de genes involucrados en la sintesis de novo de
lipidos (ChREBP)/Max-like factor X (MLX) y SREBP-1c), disminuyendo la lipogénesis
(12,15,20), y iv) inhibicion de la actividad de unién a ADN de NF-«xB, limitando la
expresion de genes inflamatorios (26). En modelos animales (de ratén) e DHA ha
mostrado gran efectividad en la supresion de la expresion de marcadores hepaticos de
inflamacion, fibrosis y EO (20,27,28), ademas de lainhibicién de lipogénesis hepética (27);
también induce la activacién redox de Nrf2 y la activacion de PPARa, favoreciendo asi una
respuesta antioxidante y antiinflamatoria, sumado a un aumento en la transcripcion de
CPTlay ACOX1 (30) en ratas. En humanos, |a suplementacion con DHA (250 mg/dia) ha
demostrado ser efectiva en disminuir la grasa visceral, hepatica y la Rl en nifios (28);
mejorando incluso € balonamiento (perdida de forma cuboida del hepatocito por
ateraciones estructurales del citoesgueleto) e inflamacion (31).
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5.6. Hidroxitirosol (HT): Efectos beneficiosos para la salud general y hepatica:

El hidroxitirosol (HT) o 3,4-dihidrofenil-etanol (32), es compuesto fendlico derivado de la
oleuropeina, siendo considerado uno de los antioxidantes con mayores propiedades
citoprotectoras en modelos celulares y animales, (33,34,35,36). La principal fuente de HT
es e aceite de oliva extra virgen (EVOO) (32) y las hojas de oliva, en menores
concentraciones. EI HT es el Unico fenol reconocido por la EFSA como protector de dafio
oxidativo de lipidos sanguineos, recomendando un consumo de 5 mg/dia, cantidad
facilmente alcanzable con una dieta balanceada (37). A nivel genera es capaz de: i) inhibir
la oxidacion de LDL, disminuir el tamafio de lesiones ateroscleroticas, o cua previene
ECV (38); ii) reduccion de anion superoxido previniendo el dafio @l ADN, induccién de
apoptosis celular e inhibicion de la proliferacion suprimiendo la activacion de NF-«B,
previniendo enfermedades tumorales (33); iii) inhibicién de la actividad de la COX y LOX,
reduciendo lainflamacién y iv) inhibicion del crecimiento de colonias bacterianas (32,36).
En la EHGNA, e HT ha mostrado reducir € tamafio de gotas lipidicas y acumulacion de
TG en hepatocitos, mediante la modulacion de enzimas claves del metabolismo lipidico
(35). Al igua que la oleuropeina € HT es capaz de prevenir la peroxidacion lipidica en
higado de ratas (39), reducir la esteatosis, balonamiento, transaminasas hepaticas y €
colesterol en ratones y ratas con EHGNA inducida por dieta alta en grasa (40), mejorando
parametros metabolicos de RI, a través: i) aumento de la expresion génica de PPARa,
fosforilacion de Acetil-CoA carboxilasa (ACC), promoviendo la oxidacion de AG en €
higado; ii) reduccion de lainflamacién y e EO, mediante la disminucion en laexpresion de
COX-2, INOS y NF-kB (35,41). Ademas, el HT presenta actividades anti-proliferativas y
pro-apoptoticas en células de hepatocarcinoma, via supresion de NF-xB (34), y es capaz de
eliminar radicales libres y activar a sistema de defensa enddgeno mediado por Nrf2,
aumentando su translocacién a nucleo, |o que se traduce en un aumento en la expresion de
enzimas como la Glutation peroxidasa (GPx), Glutation reductasa (GR) y Glutation S-
transferasa (GSTa3) en modelos celulares y animales (42,43).

5.7. Receptor que estimulala proliferacion de peroxisomas a (PPAR«):
Los PPARs son factores de transcripcion nuclear (44,45) que presentan tres isoformas o,

Yy v, Son capaces de actuar como sensores lipidicos y modular el metabolismo (46,47). Los
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PPARSs son activados por diversos ligandos, destacando los AGPICL y eicosanoides (15).
Los ligandos a unirse a dominio de PPAR permiten la heterodimerizacion con € 9-cis-
Receptor X Retinoide (RXR) de PPARa, € dimero se une al elemento de respuesta de
PPAR de la zona promotora de genes blancos involucrados en oxidacion mitocondrial,
cetogénesis, metabolismo de lipoproteinas y transporte de AG (45,48). PPARo. se expresa
en células con alta actividad 3-oxidante como son los hepatocitos (47,49,50); donde regula
la respuesta adaptativa a ayuno, aumentando su expresion en modelo de rata (51), a
controlar € transporte de AG, la -oxidacién y cetogénesis (46,51). En laEHGNA, PPARa
disminuye su expresion en € higado (44) agravando la infiltracion de grasa hepética y la
inflamacion (52). En pacientes con EHGNA, pudiera tener un rol hepatoprotector a través
de la disminucién de EROs (46) y € aumento en la expresion de genes como acil-CoA
oxidasa (ACOX1) y carnitina pamitoiltransferasa 1a (CPT1a). ACOX1 es una proteina del
peroxisoma, clave en la oxidacion de AG (53), mientras que CPTla participa en €l
transporte de AG dependiente de carnitina a través de la membrana mitocondrial,
promoviendo la B-oxidacion de AG (46,54). Por otro lado, PPARa es capaz de inducir la
expresion del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) en higado, tanto en
humanos como animales (55,56). FGF-21 es capaz de aumentar |a captacion de glucosa por
parte del tejido adiposo; los niveles séricos de FGF-21 se correl aciona positivamente con €l
contenido hepatico de TG y & grado de esteatosis hepatica (57); es capaz de atravesar la
barrera hematoencefdica y actuar en e hipotdlamo, liberando corticosterona, aumentando
la gluconeogénesis hepatica, manteniendo la euglicemia, aumentando la oxidacion de AG y
la cetogénesis (56).

5.8. Factor nuclear derivado deeritroides 2 (Nrf2):

Nrf2 es un factor de transcripcion que participa en la mantencion del estado redox de la
célula mediante la modulacion de la expresién de genes antioxidantes y citoprotectores
(58,59) frente a EO y dectrofilico (58). En condiciones normales esta unido a la proteina
citoplasmatica Keapl, la cua permite su ubiquitinizacion y degradacion proteosomal.
Frente a un estimulo, Keapl se oxida liberando a Nrf2 €l cua transloca a nucleo, donde se
une a pegueiias proteinas llamadas Maf, que |le entregan estabilidad, el dimero se une alos
elementos de respuesta antioxidante (ARE) de sus genes blancos (60,61). Se ha visto un
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aumento en la transcripcién de sus genes blancos como glutation S-transferasa en pacientes
con esteatohepatitis como un mecanismo compensatorio frente al estrés oxidativo (60).
Nrf2 se expresa en diversas células incluidos los hepatocitos (62), donde ha mostrado
reprimir la expresion de enzimas claves de la sintesis de AG, con la consecuente
disminucion de los lipidos hepaticos (63), por lo que se ha considerado como un posible
blanco terapéutico para la EHGNA. Dentro de los genes que regula se encuentra la
glutation S-transferasa (GSTa3), que juega un rol importante en la detoxificacion celular
(64,65,66) y la glutamato-cisteina ligasa (Gclc), enzima clave en la sintesis de glutation
(67). Ademas, como otro posible mecanismo de accion en EHGNA, se ha observado que
Nrf2 es capaz de aumentar la expresion hepética y los niveles plasméticos de FGF-21 en
model os animales de obesidad, 10 que contribuiria a disminuir |a esteatosis hepética (68).

5.9. Formulacién general del proyecto:

La EHGNA es una patologia caracterizada por una acumulacién excesiva y patolégica de
grasa en los hepatocitos, y se asocia a obesidad, DM2, Rl y didipidemia, entre otras
patol ogias. Una de las causas mas relevantes para su desarrollo es la dieta, € patron clésico
occidental promueve € desarrollo de RI, EO e inflamacién que llevan a la EHGNA.
Ademas, en los sujetos con EHGNA se presenta una deplecion hepética de AGPICL n3, lo
cual agrava € cuadro patol 6gico. Dentro de los enfoques terapéuticos para prevenir o tratar
la EHGNA se encuentra precisamente una dieta rica en AGPICL n3, especiamente EPA y
DHA, este ultimo ha mostrado entregar grandes beneficios a la hora de frenar |a aparicion
delaEHGNA. Sin embargo, el consumo excesivo de AGPICL n3, los cuales son altamente
susceptibles a la lipoperoxidacion y podrian sobrecargar 1a mitocondria generando EO; por
lo que los antioxidantes, como el HT, deberia ser de gran utilidad en & tratamiento y/o
prevencion delaEHGNA. Tanto el DHA como el HT han mostrado activar y/o modular los
factores de transcripcion PPARa y Nrf2, 1o cuales regulan |a expresion de diversos genes
aumentando la B-oxidacion de AG, disminuyendo la sintesis de AG y el EO. Por |o tanto,
en base a la evidencia cientifica presentada, se pretende evaluar e efecto de la
suplementacién de DHA junto con HT sobre la reduccion de la EHGNA, y observar s

existe una activacion de PPARa. y Nrf2.
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6. Hipdtesisy objetivos

6.1. Hipotesis:

Los factores de transcripcion PPARa y Nrf2 se activan en un modelo de raton

suplementado con DHA més HT, que reduce € higado graso no acohdlico inducido por

dietaataen grasa.

6.2. Objetivo general:

Evaluar € efecto de la suplementacion con DHA mas HT en la activacion de PPARa y

Nrf2 en la reducciéon de higado graso no alcohdlico inducido por dieta alta en grasa en

raton.

6.3. Objetivos especificos:

a)

b)

c)

d)

f)

¢))

Evaluar los cambios histolégicos y € perfil de AG hepaticos en ratones
suplementados con DAG y suplementados con DHA mas HT.

Evauar los cambios en la actividad de union a ADN de PPARa y Nrf2 a nivel
hepédtico en ratones suplementados con DAG y suplementados con DHA méas HT.
Establecer los cambios en los niveles hepéticos ded ARNm de los factores de
transcripcion PPARa y Nrf2 en ratones suplementados con DAG vy suplementados
con DHA masHT.

Determinar los cambios en la expresion génica de genes regulados por los factores
de transcripcion PPARa y Nrf2; CPTla y ACOX1 para PPARa y Cisteina-
glutamato ligasa y Glutation S-transferasa para Nrf2 en ratones suplementados con
DAG y suplementados con DHA méasHT.

Determinar los cambios en los niveles hepéticos de un docosanoide derivados del
DHA, especificamente la Resolvina D1 en ratones suplementados con DAG y
suplementados con DHA mas HT.

Evaluar los cambios en la expresion génica hepatica y niveles séricos de FGF-21 en
ratones suplementados con DAG y suplementados con DHA mas HT.

Establecer los cambios en e contenido hepatico de colesterol total y la expresion
génica hepatica de HMGCoA Reductasa en ratones suplementados con DAG y

suplementados con DHA mas HT.
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7. Metodologia

7.1. Definicion de la muestra: Se utilizaron ratones machos C57BL/6J de 21 dias post
destete, de 12 a 14 gramos de peso inicial, obtenidos desde €l Bioterio Central, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. Se selecciond esta cepa debido a su susceptibilidad al
desarrollo de alteraciones metabdlicas e histolégicas similares a los humanos con la
EHGNA frente a una dieta alta en grasa (69). El tamafio de muestra se calcul6 mediante €l
software estadistico: Primer of Bioestatistics: The Program version 3.02, considerando
modelo experimental, tipo de intervencion, efecto de 50% de aumento en expresion génica
de PPARa y Nrf2, significancia estadisticade valor p < 0,05 y poder de 0,8, con un margen

de pérdidadel 10%. Arrojando un tamafio de 10 ratones por grupo, con 80 ratones en total.

7.2. Definicion del disefio de investigacion:

7.2.1. Tipo de estudio: Estudio experimental, aleatorio, controlado, en modelo animal de
raton C57BL/6J, e disefio del estudio fue aprobado por € Comité de Bioética Sobre
Investigacion en Animaes, Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Protocolo
CBA#CBAO0667FMUCH).

7.2.2. Protocolo de intervencién: Los ratones C57BL/6J fueron asignados aleatoriamente

a uno de los 8 grupos experimentales (Ver Tabla 1) por 12 semanas. Vivieron en una
habitacion con control de temperatura y ciclo luz/oscuridad de 12 horas. Los animales
pertenecientes a cada grupo fueron mantenidos en jaulas separadas, con acceso libre a dieta
asignada y agua, con suplementacion correspondiente de forma diaria, control de ingestay
peso corporal semanal. Al finalizar el tratamiento, se sometieron a un ayuno de 12 horas 'y
fueron anestesiados con Isofluorano (Lunas better Pharmaceutical, Co., Ltd), por medio de
puncion cardiaca se obtuvo una muestra sanguinea y posteriormente € tejido hepatico, €
cual fue congelado con nitrégeno liquido y amacenado a -80°C hasta su andlisis, de
acuerdo al plan de trabajo de uso de muestras, presentado en el Anexo 2.
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Tabla 1: Grupos experimentales.

Grupo Caracteristicas Grupo Caracteristicas
experimental experimental
a Dieta control (DC) e Dietaataen grasa (DAG)
b DC+DHA f DAG+DHA
c DC+HT g DAG+HT
d DC+DHA+HT h DAG+DHA+HT
7.3. Definicion de variables:
Tabla 2: Variable interviniente e independiente.
Variable Tipode Clasificacion
variable
Dieta Interviniente Cudlitativa, | - DC:1
nominal, - DAG:2
dicotomica
Efecto de la| Independiente | Cudlitativa, | -DC:1 -DAG:5
suplementacion nominal, -DC+DHA:2 -DAG+DHA:6
policotémic | -DC+HT:3 -DAGHHT:7
a -DC+HT+DHA:4 | -DAG+HT+DHA:8
Tabla 3: Variables descriptivas.
Variables Tipodevariables | Indicadores M étodos
descriptivas
Peso corpora | Cuantitativacontinua | g Medicién de peso en balanza
inicial y final analitica
Peso higado final Cuantitativacontinua | g Medicién de peso en balanza
analitica
Peso tgjido adiposo | Cuantitativa continua | g Medicion de peso en balanza
analitica
Ingesta de | Cuantitativacontinua | g Control de ingesta
alimentos
Ingestade energia | Cuantitativa continua | kcal Control deingesta
Vaor cadricototal | Cuantitativacontinua | % Control de ingesta
Tabla 4: Variables dependientes.
Variables Indicadores Tipo devariable M étodos
dependientes
Esteatosis y dafio | % de hepatocitos con | Cuantitativa Tanakay cols,
hepatico vesiculas lipidicas continua 2008 (70)
Presencia de | Cudlitativa, nominal, | Tanakay cols,
esteatosis  (leve=1; | policotomica 2008 (70)
moderada=2;
severa=3)
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Tabla 4: Variables de

pendientes (Continuacion).

