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RESUMEN

INTRODUCCION: La enfermedad por higado graso no acoholica (EHGNA) se
caracteriza por una acumulacion anormal de grasay posterior estrés oxidativo (EOx) en
tgjido hepético, que suele estar asociada a obesidad y resistencia a la insulina (RI). En
EHGNA, la biodisponibilidad hepética de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
se ve disminuida por alteraciones en su biosintesis, para la cual se considera a la
desaturacion como paso limitante, requiriéndose de las actividades A6 y A5 desaturasas.
L as desaturasas son enzimas integral es de membranas biol dgicas, dependientes de hierro
y que necesitan NADPH para funcionar. El EOx induce lipoperoxidacion de membranas
biolégicasy alavez atera el potencia de Oxido-reducciéon (REDOX) intracelular, por 1o
que podria ser uno de los factores que inhibe las actividades de las desaturasas en
EHGNA.

HIPOTESIS: La presencia de EOx en tejido hepético con EHGNA, se correlaciona
negativamente con la actividad de la A6 o de la A5 desaturasa en higado de ratas obesas
insulino resistentes, generadas mediante intervencion nutriciona a través de dieta de
cafeteria alta en grasas saturadas.

OBJETIVO GENERAL: Determinar € efecto del EOx sobre la actividades A6 y A5
desaturasas en tgjido hepético afectado con EHGNA.

TIPO Y DISENO DE ESTUDIO: Estudio CASO-CONTROL en ratas macho adultas de
5 meses de vida. CASOS; presencia de EHGNA de origen nutricional asociada obesidad
y RI (n=8). CONTROLES; ausencia de patologias (n=8).

MATERIALES Y METODOS: Se determinaron las actividades hepéticas A6 y A5
desaturasas, y su correlacion con EOx tisular mediante: estatus REDOX (relacion
glutation reducido/glutation oxidado, GSH/GSSG), lipoperoxidacion (niveles de
malondialdehido, MDA) y defensas antioxidantes enzimaticas celulares determinadas
por las actividades de superéxido dismutasa (SOD), catdlasa (CAT) y glutation
peroxidasa (GSH-Px).

RESULTADOS: Existe correlacion negativa entre los niveles de MDA, la concentracion
de GSSG y laresistenciaalainsulina en ayunas con las actividades A6 y A5 desaturasas.
Existe correlacion positiva entre la relaciéon GSH/GSSG vy la actividad SOD con las
actividades A6 y A5 desaturasas.

CONCLUSION: La presencia de EOx es uno de |os mecanismos patol 6gicos principal es

mediante los cuales se alteran las actividades de la A6 y A5 desaturasas en presencia de
EHGNA asociada aobesidad y resistenciaalainsulina

XV



ABSTRACT

INTRODUCTION: Non-alcohol fatty liver disease (NAFLD), is characterized by the
hepatic abnormal fat accumulation and later oxidative stress (OxS) that is related to
obesity and insulin resistance (IR). In NAFLD, long-chain poly-unsaturated fatty acids
bioavailability is diminished by alterations in their biosynthesis, being desaturation the
limiting step, requiring A6- and A5-desaturase activities. Desaturases are iron-dependent
biological membrane-bound enzymes and need NADPH to function. OxS induces
biologicak membrane lipid-peroxidation and, at the same time, alters intracellular
oxidation-reduction (REDOX) potential, being one of the factors that possibly inhibit
desaturases activity at NAFLD.

HYPOTHESIS. The oxidative stress present in NAFLD-liver tissue is negatively
correlated with both A5- and A6-desaturase activities, in the liver of obese, insulin
resistant rats, a model generated through a cafeteria diet nutritional intervention, based
on consumption of highly saturated fatty acids.

AIMS: To determine the effect of OxS on the A6- and A5-desaturase activities of liver in
the presence of NAFLD.

TYPE AND STUDY DESIGN: CASE-CONTROL designed in 5 months-adult male
rats. CASES were those with nutritional-origin NAFLD associated to obesity and insulin
resistance (n=8); CONTROL were those without any pathology (n=8).

METHODS: A6- and A5-desaturase activities and their correlation with tissue OxS were
determined using REDOX status (reduced glutathione/oxidized glutathione, GSH/GSSG
ratio), lipid-peroxidation (malondiahdehyde, MDA levels) and enzymatic antioxidant
cellular defenses, assessed by the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px).

RESULTS:. Negative correlations between MDA levels with GSSG concentration, IR
and A6- and A5-desaturase activities were observed. In addition, a positive correlation
between GSH/GSSG ratio, SOD activity and A6- and A5-desaturase activities were
found.

CONCLUSION: OxS is one of the main pathologica mechanisms involved in the

alterations of A6- and Ab-desaturase activities occurring in obesity and insulin
resistance-related NAFLD.

XVi



INTRODUCCION

1.1.- ACIDOS GRASOS POL IINSATURADOS DE CADENA LARGA

Los é&cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPCL) corresponden
principalmente a tres compuestos de ato interés biologico: acido araquidonico (ARA),
miembro principal de la familia n-6 y los éacidos eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA), pertenecientes alafamilian -3.

Todos los AGPCL se caracterizan por presentar un sistema de a lo menos 4
dobles enlaces no conjugados en configuracién cis (Figura 1), separados por un grupo
metilénico, en su cadena hidrocarbonada. La denominacion n- se relaciona con la
ubicacién del primer doble enlace contando a partir del grupo metilo terminal. La
familia n-6 tiene su primer doble enlace ubicado a 6 carbonos del extremo metilo
termina y la n-3 lo posee d tercer carbono. Bgjo condiciones fisiolégicas los AGPLC
son biosintetizados mayoritariamente por el higado a partir de los acidos linoleico (18:2
n-6) y a-linolénico (18:3 n-3), precursores esenciales no sintetizados por € organismo
humano.

(-G :-.-3_: n-3 =
- —"II( \“‘—“:“ ___JH 1%
_ ! AN / B — E
~ & ) f =N\
HO | E _§}: Fi x-._} HE j\ __."'I }
Il = r—’Jr — |
o \.:)'I \\;:;.'.-'
ARA (20:4 n-6) EPA (20:5 n-3) DHA (22:6 n-3)

Figura 1. Estructura bidimensional de lostres AGPCL de mayor importancia biolégica

Actualmente, existe creciente evidencia de la importancia de los AGPCL en la
integridad funcional del sistema nervioso y diversos procesos fisiologicos, como la
inmunidad y la respuesta inflamatoria (Dreesen et al, 2006). Durante los Ultimos 10 afios
estos compuestos han adquirido importancia en la modulacion del metabolismo
energético. De esta manera, alteraciones en su biosintesis se han asociado a patologias
como la obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (Delarue et al, 2004) y EHGNA (Araya et al,
2004). Paralelamente, también ha surgido evidencia de una importante interrelacion
entre e componente inflamatorio de dichas patologias y la biodisponibilidad de los
AGPCL (Déderive et al, 2001), donde ademas de la concentracion neta de estos &cidos
grasos, influiria la razén entre ellos. Recientemente, se ha mencionado que la relacién
Optima n-6/n-3 que deberia poseer una dieta balanceada bordearia e 1:1, informacién



basada en estudios de la ingesta grasa de poblaciones humanas ancestrales (Molendi-
Coste et al, 2011). Dicha relacion, que seria Optima desde la perspectiva de la
prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles, se acanzaba mediante un
elevado consumo de alimentos marinos y tgido nervioso, que en la actualidad estén
lgjos de la dieta occidental promedio (Campillo, 2004).

1.2.- ENFERMEDAD POR HIGADO GRASO NO ALCOHOLICA

La condicion de EHGNA se refiere a un sindrome patol dgico relacionado con un
conjunto de anormalidades. Comienza desde un depdsito hepatico anormal mente alto de
lipidos de reserva energética (triacilgliceroles), condicion conocida como esteatosis,
pasando por un proceso inflamatorio con dafio del hepatocito, fendmeno denominado
esteatohepatitis, hasta llegar a procesos graves de fibrosis y cirrosis (Neuschwander-
Tetri & Cadwell, 2003).

La esteatosis hepética posee diversos origenes dentro de los cuales se tienen
anormalidades del metabolismo lipidico (Brunt, 2004), consumo crénico de algunos
farmacos, factores genéticos y resistencia a la insulina (RI), condicion clave en €
desarrollo de EHGNA, gue ha fomentado la inclusion de esta enfermedad dentro del
Sindrome Metabolico (Marchesini et al, 2001). Por lo tanto, la EHGNA puede
considerarse la consecuencia hepética de un desequilibrio metabdlico del organismo,
siendo de hecho una de las manifestaciones mas claras de obesidad visceral en € ser
humano, ya que su prevalencia estimada en la poblacién adulta occidental post
transicion epidemioldgica, se situaria aproximadamente en un 30% (Browning et al,
2004). Ademas, suele estar fuertemente asociada a RI, dislipidemias y estrés oxidativo
(EOx), sin relacionarse con unaingesta excesiva de alcohol.

La obesidad suele ser una causa comin de EHGNA, existiendo una prevaencia
de entre e 74% a 90% entre la poblacién humana con un indice de masa corporal
(IMC) igual o superior a 30 kg/m? (Angulo, 2002; Abrams et al, 2004). Paralelamente,
los pacientes obesos que se someten a cirugia bariatrica con diagnodstico de esteatosis,
presentan una alta prevalencia de inflamacion (45%) y fibrosis (47%) a nivel hepatico
(Videlaet al, 2006 b).

1.2.1.- Anormalidades M etabdlicas Asociadas a EHGNA

El aumento de la lipogénesis hepética, en conjunto con una menor capacidad para
oxidar y exportar lipidos en este mismo Organo, determina €l desarrollo de esteatosis
(Reddy, 2001; Hague & Sanyal, 2002). Estos procesos pueden tener distintos origenes
dentro de los que destacan un desbalance energético positivo con subsiguiente obesidad,
fallas en la homeostasis sistémica de glucosa, (Reddy, 2001; Hague & Sanyal, 2002), y
disminuida biodisponibilidad de AGPCL (Araya, €t al, 2004).



1.2.1.1.- Balance energeético positivo y obesidad

La obesidad, relacionada con un desbalance energético positivo, fomenta
EHGNA por distintos mecanismos. De manera directa, un aporte dietético permanente
de lipidos en cantidades superiores a los requerimientos energéticos favorece su
almacenamiento, tanto en € tegjido adiposo como en €l visceral, incluyendo e higado
(Angulo, 2007). Simultaneamente la ingesta sostenida de carbohidratos precursores de
glucosa, en cantidades superiores a los reguerimientos nutricionales, estimula la
lipogénesis de manera directa, a aportar €l sustrato para este proceso, e indirecta, al
mantener elevados |os niveles de insulina circulantes (Brener et al, 2003).

Por otra parte, hoy se sabe que la obesidad en todas sus formas posee un
importante componente inflamatorio (asociado a la secrecion adiposa de citoguinas)
capaz de fomentar EHGNA, tanto por efecto directo sobre € higado, como por la
habilidad de estos mediadores para estimular la resistencia periférica a la insulina
(Houstis et al, 2006).

1.2.1.2.- Resistenciaalainsulina

Una de las funciones més importantes del higado es la mantencion de la
homeostasis normal de la glucosa plasmética, que debe mangarse a margen de los
procesos ciclicos de ingesta de alimentos, mecanismo fundamental para un adecuado
metabolismo energético (Ganong, 2000).

En los periodos inter-ingesta y ayuno, el higado se constituye en un exportador
neto de glucosa (condicién de suministro energético), ocupando sus reservas de
glucdgeno y realizando gluconeogénesis a partir de diversas moléculas. Como la
gluconeogénesis es termodinamicamente desfavorable, requiriere de un aporte de
energia permanente, el cua suele provenir de la B-oxidacion de écidos grasos. Este
proceso ocurre a expensas de la reserva hepética de triacilgliceroles, que también cubre
las necesidades energéticas de mantencion del higado durante los periodos de ayuno
(Musso et al, 2009).

Bajo condiciones postprandiales, € higado invierte su metabolismo, dejando de
producir glucosa y transformandose en un consumidor de este nutriente, el que se utiliza
para cubrir su mantencién energética, pero también para regenerar € glucégeno y los
acidos grasos consumidos en e periodo inter-ingesta anterior. Esta inversion tiene por
objeto preparar a hepatocito para un nuevo ciclo de ayuno. La insulina es un gatillante
esencial de esta inversion, estimulando los distintos mecanismos consumidores de
glucosa (respuesta postprandial), entre ellos la sintesis de lipidos para reserva energética
(Delarue et al, 2004; Haque & Sanyal, 2002; Marchesini et al, 2001). Una RI dificultala
utilizacion periférica de glucosa, elevando los niveles plasmaticos de este azlcar. Dicho
incremento tiende a aumentar los niveles sanguineos de insulina por retroalimentacion
B-pancredtica (Le Marchand-Brustel et al, 2003).



La RI afecta a higado de manera distinta a resto de los tgidos, dado que en este
organo los efectos de dicha hormona no intervienen en el transporte de la glucosa. Por |o
tanto, € cuadro se manifiesta como una inadecuada respuesta metabdlica a la insulina,
inhibiéndose algunos de los mecanismos asociados a la inversion del metabolismo
energético y sobre expresandose otros. Esta dualidad queda de manifiesto en el hecho de
que e higado con RI no es capaz de reprimir adecuadamente la gluconeogénesis en
respuesta a la insulina, pero si de iniciar la lipogénesis previa exposicion a dicha
hormona.

La aparente dualidad en los efectos de laresistenciaalainsulinaa nivel hepatico,
deriva de una bifurcacién en la via molecular de transduccion de la sefial de respuesta a
esta hormona en el higado, generando dos rutas independientes (Le Marchand-Brustel et
al, 2003). Lavia que reprime la gluconeogénesis estd mediada por € segundo mensgjero
intracellular insulin receptor substrate 2 (IRS-2) que se ve fuertemente inhibida producto
de laRI. Por € contrario, la via asociada a la respuesta lipogénica, mediada por IRS-1,
no se ve afectada por RI (Musso et al, 2009), fomentandose en € higado una condicion
lipogénica permanente que favorece € desarrollo de esteatosis (Araya et al, 2004)
(Figura 2).