Variables Indicador es Tipo devariable M étodos
dependientes
Esteatosis y dafio | Niveles de | Cuantitativa Kit especifico
hepatico transaminasas continua espectrofotométrico
hepaticas (AST vy (Biomerieux SA,
ALT) (U/L)) Marcy)
Contenido lipidico | Grasa total en € | Cuantitativa Bligh & Dyer, 1959
hepatico higado (mg/g) continua (71) y gravimetria.
TG en € higado | Cuantitativa Kit enzimatico
(mg/g) continua (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI)
AGL en € higado | Cuantitativa Kit enziméatico
(uM/9g) continua (Abcam)
Perfil de é&cidos | Cuantitativa Bligh & Dyer, 1959
grasos hepaticos | continua (71) y Cromatografia
(9/100 g higado) liquida- gaseosa.
Colesterol total € | Cuantitativa Kit especifico
en higado continua colorimeétrico
(Biovision)
PPARa en higado Actividad de unién | Cuantitativa Kit comercial de
a ADN dePPARa. | continua extraccion (Cayman
Chemical, Ann
Arbor, MI). Kit Elisa
especifico para
PPARa (Cayman
Chemical, Ann
Arbor, MI).
Niveles de ARNm | Cuantitativa gPCR
de PPARa continua
Expresion del gen | Cuantitativa gPCR
CPT1a(ARNmM) continua
Expresion del gen | Cuantitativa gPCR
ACOX1 (ARNmM) continua
Nrf2 en higado Actividad de union | Cuantitativa Kit comercia de
al ADN de Nrf2 continua extraccion (Cayman
Chemical, Ann
Arbor, MI). Kit Elisa
especifico para Nrf2
(Cayman Chemical,
Ann Arbor, M1).
Niveles de ARNm | Cuantitativa gPCR
de Nrf2 continua
Expresion del gen | Cuantitativa gPCR
Cisteina-glutamato | continua

ligasa (ARNM)
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Tabla 4: Variables dependientes (Continuacion).
Variables Indicador es Tipo devariable M étodos
dependientes
Nrf2 en higado Expresion del gen | Cuantitativa gPCR
glutation S- | continua
transferasa (ARNmM)
FGF-21 Expresion  hepatica | Cuantitativa gPCR
(ARNmM) de FGF-21 | continua
Niveles séricos de | Cuantitativa Kit Elisa especifico
FGF-21 (pg/ml) continua paa FGF-21 en
raton (Abcam).
HMGCoA Expresion  hepética | Cuantitativa gPCR
Reductasa (ARNM) de | continua
HM GCoa Reductasa
RD1 Niveles hepéticos de Kit Elisa especifico
RD1 (pg/mg) para RD1
(Mybiosource).

7.4. Procedimientosy técnicas a utilizar:

7.4.1. Procedimientos generales. Dieta y suplementacion: Para los animaes

pertenecientes a cada grupo existié acceso libre a comida y agua. Ambas dietas son
certificadas, con aporte estandarizado de micro y macronutrientes: Dieta control (Research
Diet INC, dieta de raton con 10% de las calorias provenientes de grasa, producto data
S12450B. USA); Dieta dta en grasa (Research Diet INC, dieta de ratén con 60% de la
calorias provenientes de grasa, producto data D12492. USA), en esta dieta los hidratos de
carbono son reemplazados por grasa, pero sigue siendo suficiente en micronutrientes,
proteinas, aminoacidos esenciales y acidos grasos. La suplementacion con DHA (aceite de
microalgas DSM Nutritional Products. USA) e HT (extracto de oliva, DSM Nutritional
Products. USA) fue administrada por via oral en dosis de 50 mg/kg de peso y 5 mg/kg de
peso, respectivamente (Ver Tabla5y 6).
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Tabla 5: Informacién nutricional dieta control y dieta alta en grasa.

Dieta control (DC)

Dieta altaen grasa

(DAG)
Producto D12450B Producto D12492
g% kcal% g% kcal%
Proteina 19,2 20,0 26 20
Hidratos de carbono 67,3 70,0 26 20
Grasas 4,3 10,0 35 60
Total 100 100
kcallg 3,85 5,24
Ingrediente g kcal g kcal
Caseina, 80 Mesh 200 800 200 800
L-Cisteina 3 12 3 12
Almidén de maiz 315 1260 0 0
Maltodextrina 10 35 140 125 500
Sacar osa 350 1400 68,8 275
Celulosa, BW200 50 0 50 0
Aceite de soya 25 225 25 225
Manteca de cerdo** 20 180 245 2205
M ezcla de minerales S10026 10 0 10 0
Fosfato dicalcico 13 0 13 0
Carbonato de calcio 55 0 55 0
Citrato de potasio, 1 H20 16,5 0 16,5 0
M ezcla de vitaminas V10001 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2 0 2 0
Tartrazina (FD& C yellow dye #5) 0,05 0 0 0
Total 1055,05 4057 777,85 4057

** Contenido de colesterol en manteca de cerdo: 72 mg/gramo.

D12492: Colesterol (mg)/4057 kcal= 216,4
D12450B: Colesterol (mg)/4057 kcal= 18
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Tabla 6: Perfil de acidos grasos dieta control y dieta alta en grasa.

Dieta control Dieta alta en grasa
% 0/100g % 0/100g
EMAG | dedieta | EMAG | dedieta

Acidos grasos satur ados
C10:0 Acido Decanoico 0,000 0,000 0,077 0,024
C12:0 Acido Dodecanoico 0,159 0,006 0,100 0,031
C14:0 Acido Tetradecanoico 0,896 0,035 1,221 0,376
C16:0 Acido Palmitico 16,429 0,635 21,005 6,471
C18:0 Acido Estedrico 8,193 0,317 11,915 3,671
C20:0 Acido Eicosanoico 0,299 0,012 0,216 0,067
C22:0 Acido Docosanoico 0,256 0,010 0,050 0,015
C24:0 Acido Tetracosanoico 0,000 0,000 0,000 0,000
Total AGS 26,232 1,014 34,584 10,654
Acidos grasos monoinsatur ados
C14:1 Acido Tetradecenoico 0,000 0,000 0,000 0,000
C16:1 Acido Palmitoleico 0,789 0,031 1,471 0,453
C18:1 Acido Oleico 29,616 1,145 36,476 11,238
C20:1 n9 Acido Eicosanoico 0,405 0,016 0,598 0,184
C22:1 n9 Acido Erucico 0,000 0,000 0,000 0,000
C24:1 Acido Tetracosaenoico 0,000 0,000 0,000 0,000
Total AGMI 30,810 1,191 38,545 11,875
Acidos grasos poliinsaturados
C18:2 n6 Acido Linoleico 38,172 1,476 23,830 7,341
C18:3 n6 Acido y-Linolénico 0,000 0,000 0,000 0,000
C18:3 n3 Acido a-Linolénico 4,331 0,167 1,761 0,543
C20:2 n6 Acido Eicosadienoico 0,341 0,013 0,698 0,215
C20:3 n6 Acido Di-homo-y-Linolénico 0,000 0,000 0,091 0,028
C20:3 n3 Acido 11,14,17 Eicosatrienoico 0,000 0,000 0,125 0,038
C20:4 n6 Acido Eicosatetraenoico 0,113 0,004 0,216 0,067
C20:5 n3 Acido Eicosapentaenoico (EPA) 0,000 0,000 0,000 0,000
C22:5 n3 Acido Docosapentaenoico 0,000 0,000 0,066 0,020
C22:6 n3 Acido Docosahexaenoico (DHA) 0,000 0,000 0,000 0,000
Total AGPI 42,957 1,661 26,788 8,253

7.4.2. Procedimientos por objetivo especifico:

7.4.2.1. Objetivo especifico a:

- Evaluacion histologica: se realizo una evaluacion cuantitativa basada en €l porcentgje de
hepatocitos con vesiculas lipidicas bajo microscopia de luz en secciones de higado tefiidas

con hematoxylin-eosing; y una evaluacion cualitativa de acuerdo a la presencia de
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esteatosis hepatica macro y microvesicular clasificada como leve, moderada o severa (Ver
Anexo 3), la esteatosis hepética se evalud por tincion con eosina-hematoxiling, realizada
por un pat6logo ciego alos grupos intervenidos.

- Niveles séricos de transaminasas hepéticas (AST y ALT (UI/L)): fueron medidas a través

de un kit especifico espectrofotométrico (Biomerieux Sa, Marcy). Los resultados se
expresan en U/L.
- Contenido lipidico hepético: La grasatotal en muestras hepéticas fueron extraidas através

del método de Bligh and Dyer (71), mediante una homogenizacion en frio y con extraccion
cloroformo:metanol (2:1 v/v) y cuantificada por gravimetria.

- Perfil de AG hepaticos. Luego de aplicar el método de Bligh and Dyer (71), se procedi6 a

la preparacion de AG metilados, donde aquellos lipidos saponificables fueron derivatizados
a esteres metilicos a través de una hidrdlisis en medio alcalino (NaOH saturado en
metanol), y luego acido (BF; a 12% en metanol). El perfil de AG hepaticos se realizo
mediante cromatografia liquida-gaseosa, utilizando € cromatografo HP 7890-A. Los
valores se expresan como g de AG/100 g de higado.

- Cuantificacion de TG: fueron medidos a través de un kit enzimatico (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI. USA n°® 10010303) y normalizado por peso del higado. Los resultados se

expresan en mg/ gramo de higado.

- Cuantificacién de AGL: fueron medidos a través de un kit enzimatico (Abcam, cod.

ADb65341) y normalizado por peso del higado. Los resultados se expresan en umol/ gramo
de higado.

7.4.2.2. Objetivo especifico b:

- Se redizd extraccion nuclear desde € tejido mediante € uso de un kit comercia de
extraccion (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI. USA n° 10009277). Para la cuantificacion
se utilizo un kit Elisa especifico para PPARa 0 Nrf2 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI.
USA n° 10006915 y n° 600590, respectivamente). Los valores fueron expresados segun el

porcentaje de uniodn respecto a control positivo del kit correspondiente.
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7.4.2.3. Objetivos especificosc, d, f y g:

- EIl ARN fue aislado utilizando e kit RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAGEN).
Posteriormente se determino la cantidad de ARN total a través de la medicion de
absorbancia a 260 y 280 nm (espectrofotometro), calculando un promedio entre ambas
mediciones (Equipo: Epoch). Las muestras fueron sometidas a tratamiento con DNAsa
(Ambion); posteriormente se agrego una transcriptasa-reversa (Promega) para formar el
cDNA. PCR en tiempo real fue realizado utilizando primers especificos para cada transcrito
(ARNm) y B-actina como control endégeno, usando €l Brilliant 1| SYBR Green pPCR
Mastermix (Stratagene, Agilent Technologies) con Mx3000P QPCR System (Stratagene,
Agilent Technologies). Los primers utilizados (Integrated DNA Technologies, Inc.) se
muestran en la Tabla 7, las muestras fueron amplificadas en duplicado, segiin el siguiente
protocolo: 25°C por 1 segundo, 95°C por 10 minutos, posteriormente 40 ciclos de 95°C por
15 segundos, 65°C por 15 segundos y 72°C por 15 segundos. Terminando con 1 ciclo a
95°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos y 95°C por 30 segundos. ElI cambio relativo

en laexpresion fue calculado usando el método 2-AACT y normalizado por B-actina.

7.4.2.4. Objetivos especificos e
- Medicion Resolvina D1 en higado: Se maso 250 mg de higado, los cuales fueron

sometidos a una homogeneizacion y posterior centrifugacion, el sobrenadante se someti6 al
procedimiento indicado segun €l fabricante del Kit Elisa para Resolvina D1 (Mybiosource).

L os resultados se expresan en pg/mg.

7.4.2.5. Objetivos especificosf:

- Los cambios en la expresion génica fueron medidos de acuerdo alo expuesto en el punto
7.4.2.3.

- Medicidn en suero de FGF-21: Se realiz6 una centrifugacion de las muestras sanguineas

obtenidas a momento del sacrificio de los animales, para separar € suero de los glébulos
rojos. Parala cuantificacion se utilizé un kit Elisa especifico para FGF-21 en raton (Abcam,
cod. ab212160). Los resultados fueron expresados de acuerdo a la curva de estandarizacién
internadel kit en pg/ml.
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7.4.2.6. Objetivos especificos g:

- Los cambios en la expresion génica fueron medidos de acuerdo alo expuesto en e punto
7.4.2.3.

- Cuantificacion de colesterol hepético: Se maso 10 mg de tejido hepético y se realizo la

extraccion con 200 ul de coloroformo:isopropanol: NP-40 (7:11:0,1). La muestra extraida

fue sometida a procedimiento indicado segun € fabricante del Kit colorimétrico para

colesterol total en tgidos (Biovision, Cod. K603-100).

Tabla 7: Secuencias forward y reverse para los distintos transcritos.

Gen Forward (5'- 3") Reverse (5'- 3)

PPARa | AAT GTG GCC AGG ACA TTG | AAAAAGTGCCAGCCAGGTTT
GA

CPTla CCT CAC CGC CAA TTC CAA | AAGTCA AACGGT GGA GCCTA
AA

ACOX1 | AAG CTA CGT GCA GCC AGA | TTGCACGGCTCT GTCTTGAA
TT

Nrf2 AAG CTT TCA ACC CGA AGC | TTT CCGAGT CACTGA ACCCA
AC

Gclc TTG TCG CTG GGG AGT GAT | ATC GAT GGT CAG GTC GAT GT
TT

Gsta3 TGC AGA CCA AAG CCA TTC | ACGGTTCCTGGT TTGTTCCT
TC

FGF-21 | AAT CCT GGG TGT CAA AGC | ATGTTG CAT CCT GGT TTG GG
CT

HMGCoa | TTG TGG CCA GCA CTA ACA | ACT GCA AACCCT TCA GGT GT

Reductasa | GA

B-actina | AGG GAA ATC GTG CGT GAC | AACCGCTCGTTG CCA ATAGT
AT

7.5. Elaboracion del plan de analisisy técnicas estadisticas de analisis:

Los resultados se analizaron con € software estadistico GraphPad Prism version 6.0 para
Mac, San Diego, CA, USA. Fueron excluidos aquellos datos que sobrepasaban +2
desviaciones estandar de la media, identificados como outliers. Se realizo una evaluacion
de distribucién normal con e Test de Shapiro Wilk, las variables no presentaron una
distribucion normal, se aplico estadistica no paramétrica. Las diferencias estadisticas fueron
evaluadas mediante: i) Test de Kruskal Wallis, seguido por un Test de comparaciones

multiples entre grupos de Dunn’s entre los 8 grupos experimentales. ii) Test de Mann
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Whitney entre los grupos DC (a) vs. DAG + DHA + HT (h) y DAG (e) vs. DAG + DHA +
HT (h).

Se rediz6 un andlisis de efectos netos entre: DC + DHA (b) vs. DC (a); DC + HT (c) vs.
DC (a); DC + DHA + HT (d) vs. DC (a); DAG + DHA (f) vs. DAG (e); DAG + HT (g) vs.
DAG (e); DAG + DHA + HT (h) vs. DAG (e). Las diferencias estadisticas fueron evaluadas
mediante el Test de Kruska Wallis, seguido por un Test de comparaciones multiples entre
grupos de Dunn’s entre |os grupos indicados.

Los andlisis de correlacion se realizaron aplicando e Test de Spearman. La significancia
estadistica fue determinada con un valor p < 0,05. Los resultados estéan expresados como

medianas y rangos intercuatilicos (RI).
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8. Resultados

A. Descripcion dela muestra.

8.1. Efecto de la suplementacion con DHA mas HT en € peso corporal, peso del
higado y del tejido adiposo de los distintos grupos experimentales.
L as caracteristicas generales de los animales se presentan en la Tabla 8. El peso inicial de
los ratones en los distintos grupos experimentales no present6 diferencias significativas,
observandose diferencias solo en €l peso corporal al final de laintervencion (12 semanas),
donde los ratones pertenecientes a grupo DAG (e) presentaron un peso corporal
significativamente mayor que los grupos DC (a), DC + HT (c) y DC + DHA + HT (d); asi
mismo €& grupo DAG + HT (g) tuvo un mayor peso corporal que los animales del grupo
DC (a); € resto de los grupos no presentd diferencias entre si. La evolucion del peso
corporal se observa en e Anexo 4 y la ganancia de peso corporal a las 12 semanas de
intervencion se muestran en la Figura 1A, se observa una mayor ganancia de peso en la
DAG (p < 0,05) en comparacion con € incremento de los animales alimentados con dieta
altaen grasay suplementado con DHA por si solo y en conjunto con HT. En cuanto al peso
del higado solo se observan diferencias (p < 0,05) en €l grupo DAG + DHA + HT (h) que
presento un peso menor que los grupos DC + DHA (b), DC + DHA + HT (d) y DAG (e).
Los animales de los grupos DAG (e), DAG + DHA (f) y DAG + HT (g) tuvieron mayor
peso de tgido adiposo que los animales aimentados con dieta control con o sin
suplementacién; asi mismo e grupo DAG + DHA + HT (h) tuvo un peso de tejido adiposo
menor que los animales alimentados con dieta alta en grasa sin alcanzar significancia
estadistica, la ganancia de peso de tgjido adiposo a las 12 semanas de intervencion se
muestran en la Figura 1B, existe una mayor ganancia de peso del tgjido adiposo en los
animales aimentados con DAG y suplementados por s solo con DHA e HT, en

comparacion con aguellos suplementados conjuntamente con DHA + HT (p < 0,05).

8.2. Efecto de la suplementacién con DHA mas HT en la ingesta alimentaria de los
distintos grupos experimentales.
La ingesta alimentaria de los grupos experimentales se presenta en e Anexo 5. No se

encontraron diferencias significativas en la ingesta en gramos al dia de alimento entre los
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distintos grupos experimentales. Sin embargo existié una mayor ingesta calorica por parte
de los animales aimentados con DAG con 0 sin suplementacion, en comparacion con los
animales alimentados con DC con o sin suplementacién (p < 0,05); lo mismo sucede con la
ingesta en gramos a dia de proteinas, hidratos de carbono (CHO) vy lipidos (p < 0,05). La
ingesta de &cido palmitico (C16:0) (Anexo 6), fue significativamente mayor en todos los
grupos DAG con o sin suplementacion en comparacion con todos |os grupos control con o
sin suplementacion.
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Figura 1. Ganancia de peso (A), Ganancia detgjido adiposo (B) a las 12 semanas de intervencién (g). n=
8-10. 1. (DAG) - (DC); 2. (DAG + DHA) — (DC + DHA); 3. (DAG + HT) — (DAG + HT); 4. (DAG + DHA +
HT) — (DC + DHA + HT). Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s
para comparaciones multiples) estan indicadas por los nimeros que representan a cada grupo experimental.
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Tabla 8. Caracteristicas generales de los grupos experimentales.

Grupos experimentales

DC DC + DHA DC+HT | DC+DHA + DAG DAG + DHA | DAG +HT | DAG + DHA
@ (b) (©) HT (e) () 9 +HT
(d) (h)
Peso corporal | 14,75(13,75 | 14,20 (13,30 | 14,40(13,50 | 14,20 (13,50 | 14,20(13,30 | 13,85 (13,45 | 14,30(13,28 | 14,30 (13,35
inicial (g) - 15,70) - 15,10) - 15,20) - 15,38) — 14,70) —14,95) - 15,08) — 14,55)
Peso corporal | 27,70(26,90 | 30,15(29,33 | 27,85(26,70 | 29,95(28,03 | 35,20 (34,02 | 29,30 (27,60 | 33,35(29,32 | 30,75 (28,03
final (q) - 28,70) -32,08) - 29,58) -31,83) — 36,02)*° - 33,15) - 36,42)° —34,30)
Peso higado | 1,272(1,157 | 1,443 (1,405 | 1,305 (1,146 | 1,335(1,212 | 1,405 (1,365 | 1,260(1,110 | 1,377 (1,270 | 1,174 (1,031
(9) —1,439) - 1,517) —1,393) —1,508) — 1,454) —1,355) — 1,400) — 1,257)°¢%¢
Pesotejido | 0,998 (0,940 | 0,942 (0,854 | 1,005 (0,978 | 0,979 (0,880 | 4,095 (3,709 | 3,025(2,945 | 3,125(2,854 | 2,004 (1,889
adiposo () —1,048) - 1,061) -1,088) -1,072) —4567)*P | _3161)2Pcd | _ 3 725)*Pcd -2,104)

Datos presentados como mediana + rango intercuartilico de peso corporal inicial, peso corporal final, peso higado y peso del tejido adiposo, en gramos (g). h=8-
10. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones mdltiples) estén indicadas por las |etras que representan
acada grupo experimental: DC (a), DC + DHA (b), DC + HT (c), DC + DHA + HT (d), DAG (e), DAG + DHA (f), DAG + HT (g), DAG + DHA + HT (h).
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B. Objetivo a.

8.3. Efecto de la suplementacion con DHA masHT en parametros de esteatosis y dafio
hepético de los distintos grupos experimentales.

8.3.1. Esteatosis hepética: En la Figura 2A se presentan los resultados de histologia 40X

en tgjido hepético por grupo experimenta; en e Anexo 7 se observa las histologias 10X
por grupo experimental. En los ratones alimentados con DC, con o sin suplementacion
(Grupo a, b, c y d) selogra observar una normal histo-arquitectura celular, sin presencia de
focos de inflamacion, necrosis o esteatosis hepética. La alimentacién con DAG (e) fue
capaz de inducir un cuadro de esteatosis hepética moderada (Anexo 3) tanto micro como
macrovesicular con focos superiores al 60% de los campos estudiados, con una histo-
arquitectura alterada. Ademas en los animaes alimentados con DAG se observo un
desplazamiento del nucleo a la periferia del hepatocito, situacién no observada en los
animales alimentados con dieta control. Los grupos DAG + DHA (f) y DAG + HT (Q)
presentaron menor cantidad (40 y 50% de |os campos estudiados respectivamente) de focos
de esteatosis moderada tanto micro como macrovesicular. El grupo DAG + DHA + HT (h)
presento una disminucion marcada de los focos de esteatosis tanto micro como
macrovesicular leve, encontrandose en un 10 a 20% de los campos estudiados.

El score de esteatosis de la Figura 2B, logra mostrar presencia de esteatosis hepética en los
grupos alimentados con DAG (e), y una tendencia a la disminucién de la misma en los
grupos DAG + DHA (f) y DAG + HT (g), lo cua no acanza significancia estadistica
respecto a grupo DAG (e). El grupo aimentado con DAG y con suplementacion de DHA e
HT (h) muestra una tendencia a la bga en e score de esteatosis, estadisticamente

significativaa compararlo con & grupo DAG (e).

8.3.2. Transaminasas hepaticas: En la Figura 3 se presentan los niveles en suero de

aspartato transaminasa (AST) y adanina transaminasa (ALT), Figura 3A y 3B
respectivamente, para todos los grupos experimentales, sin presentar diferencias

significativas para ningun grupo.
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Figura 2: Esteatosis hepatica. Histologia hepatica de ratones alimentados con dieta control y alta en grasa con o sin suplementacion de DHA e HT;
secciones representativas de tejido hepatico (A); n=8-10. Los cortes fueron fijados en formaldehido y tefiidos con hematoxilina eosina (40X de aumento). VC
indica la vena centrolobulillar, = indica esteatosis microvesicular, = indica esteatosis macrovesicular. Score de esteatosis (B). n= 8-10. a) DC; b) DC + DHA;
c) DC + HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG,; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados como mediana + rango intercuartilico.
Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estén indicadas por las letras que representan a
cada grupo experimental. Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (@) estén representadas por un (*) y entre grupos DAG + DHA + HT
(h) y DAG (e) estan representados por un (#). Efectos netos. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones multiples) estan indicadas por las nimeros que representan a cada grupo experimental.
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Figura 3: Niveles de aspartato transaminasa (AST) (A) y alanina transaminasa (ALT) (B) en suero
(U/L). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; ¢) DC + HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG
+ HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias
significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estan
indicadas por las |etras que representan a cada grupo experimental. Test de Mann Whitney entre grupos DAG
+ DHA + HT (h) y DC (@) estan representadas por un (*) y entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DAG (e)
estan representados por un (#).

8.4. Efecto dela suplementacion con DHA masHT en e contenido de lipidos hepéticos
delosdistintos grupos experimentales.

8.4.1. Grasa total en e higado: En la Figura 4 se presenta € contenido de grasa total

presente en € higado de los ratones de todos |os grupos experimentales. Existe un aumento
significativo (p < 0,05) de grasa hepética en los grupos DAG (e), DAG + DHA (f) y DAG
+ HT (g) respecto atodos los grupos controles con o sin suplementacion. El grupo DAG +
DHA + HT (h) presenta un aumento significativo en el contenido de grasa total, respecto d
grupo DC (a), sin embargo la suplementacion conjunta es capaz de disminuir los niveles de
grasatotal (p < 0,05) respecto a grupo DAG (e). El andlisis de efectos netos logra mostrar
una disminucion significativa de la suplementacion conjunta con DHA + HT (grupo h),

respecto alas suplementaciones en |0s grupos controles.

8.4.2. Perfil &cidos grasos hepaticos: El perfil de &cidos grasos hepéticos méas destacados

se presentan en la Tabla 9; e perfil de &cidos grasos hepaticos completos se presenta en €l
Anexo 8. El efecto de la suplementacion en e perfil de acidos grasos saturados (AGS)
muestra que € grupo DAG + DHA (f) presento mayor acrecion (p < 0,05) que los grupos
DC (a), DC + HT (c) y DC + DHA + HT (d); por otro lado €l grupo DAG + DHA + HT (h)
presentd mayor cantidad de C16:0 (acido palmitico) que los grupos DC (a), DC + HT (¢) y
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DC + DHA + HT (d). Los grupos DAG + DHA + HT (h) presento niveles de acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) mayores (p < 0,05) que & grupo DC + HT (c); & grupo DAG +
HT (g) presento mayores niveles de C18:1 (acido oleico) que €l grupo DC + DHA (b) (p <
0,05). En cuanto a los niveles de écidos grasos poliinsaturados (AGPI) € grupo DAG +
DHA (f) presento mayores niveles que los grupos DC (a) y DC + HT (c) (p < 0,05); €
grupo DAG + DHA + HT (h) presento niveles de AGPI mayores (p < 0,05) que todos los
grupos con dieta control con o sin suplementacién, con mayor acrecion de C18:2 n6 (&cido
linoleico) y C18:3 n3 (acido a-linolénico) (p < 0,05) en comparacién con los grupos
controles; asi mismo e grupo DAG + DHA + HT (h) presenta una acrecion de DHA
significativamente mayor que los grupos DC (a), DC + HT (c), DAG (e), DAG + HT (g);
también existen diferencias entre los grupos DC (a) y DC + DHA + HT (d), con mayor
acrecion en este ultimo grupo y €l grupo DAG + DHA (b) presento mayores niveles de
DHA que los grupos DC (@) y DC + HT (c). En la Figura 5 se muestra e andlisis de
efectos netos de la acrecion de DHA en e higado, la mayor acrecion se observa en la

suplementacién conjunta de DHA mas HT en los animales con DAG (p < 0,05).

8.4.3. Triglicéridos (TG) en e higado: En la Figura 6 se observan los niveles de TG

hepaticos en todos los grupos experimentales, donde los animales alimentados con dieta
control presentan niveles menores (p < 0,05) que los animales con dieta alta en grasa con 0
sin suplementacion. Los grupos DAG (e), DAG + DHA (f) y DAG + HT (g) presentan
niveles de TG hepaticos mayores que los grupos DC (a), DC + DHA (b), DC + HT (c) y
DC + DHA + HT (d). El grupo DAG + DHA + HT (h) presenta niveles mayores de TG
hepaticos en comparacion con e grupo DC (a) (p < 0,05), la suplementacién conjunta con
DHA + HT en este grupo logro disminuir significativamente los niveles de TG hepéticos en
comparacion con € grupo DAG (e). El andlisis de efectos netos muestra una disminucién
(p < 0,05) de la suplementacién conjunta con DHA + HT (grupo h), respecto a las

suplementaciones en |os grupos controles.
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Figura 4: Grasa hepatica total (g/100 g higado). n= 8-10. a) DC; b) DC + DHA; c) DC + HT; d) DC +
DHA + HT; €) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados como
mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas por las letras que representan a cada grupo
experimental. Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (@) estan representadas por un
(*) y entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DAG (€) estan representados por un (#). Efectos netos:
Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones
multiples) estan indicadas por las nimeros que representan a cada grupo experimental.
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Figura 5: Efecto neto de la acrecién hepéatica de DHA (g/100 g higado). n= 8-10. Datos presentados como
mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas por las nimeros que representan a cada grupo
experimental.