1.2.1.2.1 Mecanismo lipogénico de lainsulinaen el hepatocito

La respuesta hepatica a IRS-1 estimula la activacion del factor transcripcional
(FT) SREBP-1c (Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1c), € cual induce la
transcripcion de précticamente todos |os genes relacionados con la sintesis de lipidos
(Musso et al, 2009). Este mecanismo también reduce de manera indirecta la -oxidacion,
al favorecer la generacion de grandes cantidades del intermediario malonil-CoA, que
inhibe el ingreso de &cidos grasos ala mitocondria (Hagque & Sanyal, 2002; Videla et al,
2004 a). Por otra parte la RI también afecta indirectamente al higado, dado que una
insuficiente respuesta del tejido adiposo a dicha hormona induce la secrecién adiposa de
acidos grasos libres (AGL) a plasma, de los cuales una proporcion importante es
captada y almacenada por €l higado (Saito et al, 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Anormalidades del metabolismo que estimulan la lipogénesis hepatica orientada a
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1.2.2.- Inflamacién y EOx asociadosa EHGNA

En individuos genéticamente susceptibles a dafio lipogénico, denominados
“malos almacenadores de grasa”, la incapacidad hepética para compensar un estado
anabdlico permanente, derivada tanto de obesidad como de RI, tiende a generar en €
hepatocito lipotoxicidad (Arrese, 2009; Trauner et al, 2010). Estas condiciones
fomentan, por distintos mecanismos, una produccion excesiva de agentes oxidantes
conocidos como especies reactivas dd oxigeno (ROS), (Videla et al, 2006 a; Gormaz &
Rodrigo, 2009). Estos agentes son capaces de oxidar de manera importante biomoléculas
como lipidos, proteinas y DNA (Seki et al, 2002), dafio que actualmente se considera
uno de los mas importantes marcadores de esteatohepatitis (Videla et al, 2004 &
Leclercq, 2004).

Por otra parte, los individuos genéticamente poco susceptibles a dafio metabdlico
denominados “buenos almacenadores de grasa”, resisten la esteatosis, requiriendo de
unainjuria externa (como por gjemplo un tratamiento farmacol 6gico) para fomentar una
sobreproduccion de ROS (Arrese, 2009; Trauner et al, 2010).

La produccion excesiva y sostenida de ROS en € higado, cualquiera sea su
origen, suele ir disminuyendo la capacidad del hepatocito para remover dichas especies,
potencialidad conocida como capacidad antioxidante celular (CAC). Eventuamente,
puede llegarse a un estado en que la acumulacion de especies oxidantes le impide a



hepatocito mantener su potencial de 6xido reduccion (REDOX) intracelular a niveles
fisiolégicos, condicion conocida como EOx. Existe evidencia de debilitamiento
significativo de la CAC en EHGNA, (Videla et al, 2004 b), tanto a nivel de mecanismos
enzimaticos como no-enziméticos. A nivel enzimético se ha visto una disminucion en las
actividades de enzimas antioxidantes celulares como superoxido dismutasa (SOD) y a
nivel no enzimaético se ha encontrado alteracion en larelacion Glutation reducido (GSH)
/ Glutation oxidado (GSSG).

El EOx, ademas del dafio molecular directo, es capaz de estimular lainflamacion,
dado gque una bga en € potencial REDOX intracelular activa factores transcripcionales
pro-inflamatorios, fomentando la produccion de mediadores inmunologicos como €l
Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a), una de las citoquinas inflamatorias mas importantes
(Neuschwander-Tetri & Cadwell, 2003). La produccion de este mediador fomenta la
generacion de nuevos ROS, retroalimentando positivamente e estimulo oxidativo
original (Babior, 2004), ademés de favorecer directamente la muerte celular induciendo
apoptosis y necrosis por distintos mecanisSmos.

En la esteatohepatitis, e TNF-a y su receptor de trans-membrana, presentan una
elevada transcripcion a nivel hepatico, 1o que coincide con los altos niveles séricos de
esta citoquina observados en pacientes con la patologia. Ambos marcadores serian el
reflggo de un aumento de células del sistema inmune, tanto en cantidad (grado de
infiltracién) como a nivel de activacion, revelando un estado inflamatorio sistémico que
probablemente va a estar afectando a otros tgjidos 0 6rganos, (Gormaz & Rodrigo 2009).
Cabe sefidar que el TNF-a es capaz de alterar la respiracion celular del hepatocito, 10
gue genera un aumento de ROS y dafio mitocondrial, fendmenos caracteristicos de la
esteatohepatitis (Anderson & Borlak, 2008) gque estarian fomentando una muerte celular
programada (Videla et al, 2004 a).

Paralelamente, e TNF-a podria ser una de las moléculas clave en la relacion
bidirecciona entre inflamacion y alteraciones metabdlicas, dado que actualmente se le
sefidla como uno de los mediadores mas importantes en la induccion de RI derivada de
la obesidad (Houstis et al, 2006). Actualmente esta demostrada la capacidad del tejido
adiposo hipertrofiado y del higado inflamado para secretar TNF-a al plasma y la
capacidad de esta citoquina parainhibir la captacion muscular de glucosa (Figura 3).
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1.3.- INDUCCION DE EHGNA EN ROEDORES

En la actualidad existen numerosos modelos metabdlicos en roedores,
desarrollados para estudiar patologias relacionadas con nutricién, como por gemplo
obesidad (subcuténeay visceral) y resistenciaalainsulina. Sin embargo, estos model os,
apesar de su solida estandarizacion y amplia utilizacion, pueden no representar en forma
fidedigna e desarrollo de la enfermedad humana (Koteish & Diehl, 2001). Aquello
porque en general presentan un origen monogeéenico, que Se contrapone con la etiologia
mayoritariamente poligénica que presenta el cuadro en nuestra especie, donde la
alimentacion juega un rol preponderante. Por lo tanto, se han desarrollado modelos
nutricionales de obesidad en roedores no manipulados genéticamente, que si bien son de
mas dificil estandarizacion y utilizacion, representan mejor la etiologia de la enfermedad
en humanos.



1.3.1.- Modelos monogeénicos de obesidad en roedores

Los modelos monogénicos de obesidad en roedores se basan principalmente en
alteraciones hormonaes del control de la ingesta alimentaria, relacionadas con la
adipoquina leptina, un fuerte inhibidor del apetito. Dentro de estos tenemos a los ratones
ob/ob, inhabilitados para producir dicha hormona o las ratas db/db incapacitadas de
detectar la leptina por una mutacion en e receptor de esta hormona. Eliminar la
actividad metabdlica de la leptina no solo implica fomentar la obesidad por una
inhibicion de la saciacion, sino que también conlleva a una serie de modulaciones
secundarias sobre la fisiologia. Dentro de las modificaciones més importantes estan
alteraciones en la actividad [-pancredtica, alteraciones del sistema inmune y la
produccién de corticoides (Koteish & Diehl, 2001; Lindstrém, 2007), factores que se
sabe intervienen en e desarrollo de la obesidad, agregando variables que producen
confusion en la aplicacion de estos model os.

1.3.2.- Modédos nutricionales de obesidad en roedores
1.3.2.1.- Dietade cafeteria alta en grasas saturadas

El modelo murino de obesidad que més se asemea a la etiologia de la
enfermedad en humanos, es aquel inducido por consumo ad-libitum de una dieta de
elevada densidad energética (la que puede provenir de grasas o carbohidratos) y alavez
escasa en fibra, aceites marinos y antioxidantes, conocida como dieta de cafeteria (DC).
La DC es similar a la alimentacion que fomenta la obesidad en la especie humana, no
solo en su composicién proximal, sino también en € origen de sus materias primas, pues
esta elaborada con productos de consumo humano, asegurando una optima similitud del
modelo (Garcia-Diaz et al, 2007). Este modelo comenzé a desarrollarse a mediados de la
década de 1970 (Sclafani & Springer, 1976), referenciandose por primera vez en una
publicacion cientificael afio 1979 (Rothwell & Stock, 1979).

1.3.2.2.- Etiologia de La EHGNA en roedores alimentados con dieta de cafeteria

Desde e punto de vista etiolégico, la evolucion de obesidad en roedores
alimentados con DC ha mostrado un evidente paralelismo con el desarrollo y progresion
de la enfermedad humana, desarrollando |os roedores intervenidos, dislipidemias, Rl y
EHGNA conforme va evolucionando la enfermedad (Li et al, 2008, Amin et al, 2009).
La aparicion de dichos cuadros esta fuertemente asociada a la presencia de alteraciones
moleculares, tanto a nivel metabdlico como inflamatorio, que mimetizan e patrén
molecular observado en pacientes obesos, validando también por esta via e modelo
murino de obesidad inducido por sobrealimentacién (Sastre et al, 1989; Koteish &
Diehl, 2001; Amin et al, 2009; Aragno et al, 2009). Finalmente, evidencia reciente ha
demostrado que la robustez de la dieta de cafeteria de elevado contenido graso como
modelo de enfermedad en humanos, va mas alla del ambito de patol ogias como obesidad



y EHGNA, constituyéndose en un excelente modelo para € estudio de sindrome
metabdlico en general, superando a los clasicos modelos de dietas altas en grasas
(Sampey et al, 2011).

1.4.- DISMINUCION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE AGPCL EN EHGNA

En la actualidad, existe evidencia clinica que ha demostrado una disminucién en
la biodisponibilidad de AGPCL en pacientes con EHGNA, tanto paralafamiliade los n-
3, como paralosn -6 (Arayaet al, 2004; Zivkovic et al, 2007).

1.4.1.- Antagonismo de los AGPCL con laEHGNA

Los AGPCL desincentivan €l desarrollo y progresion de EHGNA a antagonizar
con algunos de los efectos de la obesidad, EOx y RI, tanto a nivel hepético como
extrahepdtico, mediante mecanismos gendmicos y no genomicos. Dentro de los
mecanismos no gendmicos, & mas trascendente es la capacidad de estos AGPCL para
aumentar la fluidez de las membranas biologicas de todas las células del organismo
(Lund et al, 1999, Uauy et al, 2000). Una adecuada fluidez de membranas biol égicas no
solo favorece e transporte de sustancias a través de ellas, sino que también mejora la
actividad de receptores de superficie celular, tanto en su capacidad para unir ligandos,
como en la eficiencia de la transduccion de sefides. Existe evidencia de la sensibilidad
del receptor de lainsulina a la fluidez de las membranas celulares en tgjidos periféricos
(Fickovaet al, 1994).

Los mecanismos gendmicos estan relacionados con la capacidad de los AGPCL
para modular en e higado, tanto e metabolismo energético como la inflamacién,
mediante la activacion y represion de factores transcripcional es especificos.

1.4.2.- Modulacién gendémica del metabolismo lipidico

A nive metabdlico, diversos estudios han demostrado que los AGPCL
presentarian la capacidad de antagonizar |os efectos de la insulina sobre el metabolismo
hepatico de lipidos. Este antagonismo ocurriria mediante estimulacion de la lipolisis
(Deckelbaum et al, 2006) e inhibicion de la lipogénesis. Por gemplo, Delarue y
colaboradores (1996) demostraron gue la ingesta de aceites refinados, ricos en AGPCL
de la familia n-3 (1,1 gramos de EPA + 0,7 gramos de DHA diarios), durante tres
semanas en personas jovenes y sanas, es capaz de estimular un aumento de hasta un 35%
en la oxidacion de acidos grasos y de un 100% en € depdsito de glucogeno. Por otra
parte Singer y Richter-Heinrich (1991) demostraron que la acumulacion de
triacilgliceroles a nivel hepético, derivada de esteatosis, se correlaciona con una
disminucion en las reservas hepéticas de EPA.



El mecanismo de accion molecular mediante € cua los AGPCL desfavorecen e
desarrollo de la EHGNA, estaria mediado por la inhibicion de la expresion y €
procesamiento FT lipogénico SREBP-1c y la activacion por unién directa del FT
lipolitico PPAR-a (Peroxisome Proliferator Activated Receptor a). Este Ultimo FT
estimula la B-oxidacion y transcripcion de genes relacionados con el transporte de
lipidos y también de proteinas desacoplantes de la cadena transportadora de electrones o
UCPs (Figura4); (Videlaet al, 2004 a; Delarue et al, 2004).

1.4.3.- Modulacion gendmica delainflamacion y EOx

Los AGPCL, principamente agquellos de la familia n-3, antagonizan
indirectamente con el EOx mediante su capacidad de inhibir la respuesta inflamatoria a
través de modulacion de la expresion génica. Esta inhibicidn ocurre de manera indirecta
mediante la capacidad de PPAR-a activado por AGPCL para evitar la activacion de
factores transcripcionales pro-inflamatorios, que entre otros procesos, estimulan la
produccion de TNF-a (Delerive et al, 2001), mecanismo intimamente relacionado con la
progresion de esteatosis a esteatohepatitis (Figura 4).
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1.4.4.- Factores que modifican la biodisponibilidad de AGPCL

Para antagonizar de manera eficiente con la EHGNA, el higado necesita de un
aporte permanente de AGPCL. En EHGNA, la biodisponibilidad de AGPCL puede
verse afectada por distintos mecanismos: 1) una baja ingesta de ellos 0 sus precursores,
2) degradacion aumentada, producto de EOx y 3) Alteraciones de su biosintesis.