39



8.4.4. Acidos grasos libres (AGL) en e higado: En la Figura 7 se observa el nivel de

AGL en todos los grupos experimentales, los cuales fueron significativamente mayores en
el grupo DAG (€) en comparacion a todos los grupos alimentados con dieta control con o
sin suplementacion. Los grupos DAG + DHA (f) y DAG + HT (g) presentan mayores
niveles que los grupos con dieta control, y unatendencia a disminuir los niveles de AGL en
comparacion con € grupo DAG (e). El grupo DAG + DHA + HT (h) presenta diferencias
significativas con los grupos DC (a) y DAG (e), evidenciando una mayor cantidad de AGL
hepaticos en este grupo que e grupo control, pero una disminucion significativa con la
suplementacién conjunta en comparacion con € grupo DAG. El andlisis de efectos netos
evidencia una disminucion significativa de AGL hepaticos gracias a la suplementacion con
DHA (grupo f) y conjunta de DHA + HT (grupo h), respecto a las suplementaciones en los

grupos controles.
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Figura 6: Triglicéridos (TG) hepéticos (mgl/g
higado), n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; ¢) DC +
HT; d) DC + DHA + HT; e) DAG,; f) DAG +
DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT.
Datos presentados como mediana + rango
intercuartilico. Diferencias significativas (p <
0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones multiples) estan
indicadas por las letras que representan a cada
grupo experimental. Test de Mann Whitney entre
grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (@) estan
representadas por un (*) y entre grupos DAG +
DHA + HT (h) y DAG (e) estan representados por
un (#). Efectos netos: Diferencias significativas (p
< 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones multiples) estan
indicadas por las nimeros que representan a cada
grupo experimental .
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Figura 7: Acidos grasos libres (AGL) hepéticos
(mmol/g higado), n=8-10. a) DC; b) DC + DHA;
c) DC + HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG,; f)
DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA +
HT. Datos presentados como mediana + rango
intercuartilico. Diferencias significativas (p <
0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones multiples) estan
indicadas por las letras que representan a cada
grupo experimental. Test de Mann Whitney entre
grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (@) estan
representadas por un (*) y entre grupos DAG +
DHA + HT (h) y DAG (e) estan representados por
un (#). Efectos netos: Diferencias significativas (p
< 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones multiples) estén
indicadas por las nimeros que representan a cada
grupo experimental .
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Tabla 9. Perfil de &cidos grasos hepaticos destacados por grupo experimental.

Grupos experimentales

PERID TEED (U0 DC + DHA DC + DHA + DAG +DHA | DAG+HT | DAG +DHA +
g hlgefdo) DC (a) (b) DC + HT (c) HT (d) DAG (e) M) © HT (h)
C16:0Acido | 0,305(0,296— | 0,3525(0,346 | 0,3135(0,3— | 0,32(0,257— | 0,344 (0,294— | 0,357 (0,346— | 0,336 (0,311— | 0,6615 (0,556-
Palmitico 0,314) — 0,359) 0,327) 0,383) 0,394) 0,368) 0,361) 0,767)*¢
C181Acido | 02295(0,217 | 0,203 (0,202 | 0,239 (0,226— | 0,2135 (0,172 | 0,278 (0,222 | 0,2385 (0,226 | 0,2675 (0,265 | 0,334 (0,204—
Oleico —0,242) 0,204) 0,204) _ 0,255) 0,334) —0,251) —0.27)° 0,464)
C18:2n6Acido | 02185 (0,203 | 0,199 (0,199 | 0,204 (0,19,6 | 0,235 (0,179~ | 0,251 (0,216— | 0,3(0,286— | 0,295 (0,283 | 0,605 (0,503 —
Linoleico -0,234) 0,199) -0,212) 0,291) 0,286) 0,314)° 0,307) 0,707)Pcd
C18:3n3Acidoa | 0,002(0,00— | 0,0015(0,00— | 0,00(0,00— | 000(0,00— | 0,007 (0,006— | 0,0065 (0,006 | 0,007 (0,007 — (8’8%;5_
Linolénico 0,004) 0,003) 0,00) 0,00) 0,008) —0,007)% 0,007)% 0,015+
Co0an6(an) | 01375 (0136 | 0,0995(009 | 01435(0,139 | 0104(089- | 0.2345(0:221 | 01565 (0,150 | 0,2335(0215 | 0,358 0296
' -0,139) —0,103) - 0,148) 0,119) —0,248)> - 0,174) - 0,252)>¢ 0,42)2P¢
C20:5n3 (EpA) | 00025 (000~ | 00185 (0018 | 0,005 (0,004~ | 0,0105 (0,00~ | 0,003(0,002— | 0,0105 (0008 | 0,0025 (0,002 (8’31%5_
: 0,005) ~0,019)* 0,006) 0,021) 0,004)° ~0,013) —0,003)° 0,021)2%
C22:6n3(OHA) | 012(0109— | 0245 (0235 | 0135 (0,121~ | 0.2145(0188 | 0136(0.122- | 0217 (0214~ | 0136(0.132- | 042(0354 -
' 0,131)° 0,255)%¢ 0,149) —0,241) 0,15) 0,22) 0,14) 0,486)*°9
AGS 0,454 (0,437 | 0,5005 (05— | 0,4365 (0,427 | 0,4195 (0,344 | 0,56 (0,481 | 0,5685 (0,541 | 0,541 (0,481~ | 0,415 (0,355
0,471) 0,501) — 0,446) — 0,495) 0,639) — 0,596)*¢ 0,601) 0,528)
AGM| 0,256 (0,241~ | 0,2295 (0,228 | 0,27 (0,254— | 0,2415 (0,197 | 0,3025 (0,309 | 0,2565 (0,245 | 0,29 (0,289— | 0,43 (0,359
0,271) —0,231) 0,286) —0,286) — 0,366) —0,268) 0,291)° 0,501)
AP 0,5065 (0,499 | 0,5925 (0,575 | 0,5205 (0,491 | 0,5955 (0,483 | 0,72 (0,671 | 0,737 (0,72— | 0,71(0,673— | 1,488 (1,248
_0,514) —0,61) _0,55) —0,708) 0,769) 0,754)>¢ 0,747) 1,728)2bed
G totales 1217 (1,192 | 1,322 (1,302 | 1,228 (L172 | 1,257 (L024 | 1,583 (L,391 | 1,562 (1,506 | 1542 (1444 | 2,936 (2,462
—1,241) - 1,342) —1,283) —1,489) —1,774) -1,618) - 1,639) — 3,41)2Pcd

Datos presentados como mediana

+ rango intercuartilico de gramos (g) de acidos grasos por cada 100 g de higado; n=8-10. Diferencias
significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas por las letras que representan
a cada grupo experimental: DC (&), DC + DHA (b), DC + HT (c), DC + DHA + HT (d), DAG (e), DAG + DHA (f), DAG + HT (g), DAG + DHA
+ HT (h). Acidos grasos saturados (AGS) corresponden al total de: C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C20:0, C22:0 y C24:0. Acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) corresponden a total de: C14:1, C16:1, C18:1, C20:1 n9, C22:1 n9, C24:1. Acidos grasos poliinsaturados (AGPI)
corresponden al total de: C18:2 n6, C18:3 n6, C18:3 n3, C20:2 n6, C20:3 n6, C20:3 n3, C20:4 n6 (&cido araquiddnico, AA), C20:5 n3 (&cido
eicosapentaenoico, EPA), C22:5 n3, C22:6 n3 (&cido docosahexaenoico, DHA).
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C. Objetivo b.

8.5. Efecto de la suplementacion con DHA mas HT en €l porcentaje de actividad de
unién al ADN de PPARa delos distintos grupos experimentales.
EnlaFigura 8A se presentan |os resultados del % de actividad de union al ADN de PPARa
de todos los grupos experimentales. No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos con dieta control con o sin suplementacion. Se observa una disminucién (p < 0,05)
en e grupo DAG (e), respecto de todos los grupos controles; los grupos DAG + DHA (f) y
DAG + HT (g) presentan menor actividad de union al ADN que los grupos DC + DHA (b)
y DC + DHA + HT (d). El grupo suplementado con DAG + DHA + HT (h) presenta un
aumento significativo en la actividad de unién a ADN en comparacién con €l grupo DAG
(e) (p < 0,05), sin presentar diferencias con ninguno de los grupos controles con o sin
suplementacion. Respecto a los efectos netos se logra observar que en los grupos con DAG
y suplementacion existio un aumento en la actividad de union al ADN de PPARa; la
suplementacién conjunta con DHA + HT en la DAG presenta un aumento significativo (p <

0,05) en comparacion con las suplementaciones de los grupos controles.

8.6. Efecto de la suplementacion con DHA mas HT en & porcentaje de actividad de

union al ADN de Nrf2 delos distintos grupos experimentales.
En laFigura 8B se presentan |os resultados del % de actividad de union al ADN de Nrf2 de
todos los grupos experimentales. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos con dieta control. El grupo DAG (e) presenta mayor
actividad de unién a ADN de Nrf2 que todos los grupos controles (p < 0,05); € grupo
DAG + DHA (f) tiene mayor actividad que los grupos DC (a) y DC + DHA (b). EL grupo
DAG + HT (g) no presenta diferencias significativas con ninguno de los grupos controles; y
DAG + DHA + HT (h) presenta una actividad de unién a ADN mayor (p < 0,05) que le
grupo DC (@). Al analizar los efectos netos se observa una disminucién significativa con la
suplementacion en conjunto de DHA + HT, en la actividad de union a ADN de Nrf2, en
animales alimentados con dieta alta en grasa, en comparacion con |las suplementaciones de
los grupos control es.
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Figura 8: Actividad de unién al ADN de PPARa (A) y Nrf2 (B) en higado (%). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; ¢) DC + HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG; f)
DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal
Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas por las |etras que representan a cada grupo experimental. Diferencias significativas
(p< 0,05; Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (@) estan representadas por un (*) y entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DAG (e
estan representados por un (#). Efectos netos: Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples)
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D. Objetivo c.

8.7. Efecto de la suplementacion con DHA méas HT en la expresion génica hepatica
(ARNmM) de PPARa y Nrf2 delos distintos grupos experimentales.
La Figura 9A muestra los niveles hepéticos de ARNm de PPARa relativo a B-actina en
comparacion con e grupo DC (a) de todos los grupos experimentales. Se puede observar
gue existe un aumento (p < 0,05) en los grupos DC + DHA (b), DC + DHA + HT (d), DAG
+ DHA (f) siendo este grupo € que presento mayor aumento en la expresion relativa de
PPARa (3,7766 veces mas que € grupo control) y DAG + HT (g). El grupo DAG + DHA +
HT (h), presenta un aumento en la expresion de PPARa, respecto al grupo control (p <
0,0001). El andlisis de efectos netos evidencio un aumento en la expresion, con todas las
suplementaciones en los grupos DAG, en comparacion con la suplementacion solo de HT

en ladieta control.

Los niveles hepaticos de ARNm de Nrf2 de todos |os grupos experimental es se muestran en
la Figura 9B relativo a B-actina en comparacion con el grupo DC (a). Se muestra en la
figura un aumento de la expresion relativa (p < 0,05) en los grupos DC + HT (c), DC +
DHA + HT (d), DAG (e), DAG + HT (g), siendo este ultimo grupo € que presenta €l
mayor aumento (0,834 veces mas que €l grupo control). En cuanto al grupo DAG + DHA +
HT (h), se observa un aumento en la expresion de Nrf2, en comparacion con € grupo
control (p 0,0026). El andlisis del efecto neto evidencia una disminucién en la expresion en
las dietas atas en grasas suplementadas con DHA e HT por separado, en comparacion con

la suplementacion conjunta en la dieta control.

E. Objetivo d.

8.8. Efecto de la suplementacion con DHA méas HT en la expresion génica hepatica
(ARNmM) deCPT1lay ACOX1 delosdistintos grupos experimentales.

En la Figura 10A se observan los niveles de ARNm de CPT1a relativo a B-actina en

comparacion con e grupo DC (a) de todos los grupos experimentales. Se muestra un

aumento en la expresion de los grupos DAG (e), DAG + DHA (f) y DAG + HT (g), siendo
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mayor e aumento en & grupo con DAG (e) (1,6 veces mas que € grupo control). La
suplementacién conjunta de DHA + HT en e grupo DAG (h) no muestra diferencias
significativas con € grupo DC (a). El andlisis de efectos netos evidencian un aumento
significativo en la expresion de CPTla en la suplementacion de DHA + HT, en los
animales controles, en comparacion con la suplementacion sola de HT; efecto que no se ve

en los animaes con DAG.

En la Figura 10B se encuentran los niveles de ARNm hepatico de ACOX1 relativo a B-
actina en comparacion con el grupo DC (@) de todos los grupos experimentales. Se observa
un aumento (p < 0,05) en la expresion de ACOX1 en los grupos DAG + HT (g) y DAG +
DHA + HT (h), siendo mayor e aumento en este Ultimo grupo (4,4 veces mas que € grupo
control). No se observan diferencias significativas en €l resto de los grupos suplementados.
El andlisis de efectos neto evidencia un aumento significativo en la expresion hepatica de
ACOX1 frente a una DAG a suplementarla con DHA + HT, en comparacion con la

suplementacién por separado de DHA e HT en los grupos controles.
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Figura 9: Expresion génica hepatica PPARa (A) y Nrf2 (B) (ARNm). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; c) DC + HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG,; f) DAG +
DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis,
seguido por test Dunn’s para comparaciones en relacion a grupo DC (@) estan indicadas por (*).Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (a)
estan representadas por un (#). Efectos netos: Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estéan
indicadas por las nimeros que representan a cada grupo experimental.
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Figura 10: Expresién génica hepatica CPT1a (A) y ACOX1 (B) (ARNm). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA,;
c) DC + HT; d) DC + DHA + HT; e) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos
presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis,
seguido por test Dunn’s para comparaciones en relacién a grupo DC (a) estan indicadas por (*).Test de Mann
Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (a) estan representadas por un (#). Efectos netos:
Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones
multiples) estén indicadas por las nimeros que representan a cada grupo experimental.

8.9. Efecto de la suplementacion con DHA mas HT en la expresion génica hepatica
(ARNmM) de Gclcy GSTa3 delosdistintos grupos experimentales.

La Figura 11A muestra los niveles de ARNm hepético de Gclc relativo a B-actina en
comparacion con e grupo DC (a) de todos los grupos experimentales. Se observa un
aumento en la expresion génica todos los grupos aimentados con DAG con o sin
suplementacion. EI mayor aumento en la expresion relativa se observa en € grupo DAG +
DHA + HT (h) (12 veces mayor que € grupo control). El efecto neto de la suplementacion
conjuntade DHA + HT es mayor en aumentar la expresion relativa de Gelc en comparacion
con la suplementacién por separado en animales alimentados con DAG (p < 0,05).
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En la Figura 11B se observan los niveles de ARNm de GSTa3 relativo a B-actina en
comparacion con e grupo DC (a) de todos los grupos experimentales. Existié un aumento
relativo en la expresion de los grupos DC + DHA + HT (d), DAG (e), DAG + DHA (f) y
DAG + DHA + HT (h); observandose un mayor aumento en el grupo DC + DHA + HT (d)
(2 veces mayor que € grupo control). El andlisis de efectos netos muestra un aumento en la

expresion con cualquiera de las suplementaciones sin llegar a ser significativo en los

animales con DAG. [ ] 1(0C+DHA)-DC
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Figura 11: Expresion génica hepatica Gelc (A) y GSTa3 (B) (ARNm). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; ¢)
DC + HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos
presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis,
seguido por test Dunn’s para comparaciones en relacion a grupo DC (@) estan indicadas por (*).Test de Mann
Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (a) estan representadas por un (#). Efectos netos:
Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones
multiples) estan indicadas por las nimeros que representan a cada grupo experimental.
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F. Objetivo e.

8.10. Efecto dela suplementacion con DHA masHT en los niveles hepaticos de RD1
delosdistintos grupos experimentales.

En la Figura 12 es posible observar los niveles hepéticos de RD1 en los animales de los
distintos grupos experimentales. No se observan diferencias significativas entre los
animales alimentados con dieta control con o sin suplementacién; se observo un aumento (p
< 0.05) en los niveles de RD1 en los grupos DAG (e) respecto a grupo DC + HT (c); €
grupo DAG + DHA (f), respecto a todos los grupos control y DAG + DHA + HT (h)
respecto alos grupos DC (a), DC + HT (¢) y DAG (e); siendo el mayor aumento (p < 0.05)
en e grupo DAG + DHA (f). En € andlisis de efectos netos se observa un aumento (p <
0,05) de los niveles de RD1 en la suplementacion con DHA solo o en conjunto con HT, lo
cual disminuye con la suplementacion con HT por si solo, en los animales alimentados con
DAG.
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Figura 12: Niveles hepaticos de RD1 (pg/mg). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; ¢) DC + HT; d) DC + DHA + HT;
€) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados como mediana + rango
intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruska Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones multiples) estan indicadas por las letras que representan a cada grupo experimental. Diferencias
significativas (p< 0,05; Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (@) estan representadas por
un (*) y entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DAG (e) estén representados por un (#). Efectos netos. Diferencias
significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas

por las nimeros que representan a cada grupo experimental.
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G. Objetivof.

8.11. Efecto de la suplementacion con DHA mas HT en los niveles séricos y la
expresion genica hepatica (ARNm) de FGF-21 de los distintos grupos
experimentales.

Los niveles séricos de FGF-21 se muestran en la Figura 13A, no se observan diferencias

significativas entre los grupos controles con o sin suplementacion. Existe un aumento en

los niveles séricos de FGF-21 en € grupo DAG (e) vs. todos los grupos controles con o sin

suplementacion. Por otro lado se observa un aumento en los niveles en e grupo DAG +

DHA (f) en comparacién con €l grupo DC + DHA (b); € grupo DAG + HT (g) presenta un

aumento de FGF-21 en suero vs. los grupos DC + DHA (b) y DC + DHA + HT (d). El

grupo DAG + DHA + HT (h) no presenta diferencias significativas con ninguno de los
grupos controles con o sin suplementacion, y presenta una disminucién en los niveles de

FGF-21 en comparacion con € grupo DAG (e) (p < 0,05). El andlisis de efectos netos

evidencia una disminucion de los niveles de FGF-21 con cualquier suplementacion en los

animales con DAG, siendo significativa en la suplementacion conjunta de DHA mas HT en

comparacion con los grupos controles.

EnlaFigura 13B se muestran los niveles de ARNm hepatico de FGF-21 relativo a 3-actina
en comparacion con € grupo DC (a) de todos los grupos experimentales. Se observa un
aumento significativo en la expresion hepética en € grupo DAG (e), siendo € mayor
aumento observado (5,4 veces mayor que e grupo control); los grupos DAG + DHA (f) y
DAG + HT (g) también presentan un aumento (p < 0,05). Se observa un aumento
significativo en la expresion de FGF-21 en €l grupo DAG + DHA + HT (h) vs. € grupo DC
(@ (p 0,0002). Los efectos netos muestran una disminucion significativa de la expresion
hepética de FGF-21 con las suplementaciones de DHA e HT por si solos 0 en conjunto en

los grupos alimentados con DAG.
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Figura 13: Niveles séricos de FGF-21 (pg/mL) (A). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; c) DC + HT; d) DC + DHA +
HT; €) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados como mediana + rango
intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruska Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones multiples) estén indicadas por las letras que representan a cada grupo experimental. Diferencias
significativas (p< 0,05; Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (@) estan representadas por
un (*) y entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DAG (e) estén representados por un (#). Efectos netos. Diferencias
significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas
por las nimeros que representan a cada grupo experimental. Expresion génica hepatica FGF-21(ARNm) (B).
Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p<0,05; Test Kruskal Wallis,
seguido por test Dunn’s para comparaciones en relacion a grupo DC (a) estan indicadas por (*).Test de Mann
Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (a) estan representadas por un (#). Efectos netos: Diferencias
significativas (p<0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas
por las nimeros que representan a cada grupo experimental.
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H. Objetivo g.

8.12. Efecto de la suplementacion con DHA méas HT en los niveles hepaticos de
colesterol total y la expresion génica hepatica (ARNm) de HM GCoA Reductasa de
los distintos grupos experimentales.

La Figura 14A muestra los niveles hepaticos de colesterol total, observandose un aumento

significativo en los grupos DAG (e), DAG + DHA (f) y DAG + HT (g) en comparacion con

los grupos control con o sin suplementacion. El grupo DAG + DHA + HT (h) presenta un
aumento significativo en los niveles de colesterol hepético vs. grupo control (a) (p <

0,0001) y una disminucién en comparacion con €l grupo DAG (e) (p < 0,0001). El andlisis

de efectos netos muestra una disminucion significativa de la suplementacion DHA e HT

por si solos 0 en conjunto en los animales alimentados con DAG, no asi en los grupos

alimentados con dieta control.

En la Figura 14B se observan los niveles de ARNm hepatico de HMGCoA Reductasa
relativo a B-actina en comparacion con e grupo DC (&) de todos los grupos experimental es.
Se observa un aumento (p < 0,05) en los grupos DC + DHA (b), DAG + DHA (f) y DAG +
HT (g); € mayor aumento se observa en € grupo DAG (e) (12,9 veces mayor que € grupo
control), también se observa un aumento significativo (p 0,0002) de la expresion relativa de
HMGCOoA Reductasa en € grupo DAG + DHA + HT (h). El andlisis de efectos netos
muestran que |las suplementaciones con DHA e HT en conjunto o por separado genera una
disminucion en la expresion de HMGCoA Reductasa en aquellos animales alimentados con

DAG, efecto que no se observa en los grupos control.
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Figura 14: Niveles hepaticos de Colesterol total (nmg/g higado) (A). n=8-10. a) DC; b) DC + DHA; ¢) DC +
HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Datos presentados
como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por
test Dunn’s para comparaciones multiples) estén indicadas por las letras que representan a cada grupo
experimental. Diferencias significativas (p< 0,05; Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h)
y DC (@) estén representadas por un (*) y entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DAG (e) estan representados
por un (#). Efectos netos. Diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s
para comparaciones multiples) estan indicadas por las nimeros que representan a cada grupo experimental.
Expresion génica hepatica HM GCoA Reductasa (ARNm) (B). Datos presentados como mediana + rango
intercuartilico. Diferencias significativas (p<0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones en relacién al grupo DC (a) estan indicadas por (*).Test de Mann Whitney entre grupos DAG
+ DHA + HT (h) y DC (a) estén representadas por un (#). Efectos netos: Diferencias significativas (p<0,05;
Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples) estén indicadas por las niUmeros
gue representan a cada grupo experimental.

I. Correlaciones.

Se encontrdé una asociacion negativa (p < 0,0001) entre los niveles hepéticos de RD1
(pg/mg) y @ porcentagje de actividad de union al ADN de PPARa (Figura 15A) y entre los
niveles séricos de FGF-21 (pg/mL) y € porcentaje de actividad de union al ADN de
PPARa (p < 0,0001) (Figura 15B).
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Figura 15: Correlacion entre niveles hepaticos de RD1 (pg/mg higado) y porcentaje de actividad de unién al
ADN de PPARa (A). Correlacion entre niveles séricos de FGF-21 (pg/mL) y porcentaje de actividad de union
al ADN de PPARa (B). n=8-10. &) DC; b) DC + DHA; c) DC + HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG; f) DAG +
DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT. Significancia estadistica p < 0,05. Andlisis estadistico: Coeficiente de

correlacién de Spearman.
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9. Discusion

Laintervencion realizada en modelo animal de esteatosis hepaticainducida por DAG, logra
mostrar que la suplementacién conjunta con DHA més HT es capaz de reducir la
enfermedad por higado graso no acohdlico, y que a su vez, existe una activacion de

PPARa y Nrf2 lo cual podria contribuir alos efectos sobre |a esteatosis hepética.

La intervencion fue llevada a cabo en un modelo animal de raton macho C57BL/6J
sometido auna DAG, con un aporte de 60% de calorias en formade grasa, que incluyo 10,6
g de AGS/100g dieta, especiamente &cido palmitico (C16:0) aportando 6,5 ¢/100 g de
dieta. La DAG es un método nutricional comun para inducir EHGNA en modelos de
investigacion animal, debido a su similitud con una dieta alta en grasa occidental; siendo
capaz de generar un aporte directo de lipidos dietarios a higado a través de los
quilomicrones y su degradacion lisosomal (72). En ratones C57BL/6J, la DAG ha logrado
inducir obesidad, RI y rasgos histopatol 6gicos similares a los humanos con EHGNA (69),
siendo capaz de provocar estrés oxidativo y de reticulo, llevando a apoptosis del hepatocito
(73), y a desarrollo de esteatosis hepética (73,74).

Efecto sobre caracteristicas generales y control de ingesta

Diversos autores han reportado que la DAG en modelo de ratén es capaz de inducir la
EHGNA asociado a condiciones como la obesidad, sin que existan diferencias
significativas en la ingesta de aimento diario (26,69); algo similar sucede en esta
intervencion, un mayor peso corporal es observado en los animales alimentados con DAG,
atribuible preferentemente a una mayor masa de tejido adiposo, representando un 11,6% del
peso corporal, mientras que en e grupo control representa solo a un 3,6% (Tabla 8). La
ingesta en los animales control no presento diferencias en cuanto ala cantidad de alimento,
sin embargo existe un mayor consumo caldrico y por o tanto de todos |os macronutrientes
por parte de los animaes alimentados con DAG (Anexo 5). Los resultados de la
intervencion evidencian que la suplementacién con DHA o con DHA + HT es capaz de
brindar una proteccion frente a la ganancia de peso total; la entrega de DHA + HT fue
capaz de disminuir la masa de tegjido adiposo en los ratones alimentados con DAG,

representando solo un 6,5% del peso corpora y disminuir € tamafio del higado a valores
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incluso menores que € de los animales controles. Efectos similares se han observado en
otras intervenciones que suplementan con AGPI n3 a través del uso de Rosa Mosqueta,
donde los ratones alimentados con DAG y Rosa Mosqgueta, alcanzaron un peso corporal
final 19% menor que los ratones DAG; asi mismo la grasa viscera fue 34% menos en la

suplementacién con Rosa Mosqueta (75).

Efecto sobre la esteatosis y dafio hepatico

Como se menciond anteriormente la DAG es un modelo nutricional que reflga
correctamente tanto la histopatologia y patologia de la EHGNA en humanos (69,76), con
desarrollo de obesidad, RI, estrés oxidativo y de reticulo, llevando a apoptosis del
hepatocito (73), y a desarrollo de esteatosis (73, 74). En esta camada los animales
alimentados con DAG por 12 semanas desarrollaron un cuadro de esteatosis macro y
microvesicular en un 60% de los campos estudiados, ademas indujo una ateracion a la
histoarquitectura y desplazamiento del nicleo. Algo similar ocurre en un estudio realizado
por Tapiay cols., ladieta alta en grasa indujo esteatosis micro y macrovesicular, alteracion
de la arquitectura, focos de necrosis e inflamacion moderada, situacion prevenida con la
suplementacién con AGPICL n3 (EPA + DHA) donde solo se observaron pequefios focos
de esteatosis (26). En este estudio la suplementacion conjunta con DHA + HT, logra
disminuir de forma significativa los focos de esteatosis hepatica tanto macro como

microvesicular aun 10 a 20% de los campos estudiados aproximadamente.

Por otro lado, las transaminasas hepaticas son pruebas bioguimicas que informan sobre
lesion hepdtica y representan enzimas del metabolismo intermedio, que catalizan la
transferencia de grupos amino del acido aspartico o aanina a acido acetoglutarico,
formando &cido oxalacetico y acido pirtvico. Tanto AST y ALT presentan valor clinico,
siendo ALT més especifica para dafio hepético, ya que se localiza exclusivamente en €
citosol del hepatocito, no como AST que también se encuentra en el corazon, rifiones, entre
otros organos (77). Vaores elevados de transaminasas hepéticas se han observado en
estudios de esteaothepatitis, Rastogi y cols. reportaron una asociacion entre €l diagnéstico
de esteatohepatitis y mayores niveles séricos de AST y ALT, asi como colesterol total y
LDL, en 1000 biopsias hepéticas de sujetos diagnosticados con EHGNA (78). En esta

investigacion el dafio hepético observado en las histologias no se reflgja en los niveles
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séricos de transaminasas, donde AST y ALT no muestran diferencias significativas pese a
la DAG y las suplementaciones (Figura 3). Estudios de este mismo grupo tampoco
reportan elevaciones en los niveles de transaminasas hepaticas, bajo las mismas
condiciones experimentales que esta investigacion (79). Por lo tanto es presumible afirmar
que la intervencion dietaria de 12 semanas con DAG en este estudio no indujo una
esteatohepatitis, solo una esteatosis hepética moderada, como se observa en las histologias
(Figura 2A).