La bgja ingesta de AGPCL preformados o de sus precursores esenciales, limitara
los efectos de estos lipidos a generar deficiencias (Araya et al, 2004). Por otra parte,
también se ha postulado que un consumo excesivo de écidos grasos de lafamilian-6, en
desmedro de los de la familia n-3, podria interferir con la capacidad de los AGPCL para
antagonizar con la EHGNA. Aquello, porque a pesar de que e é&cido araquidonico
también induce la oxidacion de los acidos grasos a nivel hepético, su efecto es menor a
delos AGPCL delafamilian-3 (Araya et al, 2004). Ademas, |la estrecha relacion de los
n-6 con mediadores inflamatorios, (que se ve exatada a ser ingeridos en grandes
cantidades), podria vincularlos con procesos de inflamacion crénicay EOx (Araya et al,
2004; Calder, 2006), relacionados tanto con EHGNA, como con RI.

Independientemente de la via por la cua lleguen a higado los AGPCL, sus
capacidades para gercer efectos fisioldgicos en e hepatocito dependerdn del estado
REDOX de esta célula (Videla et al, 2004 a). Por lo tanto, condiciones de EOX,
estimularén la lipoperoxidacion de AGPCL, con la subsiguiente pérdida de su actividad
biol6gica (Sevanian & Hochstein, 1985).

Labiosintesis de AGPCL requiere tanto de la presencia de precursores esenciales,
como de la integridad de la maquinaria enzimética capaz de transformar dichos
nutrientes en sus metabolitos activos, ARA, EPA y DHA. Esta maquinaria, se compone
del sistema de elongacion 111 y las A6 y A5 desaturasas (Clarke, 2001), todos presentes
en e higado (Figura 5). Actualmente, se ha postulado que alteraciones en esta via
metabolica congtituirian un gatillante fundamental en la iniciacién de la Rl y
paralelamente agravarian més € cuadro (Das, 2005). Sin embargo, es poco 1o que se
sabe respecto de la actividad enzimética de los sistemas de desaturacion y elongacion
hepatica en presencia de EHGNA y menos aln, |10 que se conoce sobre los patrones de
expresion génica de estos sistemas y sus posibles reguladores durante el desarrollo de la
patol ogia.
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1.5.- ACTIVIDADES A6 Y AS DESATURASAS

La formacion de los AGPCL fisiologicamente activos requiere que en los
precursores de la via ocurran secuencialmente procesos de; elongacion, desaturacion y
en e caso del DHA, B-oxidacion (Wang et al, 2006). Para la sintesis de AGPCL se
considera a la desaturacion como paso limitante, requiriéndose a menos de las
actividades A6 y A5 desaturasas. Ambas desaturasas han sido secuencialmente clonadas
en humanos, ratones y ratas por diversos investigadores, determinandose un ato grado
de conservacion inter-especies (Guillou et al, 2010).

En humanos, los genes de ambas desaturasas se encuentran contiguos en un
cluster ubicado en e cromosoma 11, en conjunto € gen de una tercera desaturasa
(Fads 3) con homologia A6 desaturasa. Investigaciones recientes han demostrado una
importante proporcién de regulacion en comun para estas tres enzimas, atribuible a que
el cluster procederia de una duplicacion del gen ancestral de la A6 desaturasa (Dreesen
et al, 2006). La capacidad de desaturacion suele variar bastante de una especie a otra,
siendo por lo general, baja o nula en carnivoros estrictos, y més elevada en omnivoros y
vegetarianos (Brown, 2005). Paralelamente, diversos estudios han demostrado enormes
diferencias entre los mamiferos, donde €l ser humano estd en una posicion intermedia
entre malos desaturadores, (felinos y canido) y buenos desaturadores (roedores), que
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suelen duplicar e incluso triplicar en activad A6 desaturasa a la especie humana (Biagi et
al, 1990; Brown, 2005).

1.5.1.- Mecanismo de desatur acion

La desaturacion es un proceso dependiente de oxigeno, desarrollado en la
membrana del reticulo endoplasmaético, que requiere de una cadena de transporte de
electrones para funcionar (Brenner, 2003). Por esta razon, € sistema posee tanto
componentes integrales de la membrana, como intermediarios solubles. La condicién de
oxido-reductasas de la A6 y A5 desaturasas hace necesario el requerimiento de co-
factores enziméticos para su accion, como Magnesio, Zinc y vitamina B6. La cadena
transportadora de electrones posee como intermediarios citocromo bs y citocromo bs
reductasa, entre otros (Enoch et al, 1976), teniendo como dadores electronicos tanto al
NADPH, como a par de carbonos a desaturar. Como aceptor final de electrones,
actuaria el oxigeno molecular (Figura6).
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Figura 6. Visién esquematica del sistema enzimatico A6 desaturasa (Fuente: Brenner, 2003).
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El mecanismo de reaccién de estas enzimas (Figura 7) esta todavia en estudio y
lo que se conoce se ha dilucidado a partir de desaturasas solubles, sdlo presentes en
organelos vegetales, (Nakamura & Nara, 2004) mas féciles de aislar e intervenir que sus
pares de trans-membrana. Sin embargo, a pesar de las diferencias, ambos tipos de
desaturasas poseen homologia estructural (sitio activo) que revelaria un mecanismo de
accion conservado, dependiente de hierro no heminico (Fox et al, 2004). Ambas enzimas
actian de manera independiente sobre sustratos distintos. La reaccion, ya sea para la A5
0 para A6 desaturasas, comienza con la captacion de una molécula de oxigeno molecular
por € sitio activo de la enzima, que posee dos atomos de hierro ferroso en configuracion
no heminica. Esta reaccion forma un estado de transicion tetra-atdmico, que es la que
extrae un atomo de hidrégeno a cada carbono del par contiguo a desaturar (Fox et al,
2004).

El sitio activo de la A5 desaturasa se encuentra entre los carbonos 5 y 6 de
acuerdo a la nomenclatura IUPAC (que considera como carbono 1 a carbono del
extremo carboxilo terminal) y el sitio activo de la A6 desaturasa se encuentra entre los
carbonos 6 y 7 segin la misma nomenclatura.

Para ambas enzimas, la extraccion de los dtomos de hidrégeno a remover de la
cadena alifética del acido graso ocurre de manera secuencial, primero e mas cercano a
extremo carboxilo terminal (carbono 5 para la A5 desaturasa y carbono 6 para la A6
desaturasa) y luego el carbono adyacente (carbono 6 para la A5 desaturasa y carbono 7
para la A6 desaturasa). Esta remocion de dos atomos de hidrégeno de la cadena
hidrocarbonada deja dos atomos de carbono adyacentes deshidrogenados con un electron
desapareado, estimulando la formacion de un par €eectronico entre ellos. Este par
electrénico se une, dando origen al nuevo doble enlace (entre los carbonos 5 y 6 para A5
desaturasa y entre los carbonos 6 y 7 para la A6 desaturasa).

Una vez formado & doble enlace respectivo, € producto desaturado se libera del
sitio activo y a mismo tiempo los dos ferro-hidroxidos intermediarios (generados como
producto de la captacion de los dos hidrégenos) reaccionan entre si para liberar una
molécula de agua. Esto deja a sitio activo como un complegjo triatdmico, con un &omo
de oxigeno central unido alos dos hierros en configuracion férrica (Fox et al, 2004). Por
altimo, se requiere devolver la enzima a su configuracion nativa, para que pueda
comenzar un nuevo ciclo de reaccion. Es en este paso donde se requiere la cadena
transportadora de electrones externa para liberar € oxigeno acoplado, a fin de reducir
ambos atomos de hierro a su configuracion ferrosa original y recuperar la actividad de la
enzima para comenzar un nuevo ciclo de reaccion.
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Figura 7. Mecanismo de reaccidn propuesto para la desaturaciéon hepética, ejemplificado para la
actividad A5 desaturasa.

1.5.2.- Regulacion de las actividades A6 y A5 desaturasas

La actividad de las desaturasas estd regulada por componentes dietéticos,
hormonales y genéticos, asi como por competencia entre los diferentes precursores
esenciales. (Montanaro et al, 2007). Por g emplo, € consumo de AGPCL preformados
(n-3 y n-6), la hiperglicemia, hipoinsulinemia, y un exceso de colesterol y derivados a
nivel hepatico deprimen las actividades A6 y A5 desaturasas. Al mismo tiempo, el
envelecimiento va disminuyendo la actividad de estas enzimas (Das, 2005). Por el
contrario, la restriccion calorica y e consumo de farmacos para € control de la
hipercolesterolemia (estatinas y fibratos) han demostrado ser capaces de activar ambas
desaturasas en modelo murino (Risé et al, 2007).
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1.5.2.1.- Regulacion nutricional de las actividades A6 y A5 desaturasas

La regulacion nutricional de las actividades A6 y A5 desaturasas esta modulada
mayoritariamente por laingesta de AGPCL preformados n-3 y n-6, capaces de inhibir la
actividad de ambas enzimas (Nakamura & Nara, 2004; Jacobi et al, 2011). Al comparar
ratas alimentadas con una dieta balanceada cuya Unica fuente de materia grasa era un
10% en peso de trioleina, versus animal es alimentados con una dieta similar en lacua se
reemplazo latrioleina por aceite marino (35% EPA + DHA) se aprecié unainhibicion de
la transcripcion de aproximadamente un 80% para la A6 desaturasa y de un 60% para la
A5 desaturasa (Cho et al, 1999 a; Cho et al, 1999 b). Por otro lado, recientemente se
reportd que aumentos graduales de ARA en la formulacion de lactancia de cerdos
lechones, (0, 0.5, 2.5, y 5% en peso del total de los &cidos grasos de la férmula)
generaba a nivel hepético un incremento lineal de su precursor; 20:3 n-6 (no era capaz
de desaturarse a ARA), demostrando que & écido araguidénico también es capaz de
inhibir la desaturacion (Jacobi et al, 2011).

La ingesta de precursores esenciales también puede regular la actividad de la
desaturacion mediante competencia entre los precursores de las familias n-3 y n-6 por la
misma via metabolica (Brenner, 2003; Nakamura & Nara, 2004). Sin embargo, existe
una mayor afinidad de la via enzimética por los precursores n-3, la que estaria
demostrada en modelo humano, tanto a nivel clinico como celular (Harnack et al, 2009).
En estos modelos se ha visto que a concentraciones similares de precursores, la
concentracion de EPA biosintetizado tiende a superar significativamente ala de ARA.

Este mecanismo suele asociarse ala necesidad de mantener una adecuada relacion
(EPA + DHA)/ARA, producto de que, exceptuando las fuentes marinas y tegjido
nervioso, la mayoria de |os alimentos suelen presentar mayores niveles de n-6 (Cunnane,
2003). La necesidad de mantener esta relacion tendria relevancia clinica, pues en la
actualidad existe variada evidencia que sefiaaria que un desbalance a favor de los n-6,
tendria injerencia en € desarrollo y progresion de patologias metabdlico-inflamatorias
(Nakamura & Nara, 2004; Cader, 2006; Molendi-Coste et al, 2011), como la EHGNA
(Arayaet al, 2004).

1.5.2.2.- Regulacion hormonal de las actividades A6 y A5 desaturasas

En relacion a control hormona de las actividades A6 y A5 desaturasas, la
insulina juega un rol clave en la biosintesis de AGPCL (Rimoldi et al, 2001 Brenner,
2003; Das, 2005). Su ausencia en distintos modelos animales ha derivado en una
disminucion severa de los niveles sistémicos de AGPCL, pudiendo apreciarse
manifestaciones clinicas como € atrofiamiento testicular (Brenner, 2003). Esta
deficiencia ha sido atribuida a una inhibicion de la biosintesis, dado que el aumento de
acido linoleico a nivel dietario no ha logrado revertir los sintomas, mientras que la
ingesta de ARA preformado si, atenuando las manifestaciones clinicas (Brenner, 2003).
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La bagja actividad desaturasa producto de hiposinsulinemia, tiende a correlacionar
cas perfectamente con la disminucién en la transcripcion hepatica de ambas enzimas
(de hasta 7 veces para la A6 desaturasa) en ausencia de dicha hormona. Al restituir la
insulina a niveles fisioldgicos, tanto la actividad como transcripcion de la A6 desaturasa
se recuperan en un 100% (Rimoldi et al, 2001). Estos antecedentes llevarian a pensar
gue la regulacion fisiolégica de estas enzimas ocurre a nivel transcripcional y no
mediante modulacion de la actividad enzimética.

Una regulacion transcripcional de las actividades A6 y A5 desaturasas sugeriria
gue la reducida biodisponibilidad de AGPCL presente en EHGNA podria derivar de una
resistencia hepatica a la insulina. Sin embargo, |a presencia de lipogénesis hepética en
pacientes con la enfermedad (Araya et al, 2004), y la elevada actividad de marcadores
de respuesta a insulina, como SREBP-1c (Wang et al, 2006) descartarian una induccion
hepatica deficiente de esta hormona. Otros moduladores endocrinos, como el glucagén y
la epinefrina también se han mostrado capaces de modular la biosintesss AGPCL,
inhibiendo in-vivo las actividades A6 y A5 desaturasas (Brenner, 2003).

1.5.2.3.- Control bioquimico y metabdlico de las actividades A6 y A5 desaturasas

A nivel bioguimico, la A6 desaturasa corresponde al paso limitante de la sintesis
de AGPCL y su actividad suele ser sensible a anormalidades metabdlicas como RI (Das,
2005). Por @ contrario, en determinaciones in vivo, la A5 desaturasa se ha mostrado
menos sensible a cuadros patolégicos de origen metabdlico. Sin embargo, en
experimentos realizados in vitro, esta Ultima enzima ha presentado distintos niveles de
inhibicion en lineas celulares (derivadas de diferentes tegjidos), en respuesta a
tratamientos con corticoides, oxiesteroles y humo de cigarro (Risé et al, 2007).

Durante los ultimos afios, la investigacion en las actividades A6 y A5 desaturasas
se ha concentrado en € control de su expresion génica (Guillou et al, 2010), pero €
resultado de aguellos estudios, realizados mayoritariamente en modelo murino, sélo ha
podido dilucidar claramente € control metabdlico bajo condiciones fisiologicas. En
dichos modelos se ha demostrado que la insulina, IRS-1 y SREBP-1c resultan
fundamentales para la induccién molecular de las desaturasas hepéticas (Brenner et al,
2003; Montanaro et al, 2005) y que esta induccidn correlaciona perfectamente con la
actividad de dichas enzimas y la biosintesis de AGPCL.

Bgjo alteraciones metabdlicas como EHGNA, el modelo molecular anteriormente
descrito no logra satisfacer las observaciones, dado que las actividades A6 y A5
desaturasas pierden correlacion con la induccion génica de estas enzimas a nivel
transcripcional. En estos modelos elevados niveles de insulina'y de su principa segundo
mensagjero anivel hepético, SREBP-1c, efectivamente generan una importante induccion
transcripcional de las A6 y A5 desaturasas, pero no logran aumentar la actividad ede
estas enzimas, la que muy por e contrario, se ha descrito que tiende a disminuir
(Brenner et al, 2003; Montanaro et al, 2003; Wang et al, 2006; Araya et al, 2010). Estos
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hallazgos abren la posibilidad de la existencia de algun factor interferente, no
relacionado con la induccién molecular de las actividades A6 y A5 desaturasas, que
estuviese afectando la actividad enzimética, como por g emplo EOX.

1.6.- ACTIVIDAD DESATURASA, EOxY EHGNA

A diferencia de otros acidos grasos, los AGPCL tisulares, independiente de su
familia, no suelen formar parte de la reserva energética de triacilgliceroles. Poseen méas
bien una funcién estructural, ubicandose en la posicion dos de los fosfolipidos de
membranas biol 6gicas (Uauy et al, 2000).

El EOx suele ser especiamente dafino para las membranas biologicas, dada la
susceptibilidad de sus lipidos constituyentes a ROS. Estos agentes son potentes
inductores de la lipoperoxidacion, reaccion autocatalitica (Etlik & Tomur, 2006) que al
descontrolarse hace necesario aumentar sustancialmente la tasa de recambio de los
AGPCL, para mantener concentraciones fisioldgicas de estos lipidos. Un aumento de
esta tasa de recambio requerira de un mayor consumo de estos nutrientes preformados, o
bien de sus precursores, para mantener la composicion de las membranas celulares. Sin
embargo, la biosintesis de AGPCL a partir de sus precursores depende de una actividad
Optima del sistema de desaturasas, que incluso podria requerir de un incremento de su
actividad basal.

La actividad de los sistemas enzimaticos unidos a membranas biol bgicas suele ser
muy dependiente de la integridad de estas estructuras (Whiting et al, 2000), teniendo la
lipoperoxidacién un impacto notable sobre la funcionalidad de estas enzimas, lo que
genera mayoritariamente una disminucion de su actividad. Por tanto, la pérdida de
actividad desaturasa en pacientes con EHGNA publicada por Araya y colaboradores
(2010), podria estar asociada a un excesiva lipoperoxidacion hepética. Esta asociacion
no solo se basaria en la reconocida asociacion causal entre lalipoperoxidacion y estadios
malignos de EHGNA (Jaeschke, 2000), también se fundamentaria en evidencia mas
actual proveniente del estudio Arayay colaboradores (2010). En aguellainvestigacion se
encontrd asociacion entre una disminucion de la actividad A6 desaturasa y una reduccion
de la capacidad del plasma para reducir € hierro (FRAP), marcador sistémico de EOx
gue suele estar alterado en pacientes con EHGNA (Videla et al, 2004 @). Paralelamente,
dicho estudio también encontré asociacion inversa entre las actividades de ambas
desaturasas y lapresenciade RI.

En la actualidad se sabe que el EOx suele ser especia mente dafiino para sistemas
enziméticos que forman parte de alguna cadena transportadora de electrones (Genova et
al, 2005). Esta sensibilidad se debe principalmente a dos factores; primero, ocurre que la
homeostasis, tanto de dadores como de aceptores de electrones, suele alterarse
sustancialmente por cambios en e potencial REDOX intracelular. En segundo lugar, los
sitios activos de las enzimas REDOX suelen tener unidos metales de transicion, cuya
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funcionalidad también puede verse afectada por variaciones del potencial REDOX
intracelular y la presencia de especies oxidantes.

En sintesis, la EHGNA en sus distintos estadios, podria ser causa y a la vez
consecuencia de una disminucién de AGPCL a nivel hepético, debido tanto a una
oxidacion directa de estos lipidos, como a la inhibicion de su biosintesis. Este proceso
puede verse agravado por un bajo aporte dietario, tanto de los productos preformados

como de sus precursores, generdndose un circulo vicioso que finalmente podria derivar
en unacirrosis hepética (Figura 8).

Dado que tanto la obesidad como la Rl son enfermedades que presentan una
importante componente inflamatorio-oxidativo a nivel sistémico, se podria estar frente a
un mecanismo patol 0gico que relaciona a estas dos patologias con EHGNA, més ala de
las anormalidades metabdlicas anteriormente mencionadas.
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HIPOTESISY OBJETIVOS

2.1-HIPOTESIS

La ocurrencia de EOx en tgjido hepatico con EHGNA, se correlaciona negativamente
con la actividad de la A6 o de la A5 desaturasas en el higado de ratas obesas insulino
resistentes, generadas mediante intervencion nutriciona a través de dieta de cafeteria
altaen grasas saturadas.

2.2.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del EOx sobre las actividades A6 y A5 desaturasas en tejido
hepatico afectado con EHGNA de origen nutricional en ratas Wistar.

2.3.- OBJETIVOSESPECIFICOS

1

Comparar los niveles de las actividades A6 y A5 desaturasas hepéticas presentes
en ratas Wistar. obesas con EHGNA y animales control es eutroficos.

Evaluar la existencia de correlacion entre la disminucién del estatus REDOX
hepatico asociado a EHGNA vy las actividades hepéticas A6 y A5 desaturasas en
ratas Wistar.

Evauar la existencia de correlacion entre lipoperoxidacion hepética asociada a
EHGNA vy las actividades hepaticas A6 y A5 desaturasas en rata Wistar.

Evauar la existencia de corrdacion entre la disminucion de las defensas
antioxidantes enziméticas sobre |as actividades hepaticas A6 y A5 desaturasas en
rata Wistar.

Evaluar la existencia de correlacion entre la resistencia a la insulina asociada a
EHGNA vy las actividades hepéticas A6 y A5 desaturasas en rata Wistar.
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MATERIALESY METODOS

3.1.- DEFINICION DEL MODELO PARA LA DETERMINACION DE LOS
EFECTOS DEL EOx ASOCIADO A EHGNA SOBRE LAS ACTIVIDADES A6 Y
AS DESATURASAS, EN RATAS OBESAS INSULINO RESISTENTES.

3.1.1.- Tipoy disefio del estudio

Originamente esta tesis formaba parte del proyecto FONDECY T regular nimero
1060105, titulado: “Bases moleculares del higado graso no-alcohdlico asociado a
obesidad: papel de mediadores transcripcionales metabdlicos (PPAR-a y SREBP-1c) y
pro-inflamatorios (NF-kB y AP-1)”, enmarcada en un estudio clinico de disefio caso-
control con pacientes humanos.

La pérdida de biopsias humanas por razones genas al proyecto, gue no pudieron
ser recuperadas por falta de presupuesto, obligo a redireccionar la tesis hacia un modelo
animal que permitiese probar la hipétesis plateada originamente. El requisito sine qua
non solicitado por la comision del Doctorado asignada a esta tesis para aceptar este
redireccionamiento, fue que debia mantenerse & disefio de estudio aprobado
inicialmente en el examen de calificacion, esto es disefio caso-control.

Para poder dar cumplimiento a esta solicitud se identificd el Proyecto INNOVA
CORFO numero 07CT9Z-04 titulado: “Ingredientes patentables para la industria
alimentaria con potencia funcional en la prevencion y control de la obesidad y
diabetes”, que ya habia iniciado su protocolo de investigacion en un modelo animal que
permitia comprobar |a hipétesis de esta tesis. Dicho protocolo consistia en un disefio de
estudio prospectivo en e que se hacia seguimiento a 4 grupos de ratas, sometidas a
diversas intervenciones nutricionales de experimentacion, que concluia en la fase de
sacrificio de los animales. A partir de esta Ultima fase se inicia la presente tesis, ya que
dos de los cuatro grupos podian ser adaptados integramente a disefio de estudio original
en humanos. Estos grupos fueron e grupo 1 (alimentado con dieta balanceada
normocaldrica) y & grupo 4, aimentado con dieta de cafeteria alta en grasas saturadas.

Este contexto replicaba a modelo anterior sobre la base que la tesis en humanos
comenzaba con recoleccion de las biopsias fuera del pabelldn de cirugia, sin considerar
ningun tipo de intervencion previa. En ambos casos, € punto de inicio estaba dado por la
obtencion de las biopsias, las que inmediatamente eran alicuotadas y congeladas en
nitrégeno liquido para ser amacenadas en crio-tubos a —80 °C, considerando que ya se
habia extraido la fraccion para el andlisis histol 6gico.

Para € estudio en humanos, los Unicos antecedentes independientes a la
recoleccion de la muestra que se consideraban eran e consentimiento informado y los
criterios de inclusion y exclusion del estudio, estos ultimos con objeto de asegurar la
robustez de la investigacion Para €l estudio en ratas, aguello resultaba equivalente a
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considerar que e modelo por e cual se habia generado la EHGNA asociada a obesidad
en los animal es fuese representativo de la etiologia de la enfermedad en humanos. Por |o
tanto, todos aquello antecedentes anteriores a la toma de muestra, relacionados con la
intervencion, incluyendo composicion de las dietas, control y seguimiento de las ratas
durante laintervencion y la evaluacion del estatus metabdlico-nutricional, que formaron
parte del Proyecto INNOVA CORFO no forman parte de esta tesis. La excepcion es e
peso inicial @ momento del estudio, que resulta equivalente a peso a nacer de los
pacientes humanos, dato que s tenia € estudio original, utilizado principalmente para
descartar prematuros.

De las necropsias obtenidas de los dos grupos seleccionados del proyecto
INNOVA CORFO numero 07CT9Z-04, se procedi6 aredizar € andlisis diagndstico de
EHGNA, obesidad y resistencia a la insulina, criterio utilizado para definir los grupos
del presente estudio, en funcién de la presencia 0 ausencia de las enfermedades. La
confirmacion diagndstica de que este modelo animal servia para comprobar la hipétesis
de esta tesis, permitié adaptar completamente los dos grupos animales a disefio de
estudio planteado originalmente para pacientes humanos. Por tanto, se decidié continuar
con €l protocolo de investigacion de la manera que habia sido expresado originalmente,
procediendo arealizar lafase de andlisis bioquimico de estatesis (Figura 9):
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Figura 9. Disefio de estudio utilizado, a partir Proyecto INNOVA CORFO numero 07CT9Z-04,

considerando los grupos de intervencion anteriores a desarrollo de latesisy e momento de inicio de esta
tesis.
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El aporte de esta tesis dentro del proyecto INNOVA CORFO fue indagar los
mecanismos mediante los cuales la obesidad y RI inducidas por una dieta ata en grasas
saturadas era capaz afectar el metabolismo hepatico de acidos grasos poliinsaturados de
cadenalarga, paralo cual se utiliz6 € disefio caso-control.

3.1.2.- Grupos Experimentales

El grupo caso se definié como ratas Wistar macho obesas insulino resistentes que
al momento dedl sacrificio presentaran diagndstico de esteatosis hepética, confirmado de
manera bioquimica mediante analisis del contenido total de grasa en € tegjido hepatico y
de manera clinica mediante eval uacién histol 6gica de las necropsias.

El grupo control se defini6 como ratas Wistar macho eutréficas sin insulino-
resistencia que a momento del sacrificio no presentaran diagnostico de esteatosis
hepatica, confirmado de manera bioquimica mediante andisis del contenido total de

grasa en € tgjido hepético y de manera clinica, mediante evaluacion histologica de las
necropsias.

3.1.3.- Confirmacion Diagnostica

3.1.3.1.- Obesidad

La confirmacion del diagndstico de obesidad se realiz6 mediante andlisis de los
pesos finales y la ganancia de peso en los animales.

3.1.3.2.- EHGNA

La confirmacion del diagnéstico de EHGNA se realizd mediante andisis del
porcentaje de grasa total en e higado y por histologia del mismo 6rgano.
3.1.3.3.- Resistenciaalalnsulina

La confirmacion del diagnostico de resistencia a la insulina se realizé mediante
andlisis de la concentracion de insulina plasmética en ayunas.
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3.2.- DEFINICION Y EVALUACION OPERACIONAL DE LASVARIABLESDE
ESTUDIO

3.2.1.- Variables Independientes
3.2.1.1.- Estatus REDOX intracelular

El estatus REDOX intracelular se determiné evaluando la relacion hepatica
GSH/GSSG en base ala determinacion de los niveles tisulares de GSH y GSSG.
3.2.1.2.- Lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se evaludé mediante determinacion de los niveles tisulares de
malondialdehido (MDA), subproducto especifico de la lipoperoxidacion de los acidos
grasos insaturados.
3.2.1.3.- Defensas antioxidantes enzimaticas celulares

Los niveles de defensas antioxidantes enzimédticas celulares se determinaron
directamente mediante andlisis de la actividad enzimatica de la superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px).
3.2.1.4.- Expresion génicade laenzima A6 desaturasa

La expresion del gen de laenzima A6 desaturasa (Fads 2) se determind mediante
laevaluacion del nivel de transcripcion de laenzima.
3.2.2.- Variables Dependientes
3.2.2.1.- Actividades A6 y A5 desaturasas

La determinacién de las actividades A6 y A5 desaturasas se realizd de manera
conjunta, a través de evaluacion indirecta de los cambios entre productos y precursores
de la enzima, mediante cromatografia gas-liquido (GLC) (Mandon et al, 1987). Se
determiné la desaturacion del acido a-linolénico 18:3 n-3 para la A6 desaturasa y del

&cido homogamalinolénico 20:3n-6 para la A5 desaturasa en fraccion microsoma de
tejido hepético de ratas con EHGNA vy ratas controles.
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3.2.3.- Variables potenciales de interaccién o confundentes
3.2.3.1.- Presencia de Obesidad

La presencia de obesidad se determinG mediante la evaluacion de los pesos
finales de las ratas al momento del sacrifico, considerando los pardmetros definidos
como normales para la especie seleccionada en funcion de su estado de desarrollo. Para
los 165 dias que se mantuvieron con vida los animales del presente estudio, € peso
esperado bajo condiciones fisiol6gicas es de 391 +/- 48,21 gramos, de acuerdo ala curva
de crecimiento realizada por Smith y Bing (1928) paralarata Wistar albina.