Efecto sobre & contenido y perfil lipidico hepético

En esta investigacion los animales alimentados con DC con o0 sin suplementacion no
presentan diferencias significativas en cuanto a contenido hepatico de grasa total (Figura
4), TG (Figura 5) y AGL (Figura 6); sin embargo la DAG fue capaz de aumentar
significativamente los niveles de las tres variables mencionadas; |0 mismo se observa en un
estudio realizado por Vaenzuela y cols. donde la dieta alta en grasa aumenta
significativamente la grasa total, TG y AGL en 69 mg/g higado, 63,4 mg/g higado y 468,1
uM/g higado, respectivamente (80). La suplementacion con DHA e HT por separado no
logro revertir e alza en los niveles de grasa total hepética, TG y AGL; no asi la
suplementacién conjunta de DHA + HT, la cual logro disminuir de forma significativa los
niveles de las tres variables, respecto a grupo DAG, sin acanzar la normalidad; 1o mismo
se ha visto con la suplementacion conjunta de AGPICL n3 + EVOO en ratones con dieta

altaen grasa (80).

Pese a contenido elevado de grasa total en € grupo DAG + DHA + HT en comparacion
con € grupo control, € perfil de AG hepéticos difiere considerablemente del grupo DC y
DAG. Los resultados de esta investigacion indican que la aimentacion con DAG y sin
suplementacion es capaz de inducir un perfil de AG donde existe una mayor cantidad de
AGPICL n6, especidmente AA (C20:4 n6), mientras que existe una menor cantidad de
EPA (C20:5 n3), en comparacién con € grupo control con HT, y menor cantidad de DHA
(C22:6 n6) sin ser estadisticamente significativo, provocando un desbalance de AGPICL
n6/n3, situacion bastante comun en sujetos con la EHGNA (80) (Tabla 9); algo similar
observo Pettinelli y cols. en humanos con obesidad, los cuales presentaron una deplecién
hepatica de DHA de un 57% (81).
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Por otro lado, la DAG ha mostrado ser eficiente en aumentar el contenido de AGS,
principalmente €l &cido palmitico, o que se hormaliza con la suplementacién de AGPICL
n3 + EVOO (80) o con la suplementacion solo de EVOO (82). El ato contenido de AG en
la dieta ha mostrado llevar a una deplecion de AGPI, especiamente AGPICL n3 tanto en
ratones como humanos, que va de la mano con una bga actividad de PPARa y Nrf2 (81);
en esta investigacion se observa una baja en la DAG de la actividad de PPARa y no asi de
Nrf2 gque aumento su actividad bajo estas condiciones, presumiblemente debido alainjuria
celular producida y la necesidad de resolverla mediante la activacion del sistema
antioxidante celular (58,59).

El aporte lipidico de la dieta (Tabla 6), que muestra una ingesta de acido linoleico (C18:2
n6) de 1,4 g/100 g dieta control vs. 7,3 g/100g dieta alta en grasay de ALA (C18:3 n3) de
0,167 g/100g dieta control vs. 0,543 g/100 g DAG, estaria afectando los niveles de AA,
EPA y DHA de los ratones en € grupo DAG + DHA + HT, ya que el metabolismo de los
AG aportados por la dieta involucra entre otras cosas, la transformacion de AG esenciaes
(&cido linoleico y ALA) en AG fundamentales para el organismo como € AA y DHA. En
este contexto la DAG aporta un gran cantidad de ALA y &cido linoleico en comparacién
con laDC, los cuales en & organismo producen AGPICL delaserie n6, como el AA y dela
serie n3, como EPA y DHA, mediante una serie de reacciones que toman lugar en el
reticulo endoplasmico y comprenden una serie de desaturaciones (insertar dobles enlaces a
la cadena hidrocarbonada de los AG), eongaciones (adicién de 2 carbonos a la cadena
hidrocarbonada de AG) y ademés retroconversion metabdlica gracias a la -oxidacion
(acortamiento de la cadena hidrocarbonada) en los peroxisomas (15). Entre las enzimas que
participan en estas reacciones encontramos ala A5 y A6 desaturasas, diversos estudios han
mostrado que una dieta alta en grasa es capaz de disminuir la expresion hepética de las
mismas en comparacion con los grupos controles (83), Vaenzuela y cols. determino una
disminucion de 41,6% en la actividad hepatica de A5 desaturasa y 61% en la actividad
hepatica de A6 desaturasa, seguido a una DAG en ratones, o que produjo deplecion
hepatica de AGPICL n3 (84); lo anterior afecta la acrecion de AG en € higado, situacion
revertida por la suplementacion con EPA o DHA; ademas debido a que las enzimas A5 y

A6 desaturasas participan en las vias metabdlicas de ambos AG esenciales, se produce una
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competencia entre los AG, a existir una mayor cantidad en dieta de &cido linoleico, se
produciria una mayor cantidad de sus derivados (AA); por otro lado el consumo elevado de
ALA ha mostrado aumentar la acrecion de AGPICL n3y laactividad y expresion de A5 y
A6 desaturasas (82).

La suplementacion conjunta de DHA + HT, presento el evados niveles hepaticos de EPA y
DHA, debido a que en primer lugar se suplemento DHA de formadirectaviaora y ademés
la dieta aporta ALA, que mediante su metabolizacion genera EPA. Esto concuerda con
otros estudios que determinan que la suplementacion con DHA en pacientes con deficiencia
en AGPICL n3 resulta en un aumento de EPA y DHA a nivel plasmatico (85). Es
importante destacar que e grupo DAG + DHA + HT presenta mayor acrecion de DHA
incluso a comprarlo con los otros grupos suplementados con DHA tanto en dieta control y
dieta alta en grasa, sugiriendo gque la proteccién antioxidante del HT, mejorala acrecion del

DHA posiblemente a evitar la alta lipoperoxidacion delos AGPICL.

Efecto sobre actividad de union al ADN y ARNm hepético de PPARa y sus genes blancos
regulados (ARNm CPT1lay ACOX1)

PPARa es un factor de transcripcion altamente expresado en € tgido hepético de ratdon y
humano, su expresion en ratones es 10 veces mayor que en € higado humano (86); puede
ser activado por gran variedad de AGS y AGI, incluyendo e acido pamitico (C16:0),
oleico (C18:1), linoleico (C18:2 n6), AA (C20:4 n6), EPA (C20:5 n3) y DHA (C22:6 n3)
(86). Un estudio que evalud la administracién conjunta de DHA con hormona tiroidea T3
en ratas Sprague-Dawley, fue capaz de elevar significativamente la expresion hepética de
PPARa (71%), y sus genes blancos CPT1a (151%) y ACOX1 (176%) (29). En esta
investigacion la expresion hepética de PPARao. aumento de forma significativa en todos |os
grupos suplementados con DHA (DC + DHA; DC + DHA + HT; DAG + DHA; DAG +
DHA + HT) y ademas en €l grupo DAG + HT. El grupo aimentado con DAG no presento
diferencias significativas con € grupo control en cuanto a la expresion (ARNm), pero la
actividad de unién a ADN disminuyo de forma significativa (Figura 8A y 9A),
concordando con lo observado en diversos estudios que han mostrado que en ratones, la
dieta alta en grasa es capaz de disminuir la expresion de PPARa y actividad de union a

ADN, asi como la expresion de sus genes regulados como CPTlay ACOX1, lo que es
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revertido por el DHA, aumentado en un 103% la expresion de ACOX1 y también la de
PPARa (87). Gonzalez-Mafan y cols., en 2017, mostro que la DAG en ratones regulo
negativamente la concentracion de PPARa en un 46% (75), la suplementacion con Rosa
Mosqueta (rico en AGPI n3) disminuye la esteatosis hepatica y aumenta la concentracion
nuclear y actividad de PPARa hasta llevarlo a vaores controles (75), situacion similar se
observa en esta investigacion donde la actividad de union a ADN de PPARa, en los
ratones suplementados con DHA + HT aumenta sus valores, normalizandolos. El grupo
DAG + DHA + HT, muestra un aumento en la expresion de PPARa respecto a grupo
control, lo mismo han reportado otros autores donde ratones C57BL/6J aimentados con
DAG y suplementados con AGPICL n3 (200 mg de EPA + DHA), aumentar los niveles de
PPARo y ACOX1 (26).

En cuanto a los genes blanco de PPARa, la expresion hepatica (ARNm) de CPT1a se vio
aumentada en todos los grupos DAG, excepto en e grupo suplementado con DHA + HT
que presento una normalizacion de sus valores (Figura 10A). En cuanto a ACOX1 su
expresion se vio significativamente aumentada bajo 1a suplementacion conjunta de DHA +
HT (Figura 10B), concordando con lo reportado por otros autores. Polusy cols. evalud en
76 mujeres obesas (IMC 30 a 45 kg/mt?) la suplementacién con dosis moderadas de
AGPICL n3 (1,8 g/dia EPA + DHA) por 3 meses, observando un aumento en los niveles de
DHA y EPA en eritrocitos, en un 61% y 79% respectivamente y un aumento en la
expresion de genes blancos de PPARa, especiamente aquellos ligados a la B-oxidacion
(88).

Los niveles normalizados de CPT1ay elevados de ACOX 1 bajo la suplementacién de DHA
+ HT en animales alimentados con DAG, en discordancia con la literatura, puede deberse a
que la oxidacion de acidos grasos ocurre preferentemente en la mitocondria de las células,
para esto se requiere de su entrada a la matriz mitocondrial, funcién realizada por la enzima
CPT1a (15), codificada por el gen CPT1a (54). CPT1a se ubica en la membrana externa de
la mitocondria, participando en e transporte de AG desde e citosol a la matriz
mitocondrial, aqui ocurre preferentemente la f-oxidacion de AG de cadena corta 0 mediana
que se encuentran libres en € citosol para ser oxidados. Frente a la DAG los AGL
hepaticos aumentaron de forma significativa (Figura 7), por lo tanto CPT1a es requerida y

aumenta su expresion, con €l fin de sobrellevar esta carga mitocondrial. La suplementacion
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conjunta de DHA + HT genera dos fendmenos: i) disminucién significativa de los niveles
de AGL hepéticosy ii) aumento de la acrecion de DHA en |os hepatocitos (Tabla 7). Por lo
tano disminuye € sustrato para CPT1lay el DHA que es un AGPI de cadena muy larga, se
oxida principamente en el peroxisoma (15). La B-oxidacion de AG de cadenamuy largaen
el peroxisomarequiere de laenzima AcilCoA oxidasa, codificada por ACOX1, justificando

la elevacion observada en esta investigacion de la expresion hepéticade ACOX1.

Efecto sobre actividad de unién al ADN y ARNm hepético de Nrf2 y sus genes blancos
regulados (ARNm Gclc y GSTa3)

En esta investigacion la expresion hepatiica (ARNm) de Nrf2 aumentdé de forma
significativa respecto a grupo control en aquellos grupos suplementados con HT con o sin
DHA (DC + HT; DC + DHA + HT; DAG + HT y DAG + DHA + HT), ademés del grupo
DAG (Figura 9B). Nrf2 es un factor de transcripcion encargado de mantener e estado
redox celular y es activado frente a estrés oxidativo (58,59), en este modelo experimental
la DAG genera una injuriaimportante en los hepatocitos, pese a que no existen marcadores
de estrés oxidativo o inflamacion en esta investigacion, reportes por este mismo grupo
indican que frente auna DAG, se observa un dafio en la capacidad antioxidante plasmética,
un aumento en la lipoperoxidacion lipidica medida mediante los niveles de TBARS, asi
como disminucion total del glutation (89). Lo anterior generaria que €l hepatocito active
mecanismos de proteccion antioxidante, mediante el aumento en la expresion de Nrf2 y
aumento de su actividad de union @ ADN del mismo (Figura 8B); otros autores han
reportado la misma situacién donde la DA G regula negativamente la concentracion de Nrf2
en un 38% en comparacion con la dieta control (75). También es capaz de disminuir la
actividad de superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), GPx y GR, sugiriendo un dafio
en el mecanismo antioxidante celular (90). La suplementacion conjunta de DHA + HT es
capaz de aumentar significativamente la actividad de union al ADN de Nrf2 y su expresion
génica hepdtica, 1o cual se ve reflgado en el aumento significativo de los niveles de ARNm
de Gclc y GSTa3, dos genes blancos de Nrf2 (Figura 11A y B); similar alo que sucede en
un estudio involucrando ratones alimentados con DAG y suplementados con HT, logrd
normalizar la actividad de Nrf2 (79). El HT, conocido por su actividad antioxidante es

capaz de aumentar los niveles de AKT fosforilada en los hepatocitos, o cual aumenta la
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fosforilacion de Nrf2 en los residuos de serina o tirosing, esto permite la disociacion del
complejo Nrf2/Keapl que lo mantiene en el nucleo, permitiendo su translocacion a nicleo
y posterior unién a ARE, aumentando la expresion de enzimas como GPx, GSTa3 y GR
(91). Por otro lado, e DHA, ha mostrado ser capaz de activar a Nrf2, mediante derivados
de su oxidacion, como € isoprostano J3; Gao y cols. determinaron que los elementos
oxidados de DHA son capaces de estabilizar y aumentar la expresion de Nrf2 de forma
dosis dependiente; € isoprostano J3, ha mostrado reaccionar directamente con |os residuos
de cisteina de Keapl, generando un cambio conformacional que permite su separacion de
Cullin3, proteina que juega un rol fundamental en la poliubiquitinizacion de Nrf2, logrando
la separacion de Nrf2, su estabilizacion, acumulacion y union a ARE, aumentando la
expresion de enzimas como Gclc (92); por 1o que la suplementacion conjunta de DHA +

HT lograriatener el efecto observado en esta investigacion.

Efecto sobre FGF-21

FGF-21 es una hepatoquina, capaz de aumentar la captacion de glucosa en adipocitos
maduros (57), reducir la acumulacion lipidica hepética de forma insulina-independiente,
regular lalipolisis, inducir la sintesis y secrecion de adiponecting, entre otras acciones (93).
Es secretado luego de la accion agonista de AGL en PPARa (94) principalmente en el
higado, tgjido adiposo y pancreas (57); su expresion se ve aumentada en situaciones de
ayuno de forma PPARa dependiente e independiente; ademas es inducido por dietas
cetogénicas, estimulando la lipolisis, cetogénesis y gluconeogénesis (95); sin embargo, en
esta investigacion es posible observar una correlacion negativa, entre la actividad de unién
a ADN de PPARa Yy los niveles séricos de FGF-21, donde a mayor actividad de union al
ADN de PPARa, menores fueron los niveles séricos de FGF-21 (Figura 15B); situacion
que pudiera deberse a que los animales no se encontraban en una ayuno prolongado o que
la dieta no es cetogénica, ya que se encuentra certificada aportando cantidades suficientes
de todos los macronutrientes para este modelo animal (Tabla 5); ademés es posible que
frente a una injuria como la DAG, que produce deplecion hepética de AGPICL n3 (84), se
generaria una disminucién en la actividad de union al ADN de PPARa, ya sea por falta de

ligando o el aumento en la actividad de NF-xB, €l cual es capaz de secuestrar a PPARa, de
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esta forma la actividad de union al ADN de PPARa disminuiria y los niveles séricos de
FGF-21 aumentarian como una forma de compensacion metabdlica frente a dafio.