3.2.3.2.- Presenciade EHGNA

La presencia de EGHNA se realiz6 mediante andlisis bioquimico determinando
el contenido de grasa total de tegiido hepético y se corrobor6 mediante analisis
histopatol 6gico de una fraccion representativa de las muestra.

La evaluacion histolégica del tgjido hepatico se realizd mediante tincién con
hematoxilina eosina y € diagndstico histolégico de imagen se realizd mediante
microscopio optico con un nivel de ampliacion de 40X, por un investigador de la unidad
de Morfologiadel ICBM de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

La presencia de esteatosis hepética se estratificd ademéas como grado 3 en base d
porcentaje de hepatocitos que contienen micro/macrovesiculas de grasa (grado 0: menos
del 5%; grado 1. entre 5-33%; grado 2: entre 33-66%; grado 3: mayor a 66%), de
acuerdo a la clasificacion sugerida por Kleiner y colaboradores (2005), determinada a
partir del andlisis histoldgico de muestras de higado tratadas con tincion de hematoxilina
eosina

3.2.3.3.- Presenciaderesistenciaalainsulina
La presencia de resistencia a la insulina se determind comparando la

concentracion de la hormona en ayunas entre los animales del grupos caso y los del
grupo control.
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3.3- METODOLOGIAS BIOQUIMICAS, HISTOQUIMICAS Y
MOLECULARES

3.3.1.- Toma de muestras

El sacrificio de las ratas utilizadas para el presente estudio se realizé de acuerdo
al protocolo aprobado por € comité de ética de la Facultad de Medicina para
investigaciones clinicas que precisen de model os animales.

Antes de ser sacrificadas, las ratas se mantuvieron en ayunas por 8 horasy previo
al sacrificio, se anestesiaron con Ketamina/Diazepam a una concentracion de 125/2,5 mg
kg por kilogramo de peso vivo. Para la determinacion de los niveles de insulina
plasmética en ayunas se le extrgo a cada animal un volumen de 6 mL de sangre
mediante puncién directa a corazdn, de los cuales 3 mL fueron agregados a un tubos
para separacion de plasmade 4 mL con 7,2 mg de EDTA cada uno, dejandol os reposar
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, e tubo se centrifugé a 3000
g durante 15 minutos separandose e plasma (fraccion superior), de los elementos
figurados de la sangre (fraccion inferior). El plasma obtenido se almacend en 4 alicuotas
de 100 uL en crio-tubos de polipropileno de 2 mL previamente rotulados como
muestras y contramuestras y fue congelado a — 80 °C hasta é momento de la
determinacion de insulina.

La extraccion de tejido para la determinacion del resto de las metodologias se
realizé a partir del higado completo, € que seretird del animal y se perfundio con buffer
fosfato salino 1x (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, NaoHPO4 4.3 mM y KH2PO4 1.47 mM)
utilizando un volumen de entre 5 a 10 mL, dependiendo del tamafio del 6rgano,
perfundiendo hasta que ya no se observarala salida de sangre.

Posteriormente el higado se fracciond en alicuotas de aproximadamente 500 mg,
las que congelaron de manera inmediata con nitrogeno liquido. Unavez congelada, cada
alicuota se almacend a -80 °C dentro de crio-tubos previamente rotulados para cada una
de las metodol ogias, mas | as respectivas contra-muestras.

3.3.2.- Determinacién de la concentracién de proteinas

La concentracion de proteinas para las metodologias que requerian correccion
por este parametro, que fueron las actividades enziméticas y los niveles tisulares de
MDA, se determind en duplicado para cada muestra. El procedimiento consistié en la
medi cion espectrofotométrica del cambio de coloracion del reactivo de Folin-Ciocalteau,
acoplado a la oxidacién catalizada por cobre de los grupos fendlicos de los residuos de
tirosina, presentes en la mayoria de las proteinas, de acuerdo a la metodol ogia publicada
por Lowry y colaboradores (1951).
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El primer procedimiento para realizar esta determinacion consistio en elaborar
una solucion estandar seroalbumina de bovino desengrasada de 100 pg/mL , empleada
para realizar una curva de calibracion de 8 puntos cuyo rango varié desde los 10 hasta
los 80 pug en un volumen final de 900 uL . A cada tubo de le agregaron 2 mL de
solucion de sulfato de cobre en medio alcalino (1.960 uL de NaxCOs a 2% en NaOH
0,1M; 20uL de CuSO4-5H20 al 1%; 20uL tartrato de sodio a 2%). La solucion de
estandar de proteina con solucién de sulfato de cobre en medio acalino se dej6 incubar
por 10 minutos a temperatura ambiente, luego de los cuales se les agregaron 100 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu comercia Merck (Cédigo 1090010500), para después
incubar nuevamente por 30 minutos a temperatura ambiente. Finamente, se procedia a
efectuar la lectura espectrofotométrica a 660 nm con cubetas de cuarzo de 3 mL en un
espectrofotometro HP 8452A con arreglo de diodo. Para las muestras se realizé e mismo
procedimiento utilizado para cada punto de la curva, reemplazando la proteina estandar
por un volumen de 50 uL del tejido procesado (para llegar a un volumen final de 900
puL). Si a momento de la determinacion espectrofotométrica la muestra estaba
demasiado concentrada, quedando fuera del limite superior de la curva estandar, se
diluia cuantitativamente con agua destilada hasta dgjarla dentro del rango dado por la
curva de calibracion.

3.3.3.- Determinacion del contenido de grasa total del higado

El contenido total de grasa hepdtica, expresada como porcentaje del peso
himedo, se realizé en duplicado de acuerdo a una modificacion de la metodologia
descrita por Folch y colaboradores (1957).

Para cada muestra se utilizaron 250 mg del tegjido hepético exactamente, que se
extrgjeron por fraccionamiento en frio de la aicuota, previamente almacenada en a -80
°C en crio-tubos para la realizacion de la metodologia. Los 250 mg de tejido hepatico se
trituraron con mortero en presencia de nitrogeno liquido hasta formar una pasta
homogénea, la que posteriormente se arrastré cuantitativamente con 5 mL de una
mezcla cloroformo:metanol (2:1, v/v) con BHT (0,001%) a -20 °C, a un tubo de
extraccion Pyrex de 10 mL con tapa hermética, en base a la relacion 20:1 de volumen
de solucion extractiva versus gramos de tgjido, descrita por Folch y colaboradores
(1957). La extraccion se llevd a cabo agitando enérgicamente la mezcla durante 10
minutos en vortex de la siguiente forma; por cada minuto de agitacion, la muestra se
enfrié por 30 segundos en higlo, con objeto de impedir un aumento de la temperatura. El
tiempo total de procedimiento fue de 15 minutos por muestra, considerando los 10
minutos de extraccion efectiva mas los 5 minutos derivados de la suma de | os tiempos de
enfriamiento.

Posteriormente, la muestra se centrifugd a 2.000 g por 10 minutos a 4 °C, para

ser después filtrada en papel libre de grasa sobre un segundo tubo con tapa, a que se le
agregd 1 mL de solucion acuosa de MgCl. a 0.5%, para luego cerrarlo herméticamente
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y agitarlo enérgicamente durante un minuto. El sistema bifasico formado se centrifugd
nuevamente a 2.000 g por 10 minutos a 4 °C, se abrio y se retird la fase organica
inferior con una jeringa de vidrio, para traspasarla a un tercer tubo con tapa rosca,
previamente tarado.

Con objeto de reducir la pérdida de materia grasa que quedaba en la alicuota final
de fase organica a fondo del segundo tubo, imposible de ser extraida con la jeringa sin
succionar fase acuosa, se agregd un mL adiciona de cloroformo se cerrd
herméticamente, agitando nuevamente e tubo durante un minuto, € que se volvio a
extragr con la jeringa para traspasarlo al tubo de gravimetria. Este dltimo procedimiento
se repitid dos veces para cada muestra. Finamente, € cloroformo fue evaporado
manualmente con nitrégeno, calentando el tubo en un bafio termo-regulado a 60 °C,
determinandose el contenido de materia grasa por gravimetria.

3.3.4.- Evaluacion histopatol6gica del tejido hepético

El andlisis histopatol 6gico de las muestras de higado se reaizo paratres animales
por grupo mediante tincion de rutina para € diagnostico de alteraciones hepéticas con
los colorantes hematoxilina y eosina, de acuerdo a una modificacion de la metodol ogia
descrita por Lillie (1965).

Para cada muestra se utilizaron 300 mg del tgjido hepéatico que luego de la
perfusion del organo posterior a sacrificio fueron fijados en solucion de formalina
neutraa 10% por 24 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente € tegjido se deshidratd mediante e traspaso sucesivo por
soluciones alcohdlicas en grados ascendentes (80°-96°-100°) por 35 minutos cada uno.
El medio de corte utilizado fue parafinay lainclusion del tejido en este medio se reaizé
a 60 °C (temperatura de fusiéon de la parafina) por una hora. La solidificaciéon del medio
de corte en e molde se realiz6 a temperatura ambiente. El corte del molde se realizé en
un micrétomo ajustado para obtener un espesor de 5 micrones y su montgje de lalamina
se realizo sobre un portaobjetos de vidrio recubierto con abumina de Mayer, Meridian
(codigo 800700), a 10% en un bafio de agua destilada a 37 °C. El retiro de la parafina de
los cortes se realizd mediante tres bafios sucesivos con xilol de 5 minutos cadauno y la
eliminacion del xilol se realiz6 mediante e lavado sucesivo con soluciones alcohdlicas
en grados descendentes (100°-96°-80°). La rehidratacion de cada preparacion se realizo
mediante inmersion en agua destilada durante 3 minutos. La tincidén nuclear se reaizo
con hematoxilina al 5% durante 5 minutos y el subsecuente virgje de dicho colorante se
realiz6 mediante incubado con agua destilada hasta desprendimiento total del color.
Posteriormente se lavo cada preparacion con agua destilada y se tifio €l citoplasma con
eosinaal 0,5% durante 30 segundos, para finalmente lavar la muestra con agua destilada.
La deshidratacion de la muestra se realizé mediante tres bafios sucesivos de etanol en
grados ascendentes (70°-96°-100°) por 5 minutos cada uno. La aclaracion de cada
muestra se [levo a cabo con xilol durante 25 minutos. EI montaje de la muestra se realizé
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contra un portaobjeto superior utilizando balsamo de Canada (resina natural obtenida de
abeto balsdmico de Canada) Merck (codigo 1016910100) como sellante.

3.3.5.- Determinacion de la insulinemia plasméatica

La resistencia a la insulina se determind evaluando la concentracion de la
hormona en ayunas utilizando un kit comercial de ELISA ultrasensible, especifico para
la determinacion de insulina de ratas, (ALPCO, nimero de catd ogo 80-INSRTU-EXO).
El Kit ALPCO 80-INSRTU-EXO se bhasa en la tecnologia de ELISA (ensayo por
inmuno-adsorcion ligado aenzimas) de tipo sdndwich (Finlay & Dillard, 2007).

El método consiste en la fijacion del antigeno a determinar sobre la superficie
del medio de reaccion, 1o que ocurre mediante unidn a un anticuerpo primario anclado
covaentemente a las paredes del tubo de ELISA. Posteriormente se realizé la deteccion
en base ala adicion de un anticuerpo secundario, especifico para e mismo antigeno, que
su vez esta ligado a una enzima que cataliza una reaccion que da origen a un producto
cuya concentracion es proporcional a la cantidad de antigeno ligado y es detectada
mediante espectrofotometria.

Para cada muestra se utilizaron 5 pL de plasma exactamente que, fueron
agregados a un micro-pocillo de una placa de Elisa de 96 micro-pocillos. En otros
micro-pocillos de la misma placa se realizé la curva de calibracion agregandose 0,25 L
de estandar de insulina a distintas concentraciones (0, 0.15, 0.4, 1, 3, 5.5 ng/mL)
incluidas en @ KIT. Luego se agregaron 75 uL de la solucidn de conjugacion (incluida
en Kit ALPCO 80-INSRTU-EXO sin informar composicién) y se deo incubar la placa
por 2 horas atemperatura ambiente en un agitador orbital marca CFL modelo 3023 a 700
rpm con objeto de ligar lainsulinaal anticuerpo primario.

Posteriormente, se procedié a remover el plasma sobrante utilizando un
limpiador de micro-placas con 350 uL de solucién de lavado, que incorporaba ademas
el anticuerpo secundario (solucion incluida en e Kit ALPCO 80-INSRTU-EXO
informar composicién, concentraciones y enzima ligada), procedimiento que se repitié 6
veces. A cada micro-posillo de la placa lavada se le agregaron 100 pL de solucion con
el sustrato de la enzima (solucién incluida en € Kit ALPCO 80-INSRTU-EXO sin
informar sustrato ni concentracion) por 30 minutos a temperatura ambiente en el
agitador orbital a 700 rpm, con objeto de llevar a cabo la reaccion enzimética
Finalmente se detuvo la reaccion agregando 100 pL  de solucion de término (de
composicion y concentracion no informadas en el Kit ALPCO 80-INSRTU-EXO) y se
ingreso la micro-placa al detector espectrofotométrico para micro-placas marca Tecan
modelo Sunrise, determinando la absorbancia a 450 nm. De los datos obtenidos de la
curva de calibracion, se graficd la absorbancia en funcion de la concentracion de
insulina, grafico que posteriormente fue utilizado para determinar la concentracion de
cada una de las muestras.
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3.3.6.- Determinacion de las actividades A6 y A5 desaturasas hepaticas.

La determinacion de las actividades de la A6 y A5 desaturasas se realizo en base
alametodologia descrita por Mandon y colaboradores (1987), modificada expresamente
para poder ser evaluada sin la utilizacion de trazadores radioactivos y para poder
determinar las actividades de ambas enzimas en una misma reaccion bioldgica. Se
utiliz6 como medio de discriminacion de las concentraciones de sustratos y productos
cromatografia gas liquido de alta resolucion (GLC) acoplada a detector de ionizacién de
[lama.

3.3.6.1.- Ensayo Bioquimico

La determinacion de las actividades enziméticas se realiz0 en duplicado,
mediante seguimiento indirecto por cromatografia gas liquido, evaluando
simultéaneamente la desaturacion del acido a-linolénico (18:3 n-3) a &cido estearidonico
(18:4 n-3) para la A6 desaturasa y la desaturacion del acido homogamalinolénico (20:3
n-6) a acido araquidonico (20:4 n-6) para la A5 desaturasa, en fraccion microsomal de
tejido hepético de ratas con EHGNA vy ratas control es.

Para cada muestra se utilizaron aproximadamente 500 mg del tejido hepatico,
que fueron extraidos de la alicuota previamente almacenada a -80 °C para la realizacion
de la metodologia. El tejido fue descongelado y homogenizado en frio con 10 mL de un
buffer que contenia sacarosa 0.25 M, EDTA 05 mM, y Acido N-2-
Hidroxietilpiperacina-N'-2'-Etanesulfonico (HEPES) 5 mM gjustado a pH 7 con NaOH
0,1 N, utilizando un homogeneizador manual de tipo Potter-Elvehjem con pistilo de
teflon durante 30 segundos, considerando una homogeneizacion cada 5 segundos.
Posteriormente se procedi6 arealizar una centrifugacion diferencial con objeto de aislar
la fraccion microsoma de la muestra, que corresponde al conjunto de todas las
membranas biologicas del tegjido. La primera centrifugacion se realizd sobre e
homogenizado primario a 2.500 g durante 2 minutos a 4 °C para remover nucleos
celulares y células enteras, |os que se descartaron en € precipitado. El sobrenadante de
dicha centrifugacion se volvié a centrifugar a 20.000 g durante 20 minutos con objeto de
remover mitocondrias, lisosomas y peroxisomas, que se descartaron en el precipitado.
Finalmente, se realizd la dltima centrifugacion, del sobrenadante de la centrifugacion
anterior, llevada a cabo en ultra-centrifuga a 105.000 g durante 60 minutos que separé la
fraccion microsomal (precipitado) del citosol (sobrenadante) que fue descartado. La
fraccion microsomal se re-suspendié en € buffer de homogeneizacion y fue mantenida a
4 °C, mientras se le determino la concentracion de proteinas totales, dato necesario para
preparar las dicuotas a utilizar en la reaccién enzimética. Las aicuotas finades se
prepararon para contener como minimo 200 L de volumen a una concentracion exacta
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de 20 mg de proteina por mL, amacenandose a -80 °C hasta e momento de la
determinacion enzimatica.

Los sustratos para la A6 y A5 desaturasas se prepararon independientemente a
través de launién del AGL respectivo (18:3 n-3 para la A6 desaturasa y 20:3 n-6 parala
A5 desaturasa) a seroalbumina de bovino desengrasada Merck (Codigo12660-100GM)
de pureza superior a 96%, de acuerdo a una modificacion de método publicado por
Spector (1986). Para cada sustrato se preparé un complejo de écidos grasos/albimina en
unarelacion molar de 3:1 con una concentracion final de sustrato de 1 mM exactamente,
el que previamente se tamponé con HEPES (25 mM) y se neutralizé (pH 7,0) con
solucion de hidroxido de sodio (0,1 N) utilizando pH-metro. Finalmente la solucion se
gased con nitrégeno, se incubd en un tubo cerrado herméticamente por 5 horas a 37 °C
en bafio termo-regulado con agitacion marca Julabo modelo MP 19, obteniéndose un
complegjo neutro de sal de écidos grasos/albumina en la relacién molar de 3:1 (Hamilton
et al, 1991).

El medio de incubacion de la muestra correspondi6 a una modificacion del medio
utilizado por Arayay colaboradores (2010), conteniendo en un volumen final de 1 mL ,
2 mg de proteina microsomica de higado (muestra), 100 nmoles de cada sustrato y las
siguientes cantidades de reactivos y co-factores; 62,5 pmoles de NaF, para desactivar
ATPasas, 0,1 pmoles CoA como trasportador de acidos grasos, 4 pmoles de ATP como
activador de &cidos grasos, 2,42 umoles N-acetilcisteina, 0,5 pmoles nicotinamida, 5
pmoles MgCl2y 62,5 pmoles de KH2PO4 como co-factores, 1,28 pmoles NADPH como
equivalente reductor, condiciones de saturacion enzimatica que aseguraban una cinética
lineal de tipo michaeliano para ambas desaturasas durante todo € transcurso de la
reaccion. Todos los componentes de la incubacién se prepararon una sola vez, siendo
almacenados por separado en alicuotas de 150 pL a - 80 °C las que se utilizaron a
medida que se fueron requiriendo, paraluego descartar la porcion sobrante.

Las determinaciones se realizaron en tubos de ensayo Pyrex de 10 mL con tapa
rosca hermética a los que se les agregaron los sustratos, reactivos y co-factores, para
después sumergirlos en e bafio termo-regulado a 37 °C con agitaciéon marca Julabo
modelo MP 19, donde se mantenian pre-incubandose por 15 segundos hasta e momento
del inicio de la reaccion, evento que ocurria al adicionar la muestra con |os microsomas
hepéticos. Las condiciones de reaccion para todas las muestras fueron 60 minutos a pH
7,0y 37 °C. Lareaccion se detenia mediante la adicion de solucion metanol/cloroformo
(2:1 viv) con BHT (0,001%) sigma-Aldrich (Codigo B1378) a -20°C, correspondiente al
reactivo de extraccion de Bligh and Dyer (1959). Finalmente, antes de comenzar la
extraccion, a cada muestra se le agregaron 25 ug de écido heptadecanoico (17:0, 99% de
pureza, Sigma) disueltos en 50 pl de hexano de calidad HPLC como estandar interno y
se termina cerrando €l tubo herméticamente.
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3.3.6.2.- Extraccion lipidicay aislacion de los écidos grasos

La fraccidon grasa del sistema de incubacion fue extraida de acuerdo a una
modificacion del procedimiento descrito por Bligh and Dyer (1959), considerando los
volumenes iniciales de extraccion originalmente sugeridos por dicha metodologia, que
son una mezcla cloroformo/metanol/fase acuosa (v/v/v 1:2:0,8). Los volumenes de
extraccion para cada tubo fueron 1,25 mL de cloroformo, 2,5 mL de metanol (que se
agregaron como 3,75 mL de mezcla con BHT a 0,001%) sobre 1 mL del medio de
incubacion con 2 mg de proteina microsdmica, que para los efectos de la extraccion
correspondia ala fase acuosa.

La extraccion se llevé a cabo agitando enérgicamente la mezcla durante 10
minutos en vortex de la siguiente forma; por cada minuto de agitacion, la muestra se
enfrié por 30 segundos en hielo, con objeto de impedir un aumento de la temperatura. El
tiempo total de procedimiento fue de 15 minutos por muestra, considerando los 10
minutos de extraccion efectiva mas los 5 minutos derivados de la suma de | os tiempos de
enfriamiento. Luego de la extraccion e tubo se abrio, se le agregd 1,25 mL de
cloroformo, se cerrd y se agitd enérgicamente por un minuto, con lo cual se formaba un
sistema de 2 fases. A ese sistema se le adicionaron de la misma forma 1,25 mL de
soluciéon acuosa de MgCl. a 0,5%, volviendo a agitar enérgicamente € tubo por 1
minuto. Este procedimiento separaba completamente la fraccion apolar inferior,
compuesta por lamateria grasa disueltaen e cloroformo, de lafase polar superior.

Posteriormente, cada muestra se centrifugé a 2.000 g por 10 minutos a4 °C, para
después extraerle lafase inferior organica con una jeringa de vidrio, la que se traspaso a
un tubo Pyrex de 10 mL con tapa rosca de silicona, sobre € cua se redizé la
derivatizacion. Sobre la fase polar remanente se reaiz0 una segunda extraccion,
agregando 1,88 mL de cloroformo, agitando enérgicamente la nueva mezcla durante 5
minutos en vortex de la siguiente forma, por cada minuto de agitacion, la muestra se
enfrié por 30 segundos en hielo con objeto de impedir un aumento de la temperatura. El
tiempo total de procedimiento fue de 7,5 minutos por muestra, considerando los 5
minutos de extraccion efectiva més los 2,5 minutos derivados de la suma del proceso de
enfriamiento.

El sistema se centrifugd nuevamente a 2.000 g por 10 minutos a4 °C, pararetirar
la fase inferior apolar con jeringa de vidrio traspasandola al tubo de derivatizacion que
contenia la fase organica de la primera extraccion. El cloroformo fue evaporado
manualmente con nitrégeno, calentando e tubo en un bafio termo-regulado, marca
Julabo modelo MP 19, a 60 °C, para obtener la materia grasa extraida.

La derivatizacion a ésteres metilicos se realiz6 mediante una hidrolisis basica,
seguida de una hidrdlisis acida utilizando BFs como écido de Lewis. La saponificacion
se realiz6 adicionando 0,5 mL de solucién de NaOH 0,5 N en metanol al tubo, € que se
gase0 con nitrégeno, se cerrd herméticamente y se calentd a 100° C durante 10 minutos.
Posteriormente cada tubo se enfrié bajo chorro de agua, se abrid 'y seleagregd 1 mL de
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BFs, Merck (Codigo8016630500), al 12,5% en metanol, se gase0 con nitrogeno, se cerro
herméticamente y se calent6é a100 °C durante 10 minutos. La solucion derivatizada se
enfrié bajo chorro de agua, se abrid y se le agregaron 3 mL  de solucion acuosa de NaCl
saturada y 1 mL de hexano de calidad HPLC, se agitd enérgicamente, se gased con
nitrogeno y se dgjo reposar cerrada durante una hora en refrigerador a 6 °C. Finalmente
se extrajeron 800 pL de lafase organica superior, que se trasvasaron aviales ambar de 5
mL, se gasearon con nitrégeno, se cerraron herméticamente almacenandose a -20 °C
hasta el momento del andlisis.

3.3.6.3.- Andlisis de la composicion de acidos grasos de la muestra

El andlisis de la composicion de acidos grasos de la muestra se realizo utilizando
un cromatografo de gases con detector de ionizacion de Ilama, modelo HP 6890
empleando una columna capilar HP-88 (60 m 0,25-mm i.d., 0,2-mm film) e hidrogeno
molecular ultra puro como fase mévil con un flujo constante de 2,1 mL /minuto. El
programa cromatografico comenzoé con una temperaturainicial de 160 °C por 3 minutos
seguidos de una sola rampla de 2 °C / minuto hasta 210 °C, temperatura que se mantuvo
constante por 5 minutos. Para cada determinacion se inyectaron manualmente 1 pyL de
muestra con una razén de Split de 5 a 1. Cada uno de los écidos grasos estudiados se
identifico por comparacion de sus tiempos de retencion en la muestra con € tiempo de
retencion de empleando estandares individuales para cada uno de los &cidos grasos;
18:3 n-3 Sigma-Aldrich codigo L2626-100MG, 18:4 n-3 Fluka codigo 56463-1mL, 20:3
n6 Sigma-Aldrich codigo E3511-100MG y 20:4 n6 Sigma-Aldrich cddigo A9298-
50MG, todos de pureza = 99%.

3.3.6.4.- Vaidacion de la metodol ogia para la determinacion de las actividades A6 y A5
desaturasas.

Desde € comienzo de esta tesis la implementacién de la determinacion de las
actividades A6 y A5 desaturasas se consolido como el desafio més dificil, dada la gran
cantidad de variables bioldgicas y metodolégicas que podian interferir en la reaccién,
afectando la reproducibilidad y por lo tanto, la estandarizacion de la metodologia. La
implementacion de esta técnica requirid como trabgjo anexo, la realizacion de una
validacion metodolgica de la determinacion simultanea de las actividades A6 y A5
desaturasas. Para esta validacion metodoldgica se utilizé un conjunto de ratas Sprague
Dawley macho distintas e independientes de las ratas Wistar casos y controles
empleadas para probar la hipétesis de esta tesis. El procedimiento de validacién
metodoldgica se realizd con anterioridad a desarrollo experimental de la tesis. La
estandarizacion de la metodologia hasta obtener una reproducibilidad acorde a las
necesidades de un estudio clinico tardo aproximadamente 15 meses, sin considerar el
tiempo que posteriormente se invirtidé en obtener los resultados de desaturacion de las
ratas Wistar casos y controles utilizadas en latesis.
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3.3.6.4.1.- Ensayo preliminar de la actividad A6 desaturasa en biopsias humanas

El primer desafio técnico para laimplementacion de la metodol ogia fue la escasa
cantidad de muestra que se tenia a disposicion cuando la tesis estuvo basada en un
estudio con pacientes humanos. El bajo peso de las biopsias impidio la implementacion
de una centrifugacion diferencial completa, tomandose la decisién de descartar la
ultracentrifugacion a 105.000 g, trabajando con el extracto que contenia membranas y
citosol.