En esta investigacion no se observaron diferencias significativas en los niveles séricos y la
expresion hepética de FGF-21 entre los grupos controles; por € contrario la DAG fue capaz
de aumentar de forma significativa tanto los niveles séricos, como de ARNm de FGF-21,
situacion que disminuyo (p < 0,05) frente a la suplementacion conjunta de DHA + HT, en
comparacion con el grupo DAG (Figura 13A y B). Walugay cols. evaud a un grupo de 56
mujeres obesas morbidas sometidas a cirugia bariatrica, donde los niveles séricos y la
expresion fue mayor en aquellos sujetos que presentaban mayor grado de esteatosis
hepatica, inflamacion lobular o fibrosis (57); en este estudio los cortes histol 6gicos (Figura
2A) del grupo DAG presenta diversos focos de esteatosis moderada que van de lamano con
los niveles elevados de FGF-21 en suero y la expresion hepética del mismo. Diversos
estudios han mostrado, ademés que animales deficientes en FGF-21 presentan mayor peso
corpora y mayor acumulacion de TG hepéticos frente a una dieta cetogénica (96), asi como
la administracion de FGF-21 a ratones, mostro cortes histol 6gicos hepéticos con vacuolas
lipidicas de menor tamafio y nimero, que aguellas imagenes del grupo control, indicando
gue es capaz de restaurar la morfologia hepatica casi a su normalidad (94); siendo la
autofagia uno de los mecanismos para remover AG de los hepatocitos, frente a un
tratamiento de FGF-21, se ven aumentadas proteinas claves de la autofagia in vitro, asi
como los niveles de ARNm de Beclin-1, ATG12, entre otros genes claves del proceso en
células HepG2 (94).

En e modelo evaluado en esta investigacion la suplementacion conjunta de DHA + HT,
genero que e DHA aumente la secrecion de FGF-21 gracias a la activacion de PPARa
(Figura 8A) y e HT induzcaa Nrf2 (Figura 8B), Furusawa y cols. encontro que Nrf2 esta
ampliamente involucrado en la regulacién de FGF-21 en un modelo de raton diabético;
frente a una induccion de Nrf2, mediante el knockdown de Keapl, los niveles séricos 'y de
ARNmM hepaticos de FGF-21 aumentan (68).
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Efecto sobre derivados metabdlicos del DHA (Resolvina D1)

LaresolvinaD1 (RD1), es un docosanoide formado mediante la oxigenacién secuencia del
DHA por la 5-LOX y 15-LOX (15,24). En esta investigacion se logra observar que 1os
niveles de RD1 se mantienen constante pese a la suplementacion con DHA en los grupos
controles. Sin embargo, frente a una dieta alta en grasa los niveles de RD1 aumentan
significativamente en comparacion con el grupo DC + HT; aqui la RD1 probablemente se
est& produciendo a metabolizar el DHA generado mediante la elongacion y desaturacion de
el ALA gracias alas enzimas A5 y A6 desaturasas, ya que la dieta alta en grasa carece de
DHA (Tabla 6) (16). Los mayores niveles de RD1 se presentan en € grupo DAG + DHA,
donde este AG esta siendo metabolizado para generarlay resolver lainjuria generada por la
DAG. La suplementacién conjunta de DHA + HT en los animales alimentados con DAG
también es capaz de aumentar de forma significativa los niveles de RD1 en comparacion
con €l grupo DC y DAG, pero en menor manera que e grupo DAG + DHA, posiblemente
debido a efecto antioxidante del HT, que por si mismo es capaz de resolver parte de la
injuria (Figura 12). Los resultados de esta investigacion muestran una correlacion negativa
entre la actividad de union al ADN de PPARa y los niveles hepéticos de RD1, donde a
mayor actividad de unién al ADN de PPARa, menores niveles de RD1 (Figura 15A);
como se menciona la RD1 es un derivado metabdlico del DHA, y este mismo AG es capaz
de activar a PPARa, por lo tanto debido a la fuerte injuria presentada frente a la
intervencion de DAG, el DHA estaria siendo utilizado para generar RD1 y resolver la
inflamacion y no entrando al nudcleo a activar a PPARa; por otro lado, otra posible
explicacion es que la DAG aumente la actividad de union al ADN de NF-xB, lo cua
aumentaria la expresion de genes inflamatorios agravando la injuria (89), este factor de
transcripcion es capaz de unir directamente en su subunidad p65 a PPARa, formando un
dimero no funcional, por lo tanto PPARa estaria siendo “secuestrado” en este complejo,
disminuyendo su actividad de union al ADN, a tiempo que la RD1 es capaz de gercer su
accion y aumentar sus niveles hepéticos (97), para resolver la injuria. Es relevante
mencionar que son pocos |os estudios que evallan €l efecto de laDAG y la suplementacion
de DHA + HT sobre los niveles hepaticos de RD1 en la ENHGNA.
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Efecto sobre Colesterol hepético total y HMGCoA Reductasa

El colesterol es una molécula de origen animal con numerosas funciones metabdlicas
importantes, desde la constitucion de membranas celulares, hasta la formacién de hormonas
(98). El colesterol puede tener dos origenes, i) exdgeno, através de ladieta, y ii) enddgeno,
principalmente mediante la sintesis hepatica de colesterol, la enzima limitante en este
proceso es la hidroximetil Glutaril CoA Reductasa (HMGCoA Reductasa), la cual cataliza
la formacion de malonil CoA desde HMGCoA (15). Los resultados de esta investigacion
muestran que no existen diferencias significativas en los niveles de colesterol hepético entre
los animales alimentados con DC con o sin suplementacion. Por € contrario frente a la
DAG los niveles de colesterol hepético aumentan de forma significativa respecto atodo los
grupos control con o sin suplementacion, dentro de las razones de esto encontramos
efectivamente el aporte de colesterol de la dieta alta en grasa (Tabla 5) que aporta 216,4
mg por 4057 kcal de aporte dietario, mientras que la dieta control aporta alrededor de 18
mg de colesterol por 4057 kcal. La suplementacion con DHA e HT por separado no logra
revertir el aumento en € contenido de colesterol total hepético; no asi la suplementacion
conjunta que es capaz de disminuir significativamente los niveles de colesterol hepatico
respecto a grupo DAG, lo que puede deberse a i) menor absorcion intestinal de colesterol
0 mayor excrecion mediante € aumento en ABCG5 y ABCGS8, como reporta Suzuki-
Kemuriyamay cols. que frente a una DAG en ratones C57BL/6J, suplementados con EPA
o DHA al 5% aumenta la expresion de ABCG5 y ABCGS8 (83); ii) normal exportacion de
colesterol mediante VLDL, ya que frente a la EHGNA se ha reportado que los sujetos
presentan una disminucién de la apoB-100, comprometiendo la exportacién hepética de
VLDL, aumentando la acumulacién de lipidos en los hepatocitos (99); iii) disminucion en
la sintesis de colesterol hepético. Respecto a este Ultimo punto se puede observar que en
este modelo experimental, la expresion hepatica de HMGCoA Reductasa aumentan en la
DAG, justificando lo observado en los niveles de colesterol hepético (Figura 14A), la
suplementacién conjunta de DHA + HT, logra disminuir la expresion de HMGCoA
Reductasa respecto a grupo DAG, pero sigue manteniendo un aumento significativo
respecto a grupo control (Figura 14B). En este sentido se ha observado que la
suplementacion con EPA y DHA frente a una dieta aterogénica alta en grasa es capaz de
disminuir los niveles hepaticos de ARNm de HMGCoA Reductasa (83). Por lo tanto la
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suplementacion conjunta de DHA + HT en ratones alimentados con DAG es capaz de
disminuir € contenido total de colesterol hepatico y mostrar unatendencia ala disminucion
en la expresiéon de HMGCoA Reductasa respecto a grupo DAG, lo cual tendria un efecto
positivo en e metabolismo lipidico hepatico, ya que e colesterol en exceso es capaz de
generar lipotoxicidad, que incluso puede bajo condiciones de estrés oxidativo, comunes en
sujetos con EHGNA (13), generar productos oxidados de colesterol (oxisterol), que

producen mayor injuria hepatica (100).

Limitaciones

Como todo estudio en modelo animal, esta investigacion restringe sus resultados a modelo
murino, siendo necesarios estudios clinicos controlados en humanos, con € fin de
esclarecer los efectos mencionados en los resultados de la suplementaciéon conjunta de
DHA + HT en la EHGNA y observar si son replicables en € ser humano y que dosis son
necesarias para alcanzar los efectos beneficiosos esperados. Los estudios en animales son
valiosas herramientas de investigacion que permiten comprender procesos fisiopatol 6gicos
y efectos beneficiosos de diversas sustancias dentro de un modelo que no solo ha sido
ampliamente utilizado, sino que ademas es fécil de manipular experimentalmente, presenta
similitud biolégica con el desarrollo de la EHGNA en el humano y una caracterizacion a
nivel genético, molecular y enzimatico bastante detallada, que permite un entendimiento
profundo del desarrollo y progresion de la enfermedad (101). Otra limitacion del estudio
esta dada por el modelo nutricional utilizado para inducir esteatosis (DAG certificada), ya
gue s bien esta ampliamente descrito en la literatura su uso para el desarrollo de injuria
hepatica, simplificar la dieta humana occidental como una solo ata en grasas podria
generar un sesgo por no considerar aspectos tan relevantes de la dieta como el consumo de
bebidas azucaradas altas en fructosa, consumo indiscriminado de productos atamente
procesados, carnes rojas, embutidos, entre otros, ademas de las influencias ambientales
como €l sedentarismo y la predisposicion genética.

En futuras investigaciones que contemplen e efecto del DHA + HT en la EHGNA se debe
tener en consideracion la evaluacion factores como NF-xB, SREBP-1c, entre otros; con €
fin de comprender de mejor manera como funciona € mecanismo molecular que previene

la EHGNA. Por otro lado seria importante incluir dentro del disefio experimental la
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evaluacion de lamasa proteica y la actividad de los factores de transcripcion y las enzimas

gue codifican sus genes blancos.

En definitiva al observar los resultados en su totalidad, se observa que la suplementacion
con DHA + HT es capaz de disminuir |a esteatosis hepética en ratones alimentados con
DAG por 12 semanas, y ademas en este modelo se observa una activacion de PPARa. y de
Nrf2, que genera: i) normalizacion de la expresion hepatica de CPT1a; ii) aumento en la
expresion hepatica de ACOX1,; iii) aumento en los niveles séricos y la expresion de FGF-
21; iv) aumento de los niveles de RD1 en € higado; v) aumento de la expresion hepética de
Gclc; vi) aumento de la expresion hepética de GSTa3; vii) aumento en la expresion de
HMGCOoA Reductasay viii) cambios en la cantidad y perfil lipidico del higado. Todas estos
efectos generarian: i) aumento de la -oxidacion, lipolisis y disminucién de la lipogenesis
hepética que frenarian la esteatosis hepética; ii) la produccién de derivados metabdlicos
(RD1) que resolverian la inflamacion y iii) e aumento en la produccion de enzimas
antioxidantes, poniendo un freno a estrés oxidativo; todas estas situaciones llevarian a

frenar la progresion dela EHGNA y mejorar la esteatosis (Anexo 9).
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10. Conclusiones

En esta investigacion se evalud la suplementaciéon conjunta de DHA + HT y su efecto
protector sobre € higado frente a una dieta alta en grasa capaz de gatillar la enfermedad por
higado graso no alcohdlico en ratdén, mediante la evaluacion de parametros que incluyeron
esteatosis hepética y mecanismos moleculares de proteccion. La DAG fue capaz de
provocar € desarrollo de la EHGNA en los animales, observandose que la suplementacion
conjunta de DHA + HT, logro: i) prevenir la esteatosis hepatica provocada por la DAG,
reflggado por una baja en la cantidad de grasa total hepética, TG, AGL y colesterol total. ii)
activacion de los factores de transcripcién PPARa y Nrf2, medido a través de un aumento
en su actividad de union al ADN y de su expresion en e hepatocito. iii) aumento en la
expresion hepatica de genes regulados por estos factores de transcripcion como ACOX1,
Gclc, GSTa3, FGF-21. iv) aumento en e contenido hepatico de resolvinas (RD1) con €l fin
de resolver lainflamacion.

Todo esto pone en manifiesto que la administracion conjunta de DHA + HT podria ser una
terapia a considerar para una intervencion nutricional en e manegjo de la EHGNA. Por |o
tanto esta investigacion abre una puerta a futuras intervencion que busquen valorar los
efectos en € ser humano, tanto en sujetos sanos, con € fin de promover la salud y en
sujetos enfermos para prevenir la progresion de la patologia y tratarla; asi como buscar

dosis adecuadas en fuentes alimentarias asequibles para todos.
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12. Anexos
ANEXO 1. Resumen de patogénesis y progresion de la Enfermedad por higado graso no alcohdlica (EHGNA). (102)

-

+ Lipogenesis de novo
+ Acumulacion TG

Resistencia
a la insulina

Tejido adiposo - Exportacion VLDL
disfuncional ~
o v = }
- + AGL [ " v+ AGL B +TG I .

- Lipogénesi

Ipog.er"nesm + Citoquinas ! i e o o
+ Lipolisis IR . rcinflamator \ Inflamacién [ » Disfuncion

(TNF-a IL—IOI/ Mitocondrial
® & Estrés

EROs I oxidativo

[

Fibrosis Hepatocito
> - . + Produccion MEC < Sl Activacion Células g
z -~ 23 estrelladas

Células estrelladas
El tejido adiposo disfuncional libera altos niveles de AGL y citoquinas proinflamtorias a torrente sanguineo. Laresistenciaalainsulina, comuin en
sujetos obesos, genera un aumento en la lipogénesis de novo hepética, una alta acumulacion de TG en los hepatocitos y bgja liberacién de VLDL,
promoviendo una mayor acumulacion de AGL y eventualmente TG llevando al desarrollo de esteatosis (primer golpe metabdlico). Las citoquinas
proinflamatorias acanzan e higado generando un estado de inflamacidn, que genera disfuncion mitocondrial, condicion exacerbada por la
acumulacién de AGL, lo cual lleva a estrés oxidativo (segundo golpe metabdlico), que permite la progresion de esteatosis a esteatohepatitis. La
esteatohepatitis es capaz de activar las células estrelladas en el higado, que aumenta |a produccion de varios componentes de la matriz extracelular
generando fibrosis y eventualmente cirros's.
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ANEXO 2: Cantidades de muestra (plasma y tgjido hepatico) utilizadas para las distintas
mediciones.