La determinacion de la actividad A6 desaturasa con dicho extracto muchas veces resulto
infructuosa, pero hubo pacientes en los cuales resultd posible de medir.

L amentablemente no se disponia de suficientes alicuotas de biopsia por paciente como
para haber hecho pruebas de reproducibilidad, o que cred |a necesidad de ensayar la
técnica accediendo a muestras sin limitacion de cantidad, toméndose |a decision de
evaluar ladesaturacion A6 en higados de ratas de laboratorio.

3.3.6.4.2.- Ensayo preliminar de la actividad A6 desaturasa en necropsias de ratas

Del laboratorio de fisiopatologia cardiaca de la Facultad de Medicina,
actualmente a cargo de la doctora Gina Sanchez, se obtuvieron 7 higados de ratas
Sprague Dawley machos adultos jévenes con un peso aproximado de 220 gramos, que
no sufrieron de ningun tipo de intervencion con anterioridad a sacrificio. El periodo de
recoleccion de muestra fue de 2 meses, a una tasa de aproximadamente 1 rata por
semana. Los higados fueron extraidos durante una cirugia orientada a extraer e corazon,
siendo perfundidos, aicuotados y amacenados en nitrogeno liguido bajo e mismo
procedimiento sefidlado anteriormente para la toma de muestra. La determinacion de la
actividad A6 desaturasa en estos animales empez6 a repetir € patréon observado paralas
biopsias humanas, a pesar de que para estas muestras, a deferencia de las biopsias
humanas, se traba0 con microsomas aislados por ultracentrifugacion. Sin embargo,
cuando solo se habia ensayado la reaccion en 5 higados, los primeros de acuerdo a
orden de recoleccion, e cromatografo de gases Uutilizado para redizar las
determinaciones fall, estando no operativo por aproximadamente 10 meses. Dicho
imprevisto generd la necesidad de acceder a otro equipo, e que fue facilitado
gentilmente y de manera gratuita por la Doctora Lilia Masson, académico de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmaceéuticas de la Universidad de Chile, instrumento sin €l
cual hubiese sido imposible larealizacion de estatesis.

La utilizacion de este nuevo equipo presentd un desafio adicional; estaba
calibrado manual mente para el andisis de alimentos, |0 que consideraba concentraciones
de materia grasa 2 6rdenes de magnitud mayores que las utilizadas para € andlisis de
desaturasas (100 mg versus entre 0,5 a 1 mg). Aquelo implicd que bao €
procedimiento metodoldgico utilizado hasta ese momento, la sefid entregada por €l
equipo era muy peguefia, haciendo necesaria la adicion una nueva etapa al proceso. La
nueva etapa consistié en una concentracion de hasta 50 veces de la muestra fina de
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ésteres metilicos disueltos en hexano que se inyectaba a equipo, o que permitié obtener
unarespuesta razonable.

Los resultados obtenidos bajo estas nuevas condiciones también repitieron €
patréon original observado para las biopsias humanas, pero agregando un factor de
incertidumbre adicional, se perdi6 la reproducibilidad entre actividades A6 desaturasa
provenientes de un mismo higado. Aquello plante6 un escenario que hizo dudar hasta de
la integridad de los co-factores previamente aicuotados y almacenados a -80 °C, que
fueron descartados y preparados nuevamente a partir de reactivos nuevos. Sin embargo,
la reformulacion de los reactivos no modificd la tendencia de resultados anteriormente
mencionada.

Finalmente se concluyd gque una combinacion entre lainexactitud generada por la
dificultad de concentrar cuantitativamente pequefios volimenes de muestra (500 uL a
10 pL), sumado a un problema propio de las necropsias de higado (se postulé que
algunas ratas tenian la desaturacion A6 inhibida por razones desconocidas), estarian
dando cuenta de la falta de reproducibilidad de |os resultados obtenidos.

De la informacion recopilada para la realizacion de la tesis, en conjunto con
nuevos antecedentes obtenidos de una revision bibliogréfica posterior, se hipotetizé que
probablemente fueron cambios en la dieta de las ratas utilizadas €l factor que podria
haber inhibido la desaturacion A6. Esta hipotesis resultd consistente con ensayos piloto
realizados en duplicado a dos lotes distintos del mismo alimento de las ratas del
laboratorio de fisiologia cardiaca (Pellet comercial) que mostraron marcadas diferencias,
tanto en la composicion proxima como en e perfil de acidos grasos, siendo esta tltima
variable el pardmetro con mayores variaciones.

3.3.6.4.3.- Desarrollo de un modelo biolégico para la estandarizacion de la
metodol ogia para la determinacion simultanea de | as actividades A6 y A5 desaturasas.

La muy probable influencia de la dieta sobre alteracion de la actividad A6
desaturasa, llevé a concluir que era necesario desarrollar un modelo bioldgico de
estandarizacion de la metodologia, que tuviera como base un control nutricional. Todo €
procedimiento de estandarizacion en base este nuevo modelo se realizd con € equipo
original de la Facultad de Medicina, yareparado.

El modelo biolégico desarrollado para la validacion definitiva de la metodologia
para evaluacion simultanea de las actividades A6 y A5 desaturasas se basd en un sblo
grupo de ratas, distintas e independientes a las del estudio clinico utilizadas para esta
tesis, siendo de una especie diferente (Sprague Dawley versus las Wistar de latesis), con
una intervencion nutricional formulada expresamente para exatar la desaturacion
hepética. EIl modelo de estudio consistio en 9 ratas macho Sprague Dawley con un peso
inicial de 89,5 + 6,05 g criadas en €l Bioterio Central del ICBM de Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, que fueron aimentadas con una dieta balanceada normo
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caldricay baa en grasa con una distribucién de macronutrientes de 20% de proteinas,
10% de lipidos y un 70% hidratos de carbono, suplementada con micronutrientes de
acuerdo a los requerimientos nutricionales de la especie, durante 21 dias (Vaenzuela et
al, 2012).

Desde € punto de vista de la composicién lipidica, para exatar las actividades
A6 y A5 desaturasas, la dieta prescindio de los productos finales de lavia; ARA, EPA y
DHA y se enriquecio en los precursores vegetales n-6, acido linoleico y n-3, é&cido o
linolénico, en una relacion de 3 es a 2, expresamente elaborada para e modelo. Estas
condiciones se obtuvieron utilizando como Unica fuente de lipidos aceite de rosa
mosqueta (Vaenzuela et al, 2012).

Previo al sacrificio, se realizo la evaluacion bioquimica de transaminasas (GOT y
GPT). Posterior a éste, se realiz6 evaluacion histolégica de las necropsias hepéticas,
como marcadores de integridad tisular, resultando ambos parametros normales. De estas
ratas se extrgjeron muestras de higado las que finalmente se utilizaron para estandarizar
la metodologia, desde la preparacion microsomal, hasta la evaluacion de la relacion
producto precursor.

En una primera instancia, solo se evalud la actividad A6 desaturasa. Para este
procedimiento se requiere como minimo de dos determinaciones cromatografias por
muestra una a inicio de la reaccion (tiempo 0) y la otra a término de la reaccion (60
minutos después del tiempo 0). La determinacion a tiempo 0 se realiz sobre un tubo
Pyrex de 10 ml que incluia todo el medio de incubacion anteriormente mencionado méas
la muestra respectiva, pero que no se incub6 durante 60 minutos a 37 °C, pasando
directamente ala extraccion de lipidos y adicion de 25 g de estandar interno 17:0.

La determinacién a término de la reaccion se realizé sobre un tubo Pyrex de 10
ml gue incluia todo & medio de incubacion anteriormente mencionado mas la muestra
respectiva, que se incub6 durante 60 minutos a 37 °C, antes de la readlizacion de la
extraccion de lipidos y adicion de 25 ug de estandar interno 17:0. Para todas las
muestras ambas determinaciones fueron realizadas en duplicado, por lo que para cada
muestra a la que se le determinG actividad A6 desaturasa se realizaron como minimo 4
cromatografias.

Laactividad se determind por comparacion de las concentraciones del producto
y precursor a tiempo O y a término de la reaccion. La concentracion de precursor y
producto para la A6 desaturasa (18:3 n-3 y 18:4 n-3 respectivamente) se calcul6 a partir
de los cromatogramas obtenidos por cromatografia de gases, mediante la comparacion
de sus areas con e &ea del estandar interno écido heptadecanoico (17:0), cuya
concentracion se conocia, puesto que a cada tubo de reaccion (tiempo 0 y tiempo 60) se
agregaban 25 g de este patrén interno previo alaextraccion.

La primera etapa del célculo de la concentracion de los productos y precursores a

partir de las &reas del cromatograma fue la determinacion de la relacion entre € érea del
estandar interno y € areatotal de la cromatografia, correspondiente ala sumatoria de las
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areas individuales todos los picos integrados. Dicha relacion debe conservarse en los
tubos con los medios de incubacién correspondientes atiempo 0 y tiempo 60 minutos de
una misma muestra, para validar que no hubo errores metodolégicos a lo largo del
procedimiento. Se parte de la base que la cantidad total de &cidos grasos no debe variar
en el transcurso de una reaccion que ocurre en un ambiente reductor, independiente de
que unos se transformen en otros.

Dado que se agregaron 25 pg de estandar interno 17:0 a cada uno de los 4 tubos
usados por muestra, se procedio a considerar que en & cromatograma procedente del
andlisis de cada uno de los tubos, € éarea del pico correspondiente a &cido
heptadecanoico representaba entonces 25 pg de écido graso. La comparacion de esta
area con las &eas observadas de cada uno de los restantes &cidos grasos del
cromatograma permitio estimar la cantidad de producto y precursor en cada uno de los
tubos (ya fuera e de tiempo 0 o € de término de la reaccion). Bajo este procedimiento
se determing, en cada grupo de estudio, la concentracion en ug del precursor 18:3 n-3 'y
del producto 18:4 n-3 a tiempo 0 y 60 minutos. Esta estimacion no obstante presentd
errores que al final del andlisis no influyeron sobre la diferencia de actividad enzimatica
observada. Uno de estos errores era la presencia natural en bajas cantidades de écido
heptadecanoico, usado como estandar interno, en las muestras, |o cual fue imposible de
determinar por e equipo, dado que los lipidos de la fraccion microsoma (que
corresponden casi en su totalidad a fosfolipidos) son muy escasos en 17:0, 1o que dgjo a
este compuesto bgjo €l limite de deteccidn del equipo. El segundo error derivo de que la
estimacion de las concentraciones de productos y precursores que contenian 18
carbonos, se realizd utilizando un estandar de 17 carbonos, 1o que implica un error
minimo en la estimacion debido a que € detector de ionizacién por Ilama genera una
respuesta que es funcién del largo de cadena del acido graso. Sin embargo, como para
este caso la diferencia en €l nimero de atomos de carbono entre productos y precursores
con el estandar es de solo 1, entonces se asume que el error determinacion es minimo.

La determinacion tuvo una secuencia temporal, en tiempo 0 y 60 minutos, y fue
realizada siguiendo el mismo protocolo descrito en el parrafo anterior, esto significa que
ambos errores de determinacion causados por € uso del estandar 17:0, es € mismo en
ambos periodos de tiempo. Como existe igualdad de error mediado por € estandar
utilizado en ambas mediciones, la diferencia observada (t60-t0), necesaria para
determinar la cinética enzimética, corresponde aladiferenciared.

Estos errores descritos en los parrafos precedentes, se presentaron tanto en los
grupos caso como control de este estudio (Ratas Wistar de la tesis), no afectando la
determinacion de la diferencia en la actividad enzimética.

Con los datos de concentracion se procedié a efectuar la diferencia entre la
concentracion de precursores a tiempo 0 y transcurridos 60 minutos de la reaccion, lo
que entregd la cantidad de precursor que se transformé a producto. EI mismo
procedimiento se llevd a cabo con los productos, efectuando la diferencia entre la
concentracion a tiempo 60 minutos de la reaccion y la concentracién atiempo O, lo que
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entrego la cantidad de producto formado. Si ambos datos no resultaban sustancialmente
distintos, podia concluirse que de la ruta biosintesis de AGPCL, solo la desaturacion se
estaba Ilevando a cabo a una velocidad medible. Si la aparicion de producto era menor a
la desaparicién de sustrato, podia concluirse que habia una continuidad de la via,
elongandose parte del producto formado, al ser este Ultimo compuesto sustrato de las
elongasas de la ruta. Tanto para las ratas del modelo de estandarizaciéon (Sprague
Dawley) como para las de la tesis (Wistar), los datos de desaparicion de sustrato y de
aparicioén de producto resultaron consistentes.

Una vez estandarizada |la metodologia para la actividad A6 desaturasa, se
procedi6 arepetir la misma secuencia de procedimiento parala A5 desaturasa, por lo que
ambos métodos fueron primero estandarizados de manera independiente. Posteriormente
se procedio a estandarizar la evaluacion de las dos actividades enziméticas de manera
simultanea (en un mismo tubo de ensayo), corroborando que ambos procedimientos no
se interfirieran entre si durante el transcurso de la reaccion.

La intencion de implementar esta determinacion simultanea, desarrollada
especificamente para esta tesis, fue la razén para la utilizacion de precursores de
distintas familias para cada enzima (precursor n-3 para la A6 desaturasa y precursor n-6
para la A5 desaturasa). (Aquello) Este procedimiento tuvo como objetivo prevenir la
incertidumbre que se hubiese producido de usar paralas dos enzimas, acidos grasos de la
misma familia en una reaccion simulténea. Se partia de la base que bgjo las condiciones
de incubacién utilizadas, toda la ruta estaria activada y eventualmente algo de producto
de la A6 desaturasa (18:4 n-3 por € emplo) podria haberse elongado hasta transformarse
en producto de la A5 desaturasa de la misma via (20:4 n-3). A pesar de que esta
incertidumbre era pequefia dado que la mayoria del malonil-CoA, sustrato necesario
para la elongacion, se descartaba en la fraccién citosolica, € remanente microsomal
eventualmente pudiese haber afectado. En cualquier caso, € problema se prevenia
utilizando un sustrato parala A5 desaturasa de la otra familia dado que, por ejemplo para
el caso de esta tesis, la cantidad de intermediario 20:4 n-3 formado por eventua
continuacion de la ruta de los n-3 hubiesen sido 6rdenes de magnitud menor que los
elevados niveles de 20:3 n-6 agregados como sustrato, haciendo irrelevante la
competencia.