Muestra M edicion Cantidad de muestra
FGF-21 50 uL

Plasma AST 50 uL
ALT 50 pL
Histologia 150 mg
TG 200 mg
AGL 200 mg

Higado Perfil dgAG 150 mg
Extraccion de ARN 30 mg
Extraccion nuclear actividad de union al ADN de 200 mg
PPAR ay Nrf2
RD1 250 mg

ANEXO 3: Clasificacion de esteatosis hepatica de acuerdo al porcentaje (%) de hepatocitos
con vesiculas lipidicas (103).

Por centaje (%) Clasificacion
<33 Esteatosis leve
33-66 Esteatosis moderada
>66 Esteatosis severa
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ANEXO 4: Evolucion del peso corporal de los ratones durante las 12 semanas de

intervencion (g).

Evolucion del peso corporal
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Datos presentados como mediana + rango intercuartilico.
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ANEXO 5: Control de ingesta por grupo experimental.
DC DC+DHA | DC+HT |[DC+DHA + DAG DAG + DHA | DAG +HT | DAG + DHA
@ (b) (© HT (e) () 9 +HT
(d) (h)
| ngesta 3,89(3,77- | 381(3640 | 386(3,79- | 3,88(3,84— | 384(378— | 3,82(3,78- | 386(378- | 3,82(3,78-
dietaria 3,98) 3,89) 3,97) 3,93) 3,89) 3,88) 3,94) 3,92)
(g/dia)
| ngesta 14,99 (14,53 | 14,67 (14,01 | 14,84 (14,58 | 14,94 (14,78 | 20,13(19,82 | 20,00 (19,81 | 20,18 (19,77 | 20,00 (19,82
energética —15,35) - 14,99) - 15,28) ~1511) | —20,39)2Pcd | _20,30)2Pcd | _20,66)2Pcd | _ 20,54)2bcd
(kcal/dia)
Ingestade | 0,75(0,73- | 0,74(0,70- | 0,74(0,73- | 0,75(0,75—- | 1,01(0,99- | 1,01(0,99- | 1,01(0,99- | 1,00 (0,99 -
proteinas 0,77) 0,75) 0,76) 0,75) 1,02) abed 1,02) @bed 1,03) @bed 1,03) abed
(g/dia)
Ingestade | 2,63(254- | 257(245- | 2,60(255- | 2,62(259- | 1,01(0,99- | 1,00(0,99- | 1,01(0,99- | 1,00 (0,99 -
CHO (g/dia) 2,68) 2,63) 2,67) 2,65) 1,02) abed 1,02) 2Ped 1,03) 2Pcd 1,03) 2Ped
Ingestade | 0,17 (0,16- | 0,16 (0,16— | 0,17(0,16— | 0,17 (0,16— | 1,34(1,32—- | 1,33(1,32- | 1,35(1,32—- | 1,33(1,32-
lipidos (g/dia) 0,17) 0,17) 0,17) 0,17) 1,36) @Pcd 1,36) @Ped 1,38) @bed 1,37) @bed

Datos presentados como mediana + rango intercuartilico de ingesta dietaria (gramos/dia), ingesta energética (kcal/dia), ingesta de proteinas,
hidratos de carbono (CHO) e ingesta de lipidos (gramos/dia). n=8-10. Diferencias significativas (P<0,05; Test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones multiples) estan indicadas por |as | etras que representan a cada grupo experimental: DC (@), DC + DHA (b), DC + HT
(c), DC + DHA + HT (d), DAG (e), DAG + DHA (f), DAG + HT (g), DAG + DHA + HT (h).
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ANEXO 6: Ingesta de acido pamitico (C16:0) por grupo experimental (g/100 g de dieta).

~DC- ~DAG-
0.34 *
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Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. n= 8-10. a) DC; b) DC + DHA; c) DC +
HT; d) DC + DHA + HT; €) DAG; f) DAG + DHA; g) DAG + HT; h) DAG + DHA + HT.
Diferencias significativas (p < 0,05, Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones multiples) estan indicadas por |as letras que representan a cada grupo experimental.
Test de Mann Whitney entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DC (a) estan representadas por un (*)
y entre grupos DAG + DHA + HT (h) y DAG (e) estan representados por un (#). Efectos netos:
Diferencias significativas (p < 0,05, Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones multiples) estdn indicadas por las nimeros que representan a cada grupo
experimental.
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ANEXO 7: Histologia hepatica de ratones alimentados con dieta control y ata en grasa con o sin suplementacion de DHA e HT.

DC (a) DC + DHA (b) DC + HT (c) DC + DHA + HT (d)
_ : 4 [

Secciones representativas de tgjido hepético; n= 8-10. Los cortes fueron fijados en formaldehido y tefiidos con hematoxilina eosina (10X de
aumento). VC indica la vena centrolobulillar, - indica esteatosis microvesicular, =» indica esteatosis macrovesicular.



ANEXO 8: Perfil de AG hepéticos totales por grupo experimental.

Acido graso (g/100 CD + DHA CD + DHA + DAG + DHA DAG + HT DAG + DHA +
g higado) cP (@) (b) COHATE | " it (q) DAG (9 (0 @ HT (h)
C10:0 Acido 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 000(0,00- | 0,00(000- | 000(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00- 0,00 (0,00 -
Decanoico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00)
C12:0 Acido 0,00(0,00— | 0,00(0,00- | 000(0,00- | 0,00(000- | 000(0,00— | 0,00(0,00— | 0,0015(0,00— | 0,0075 (0,005 —
Dodecanoico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,003) 0,01)2Pcdefl
C14:0 Acido 0,00 (0,00— | 0,004 (0,004— | 0,004 (0,002— | 0,004 (0,002— | 0,0045 (0,003 | 0,004 (0,004— | 0,005 (0,004 — (8*88%5_
Tetradecanoico 0,00) 0,004) 0,004) 0,004) —0,006) 0,004) 0,006) 0 612)&“‘
C16:0 Acido 0,305 (0,296 - | 0,3525(0,346 | 0,3135(0,3— | 0,32(0,257- | 0,344 (0,294 - | 0,357 (0,346 | 0,336 (0,311 - | 0,6615 (0,556-
Palmitico 0,314) -0,359) 0,327) 0,383) 0,394) 0,368) 0,361) 0,767)*¢
C18:0 Acido 0,148 (0,14— | 0,1425(0,138 | 0,121 (0,119- | 0,097 (0,082- | 0,2055 (0,179 | 0,2015 (0,186 | 0,1935 (0,157 | 0,333 (0,281 —
Estearico 0,156) -0,147) 0,123) 0,112) -0,232) -0,217)° -0,23)° 0,395)Pcd
C20:0 Acido 0,00 (0,00— | 0,0015(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00— | 0,0035 (0,003 | 0,004 (0,003— | 0,003 (0,002— | 0,0045 (0,004 —
Eicosanoico 0,00) 0,003) 0,00) 0,00) - 0,004) 0,005)¢¢ 0,004) 0,005)¢4
C22:0 Acido 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00- (g’(%’lzg_ 0,0025 (0,002 | 0,002 (0,002— | 0,00 (0,00—
Docosanoico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0 ob4)abv°vd’“ —0,003)2Pcdh | 0,002) 2Pcdn 0,00)
C24:0 Acido 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(000- | 000(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(000- | 0,0015(0,001—
Tetr acosanoico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,002)2Pcdelg
- 0,454 (0,437 - | 0,5005 (05— | 0,4365 (0,427 | 0,4195 (0,344 | 0,56 (0,481— | 0,5685 (0,541 | 0,541 (0,481 — | 0,4415 (0,355 —
0,471) 0,501) — 0,446) — 0,495) 0,639) — 0,596)%¢ 0,601) 0,528)
C14:1 Acido 0,00(0,00- [ 0,00(0,00- | 000(000- | 0,00(000- [ 000(000- | 000(0,00- | 0,00(0,00- 0,00 (0,00 -
Tetradecenoico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00)
C16:1 Acido 0,0245 (0,2— | 0,0225 (0,022 | 0,0275 (0,025 | 0,028 (0,025— | 0,015(0,01— | 0,0105 (0,009 | 0,014 (0,013 | 0,0155 (0,009 —
Palmitoleico 0,029) -0,023) -0,03) 0,031) 0,02)°¢ - 0,012)% 0,015)¢ 0,022)
C18:1 Acido 0,2295 (0,217 | 0,203 (0,202 - | 0,239 (0,226 — | 0,2135(0,172 | 0,278 (0,222 | 0,2385 (0,226 | 0,2675 (0,265 | 0,334 (0,204 —
Oleico -0,242) 0,204) 0,204) - 0,255) 0,334) - 0,251) -0,.27)° 0,464)
C20:1n9 Acido | 0,0025 (0,00— | 0,004 (0,004 - | 0,004 (0,004— | 0,00(0,00— | 0,0065 (0,005 | 0,006 (0,005— | 0,006 (0,006— | 0,0065 (0,004 —
Eicosaenoico 0,005) 0,004) 0,004) 0,00) - 0,008)" 0,007)° 0,006)" 0,009)*
C22:1n9 Acido 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(000- | 0,001(0,00- | 0,00(0,00— | 0,00 (0,00- 0,00 (0,00 -
Erucico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,002)2Pedesh 0,00) 0,00) 0,00)
C24:1 Acido 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,00(0,00- | 0,0025(0,002 | 0,002(0,002— | 0,0025 (0,002 | 0,0025 (0,00 —
Tetr acosaenoico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) - 0,003) 0,002)2bcd - 0,003)20cd 0,005)
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e 0,256 (0,241 — | 0,2295 (0,228 | 0,27 (0,254— | 0,2415(0,197 | 0,3025 (0,309 | 0,2565 (0,245 | 0,29 (0,289— | 0,43 (0,359 —
0,271) -0,231) 0,286) - 0,286) - 0,366) - 0,268) 0,291)° 0,501)
C18:2n6Acido | 0,2185(0,203 | 0,199 (0,199- | 0,204 (0,19,6 | 0,235(0,179- | 0,251 (0,216— | 0,3(0,286— | 0,295 (0,283 | 0,605 (0,503 —
Linoleico -0,234) 0,199) -0,212) 0,291) 0,286) 0,314)° 0,307) 0,707)3Pcd
C18:3n6Acido | 000(000- | 000(000- | 000(000— | 000(0,00— | 0,0055(0,004 | 0,0035(0,003 | 0,0055 (0,005 (8’88225_
Linolénico 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) - 0,007)3bcd -0,004) - 0,006)20cd 0 61)abv°'d
C18:3n3Acido | 0,002 (0,00- | 0,0015(0,00—- | 0,00(0,00— | 0,00(0,00— | 0,007 (0,006— | 0,0065 (0,006 | 0,007 (0,007 — (8’8%;5_
Linolénico 0,004) 0,003) 0,00) 0,00) 0,008) -0,007)%¢ 0,007)°¢ 0 0’15)ab,c,d
C20:216 0,006 (0,005 - | 0,006 (0,006 | 0,006 (0,005— | 0,007 (0,007 - | 0,009 (0,008 - | 0,008 (0,007 — | 0,009 (0,009 — | 0,0145 (0,012 —
' 0,007) 0,006) 0,007) 0,007) 0,01)° 0,009) 0,009)° 0,017)Pcd
203 16 0,014 (0,009— | 0,018 (0,018 | 0,0205— 0,019 | 0,0175 (0,016 | 0,017 (0,016 | 0,0185 (0,018 | 0,0155 (0,015 (8’82%5_
: 0,019) 0,018) -0,022) -0,019) 0,018) -0,019) -0,016)° 0 637)&&9
C20:313 0,00 (0,00 — 0,00 (0,00 — 0,00 (0,00— | 0,00(0,00- 0,00 (0,00— | 0,00(0,00— | 0,00(0,00— 0,00 (0,00 —
: 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00) 0,00)
C20:416 0,1375 (0,136 | 0,0995 (0,096 | 0,1435 (0,139 | 0,104 (0,89 | 0,2345 (0,221 | 0,1565 (0,159 | 0,2335 (0,215 | 0,358 — 0,296 —
' - 0,139) -0,103) -0,148) 0,119) —0,248)"¢ - 0,174) - 0,252)"¢ 0,42)2d
C20:5 13 0,0025 (0,00~ | 0,0185 (0,018 | 0,005 (0,004— | 0,0105 (0,00— | 0,003 (0,002— | 0,0105 (0,008 | 0,0025 (0,002 (8*81%5_
: 0,005) -0,019) 0,006) 0,021) 0,004)° -0,013) -0,003)° 0 621)&&9
C22513 0,0055 (0,005 | 0,01 (0,009— | 0,0065 (0,006 | 0,0065 (0,003 | 0,0065 (0,005 | 0,0065 (0,006 | 0,0065 (0,006 | 0,013 (0,011 —
: — 0,006) 0,011) - 0,007) -0,01) - 0,008) - 0,007) - 0,007) 0,015)*°€
C22:6 n3 (DHA) 0,12 (0,109—- | 0,245 (0,235- | 0,135 (0,121 — | 0,2145 (0,188 | 0,136 (0,122 | 0,217 (0,214— | 0,136 (0,132 | 0,42 (0,354 —
' 0,131)d 0,255)6"C 0,149) -0,241) 0,15) 0,22) 0,14) 0,486)a,c,e,g
A 0,5065 (0,499 | 0,5925 (0,575 | 0,5205 (0,491 | 0,5955 (0,483 | 0,72(0,671— | 0,737 (0,72— | 0,71(0,673— | 1,488 (1,248 -
- 0,514) ~0,62) ~0,55) - 0,708) 0,769) 0,754)* 0,747) 1,728)*°
@ el 1,217 (1192 | 1,322 (1,302 | 1,228 (1,172 | 1,257 (1,024 [ 1,583 (1,391 | 1,562 (1,506 | 1,542 (1,444 | 2,936 (2,462
= 1,241) -1342) - 1,283) — 1,489) - 1,774) - 1,618) — 1,639) — 3,41)%0s4
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ANEXO 9: Resumen de los mecanismos protectores de DHA e HT frente a DAG anivel molecular.

DHA HT

+ PPPARa +RD] == + Nrf2

(N\)CPT1a +ACOX1  +FGF-21 +Gele + GSTa3

+ B-oxidacion + Respuesta
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 Esteatosis
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~ proinflamatorias | _mitocondrial :

Tejido adiposo - Resistencia
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