En la comparacion de las figuras 10 y 11, correspondiente alos cromatogramas de perfil
de &cidos grasos de una misma preparacion microsomal, a tiempo 0 y 60 minutos
transcurridas las reacciones enzimaticas, puede apreciarse como, para la A6 y la A5
desaturasas, |os precursores disminuyen y los productos aumentan una vez finalizada la
reaccion. En ambas figuras se puede observar también e pico correspondiente a
estandar interno agregado.
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Figura 10. Cromatograma del perfil de acidos grasos de la preparacién microsomal a tiempo O

analizado por GL C. En amarillo se destacan los precursores (18:3 n3 y 20:3 n6), en verde los productos
(18:4 n3y 20:4 n6) y en gris €l estandar interno (17:0).
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Figura 11. Cromatograma del perfil de acidos grasos de la preparacién microsomal una vez
finalizada la reaccion, analizado por GL C. En amarillo se destacan los precursores (18:3 n3y 20:3
n6), en verde los productos (18:4 n3y 20:4 n6) y en gris el estéandar interno (17:0).

Finalmente se logro establecer que el tgjido hepatico de dichos animales estaba
efectuando desaturacion, dentro de los rangos descritos en la literatura para la especie
(Brown, 2005). Se determinaron valores de velocidad bajo condiciones de saturacion de
sustrato para la A6 desaturasa de 0,146 +/- 0,012 nmol/min/(mg de proteina
microsomica) y de 0,162 +/- 0,020 nmol/min/(mg de proteina microsomica) para la A5
desaturasa
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3.3.7.- Determinacion dela expresion génica de la enzima A6 desaturasa

La determinacién de los niveles de expresion del gen de la A6 desaturasa
(Fads 2) se reaiz6 mediante RT-PCR convencional, evaluando cualitativamente los
niveles de RNA mensgero (RNAm) de la enzima en casos y controles en relacion alos
niveles de RNAm de proteina microsomal 18S, un gen de expresion constitutiva cuya
induccion es independiente del estado fisiol dgico.

Para cada muestra se utilizaron aproximadamente 100 mg del tejido hepatico,
gue se extragjeron por fraccionamiento en frio de la alicuota de la alicuota previamente
almacenada en crio-tubos a -80 °C para la realizacion de la metodologia. Cada muestra
de se disgregd en un mortero incorporando nitrégeno liquido hasta obtener un polvo
fino. Del tgjido disgregado se pesaron 50 mg exactamente para las muestras control y 60
mg exactamente para las muestras caso, que fueron homogenizados en frio suavemente
con 1 mL de TRIzol® utilizando un homogeneizador manual de tipo Potter-Elvehjem
con pistilo de vidrio esmerilado, hasta apreciar homogeneidad. El tegjido homogenizado
se centrifugd a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se traspasd a un tubo
Eppendorf de 1,5 mL donde se le adicionaron 200 pL de cloroformo, se agitd
enérgicamente por 15 segundos y se incub6 en hielo por 3 minutos. Posteriormente se
centrifugd la muestraa 10.000 g por 10 minutos a4 °C. La fase superior que contenia el
RNA, se transfirié a otro tubo Eppendorf de 1,5 mL y se agregaron 500 pyL de
isopropanol, se dggé por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé 10.000 g
por 10 minutos a 4 °C para finalmente descartar el sobrenadante. EI RNA precipitado se
lavo con 1 mL de etanol a 75% y se centrifugd a 5.000 g por 5 minutos a 4 °C,
procedimiento que se repitio 2 veces. Finalmente la solucion de etanol se descartd y €l
tubo se (degjé) seco con vacié a4 °C, pararesuspender el RNA en 25 uL de agualibre de
RNAsas. Laintegridad del RNA extraido se analizd por electroforesis en gel de agarosa
al 1% y su concentracion se determind por andlisis espectrofotométrico de la densidad
opticaa 260 nm y larelacion de las densidades dpticas a 260 nm y 280 nm.

El DNA complementario se sintetizo a partir de 2 ug de RNA, utilizando 0,5 pL
de hexameros (100 mM) como primers, 1,0 L de mezcla de dinucledtidos trifosfato
(10 mM de adeninatrifosfato, 10 mM de guaninatrifosfato, 10 mM de citosinatrifosfato
y 10 mM de timina trifosfato), marca Promega, 1,0 uL de enzima transcriptasa reversa
AMV marca Promegay 2,0 uL del detergente ditiotreitol (DDT) 0,1 M cono inhibidor
de RNAsas, en un volumen final de 20 pL.

Todos los andlisis de expresion de RNAm se reaizaron por PCR convencional
utilizando DNA polimerasa Pag5000 (Stratagene), 2uL  de DNA complementario, 2uL
de desoxinucledtidos y los partidores especificos para e RNAm de Fads 2 (fwd: 5’-
TGTCCACAAGTTTGTCATTGG- 3’; rev: 5’-ACACGTGCAGGCTCTTTATG -3) y
rRNA18S (fwd: 5-GTGGAGCGATTTGTCTGGTT-3’; rev: 5’-
CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG-3’) a una concentracion final de 250 nM en un
volumen final de 25 L.
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Todas las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en el equipo Swift Maxi
Esco. Cada reaccion de PCR consistié en 35 ciclos, compuestos de 45 segundos a 94 °C;
45 segundos a 54 °C o 57 °C, dependiendo € set de partidores, y 60 segundos a 72 °C,
mas un ciclo de 10 min a 72 °C de extension fina. Como control de interno de la
amplificacion, €l transcrito estudiado se compar6 con la amplificacion del fragmento de
RNA de 18S. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa 1% tefiidos con
bromuro de etidio y su densidad 6ptica se anadizé mediante andlisis de la fotografia
digital através del software Gel-Pro Anayzer 4.0 (Media Cybernetics, Bethesda, MD)

3.3.8.- Determinacién de par ametr os asociados a EOx
3.3.8.1.- Estatus REDOX intracelular

El estatus REDOX intracelular se determiné mediante la medicion de la relacion
GSH/ GSSG en tgjido hepatico, de acuerdo a la metodol ogia estandarizada por Hissin y
Hilf (1976).

Para cada muestra se utilizaron 100 mg del tegjido hepético exactamente, que se
extragjeron por fraccionamiento en frio de la alicuota previamente almacenada a -80 °C
en crio-tubos para la realizacion de la metodologia. Los 100 mg de tejido hepético se
descongelaron y se homogenizaron en frio con una mezcla compuesta por una
combinacion de 9 mL de buffer fosfato a pH 8 con EDTA 5mM y 2,4 mL de solucion
de HPO3 a 25% utilizando un homogeneizador manual de tipo Potter-Elvehjem con
pistilo de teflon durante 30 segundos, considerando, una homogeneizacion cada 5
segundos. El homogeneizado se ultracentrifug6 a 100.000 g durante 30 minutos a4 °C
con objeto de obtener e sobrenadante a utilizar parala metodol ogia.

La determinacion de GSH se realizé en duplicado para cada muestra, utilizando
50 uL del sobrenadante, al que se le agregaron 2.850 pL de buffer fosfato a pH 8 con
EDTA y 100 uL de solucién de O-ftalaldehido en metanol (1 mg/mL ), y luego se dej6
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se determiné la fluorescencia
con un fluorimetro marca BioRad modelo Versa-Fluor, a 420 nm en cubetas de cuarzo
de 3,5 mL, utilizando un haz de excitacion a 350 nm. Los valores de fluorescencia se
Ilevaron a concentracion mediante comparacion con |os datos provenientes de una curva
de calibracién estéandar de 10 puntos, realizada de manera previa al procesamiento de las
muestras. Para la curva de calibracion se utilizo un estandar comercial de GSH Sigma-
Aldrich (cédigo G4251), basandose en una curva de calibracion de 9 puntos (6,6, 13,2,
19,8, 26,4, 33, 39,6, 46,2, 52,8 y 66 ng/mL).

La determinacion de GSSG se realizo en duplicado para cada muestra,
utilizando 250 pg de sobrenadante, € que se mezcl6 con 100 L de N-etilmaleimida (5
mg/mL), luego se degj6 por 30 minutos a temperatura ambiente a que posteriormente se
le agregaron 500 pL de NaOH 0.1N ala mezcla. De esta nueva dilucion se extrgjeron 50
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uL, alos que se les agregaron 2.850 UL de buffer fosfato a pH 8,0 con EDTA y 100 pL
de solucion de O-ftaladehido en metanol (1mg/mL ), la que luego se dj6 durante 15
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se determind la fluorescencia con un
fluorimetro marca BioRad modelo Versa-Fluor, a 420 nm en cubetas de cuarzo de 3,5
mL, utilizando un haz de excitacion a 350 nm. Los valores de fluorescencia se llevaron a
concentracion mediante comparacion con los datos provenientes de una curva de
calibracion estandar de 10 puntos, realizada de manera previa a procesamiento de las
muestras. Para la curva de calibracion se utilizd un estandar comercial de GSSG Sigma-
Aldrich (codigo G4501), basandose en una curva de calibracion de 9 puntos de
(3,3,6,6,9,9, 13,2, 16,5, 19,8, 23,1, 26,4, 29,7, 33 ng/mL).

3.3.8.2.- Lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se midio a través de la determinacion en duplicado de
malondialdehido (MDA) por la técnica de cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
con deteccion fluorométrica, la que presenta un limite de deteccion de 0,48 pmol/L, en
base a una modificacion de la técnica de Buege y Aust (1978), realizada por Young y
Trimble (1991).

Para cada muestra se utilizaron 25 mg del tgjido hepatico exactamente, que se
extrgeron por fraccionamiento en frio de la aicuota de la aicuota previamente
almacenada a -80 °C en crio-tubos a para la realizacion de la metodologia. Los 25 mg de
tgjido hepatico fueron descongelados y homogenizados en frio con 225 uL de KCl
1.15%, utilizando un homogeneizador manual de tipo Potter-Elvehjem con pistilo de
teflon durante 30 segundos, considerando una homogeneizacion cada 5 segundos.
Posteriormente se centrifugé €l homogenizado durante 8 minutos a 2.000 g, donde se
obtuvo € sobrenadante a que se le determind la concentracion de proteinas de acuerdo
al método de Lowry (1951) explicado anteriormente. Para la derivatizacion del MDA se
utilizaron tubos herméticos de 3 mL alos que se les agregd 250 pL acido metafosférico
1,22 M, 475 uL de agua HPLC, 250 uL de TBA 0,44 M (todos los reactivos se
disolvieron y se aforaron con agua calidad HPLC) y finalmente 50 uL de sobrenadante
(muestra). Los tubos herméticos se calentaron a bafio maria en hirviendo durante una
horay posteriormente se enfriaron durante 10 minutos a 4 °C. 200 uL de cada muestra
enfriada fue mezclada con 360 uL de metanol y 40 ul de NaOH 1M, las que
posteriormente se inyectaron mediante jeringas plésticas desechables con filtros, para
evitar el ingreso de impurezas solidas al equipo.

La concentracion se determind mediante |la comparacion de cada muestra con una
curva de calibracion de 6 puntos, con concentraciones que van de O uM hasta 4.8 uM
utilizando MDA Sigma-Aldrich (c6digo T550-0) disuelto en agua de HPLC. Las
determinaciones se realizaron en un equipo marca Waters modelo 600 con un detector
de fluorescencia marca Waters modelo 474. Las condiciones cromatogréficas
consistieron en una columna Waters modelo WATO025832, con una fase movil
isocrética, compuesta por una mezcla de tampén fosfato 25 mM pH 6,5 en metanol
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(50/50, v/v). El flujo de la inyeccién fue de 0,8 mL /min y los rangos de deteccion de
excitacion y emision fueron 532 nm y 553 nm, respectivamente.

3.3.9.- Evaluacion de las defensas antioxidantes enzimaticas celulares
3.3.9.1.- Actividad SOD

La actividad superéxido dismutasa se determiné en duplicado sobre la fraccion
citosdlica (sobrenadante de 105.000 g) por un meétodo espectrofotométrico basado en la
auto-oxidacion de la adrenalina a adenocromo. La actividad SOD se definid en funcion
de la capacidad de esta enzima para inhibir la auto-oxidacion espontanea de la
adrenalinaapH 10.2 (Misra & Fridovich, 1972).

Para cada muestra se utilizaron 100 mg del tegjido hepético exactamente, que se
extrgjeron por fraccionamiento en frio de la aicuota previamente almacenada a -80 °C
en crio-tubos para la realizacion de la metodologia. Los 100 mg de tejido hepético se
descongelaron y fueron homogenizados en frio con buffer fosfato salino 1x (NaCl 137
mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 4.3 mM y KH2PO4 1.47 mM) gustado pH 7,0 con HCI
0,IN, utilizando un homogeneizador manual de tipo Potter-Elvehjem con pistilo de
teflon durante 30 segundos, considerando una homogeneizacion cada 5 segundos. El
homogenizado se ultracentrifugd a 105.000 g durante 60 minutos a4 °C con objeto de
obtener el sobrenadante correspondiente a la fraccion citosolica del tejido, alaque sele
determind la concentracion de proteinas totales mediante el método de Lowry (1951)
descrito anteriormente. Posteriormente 50 UL del sobrenadante se diluyeron en 950 uL de
buffer KCI-Tris (KCl a 1,15%, Tris [tris (hidroximetil) aminometano] 0,12%) a pH 7.40
gjustado con HCl 0,1 N lo que correspondi6 ala muestra.

Para esta metodologia es necesario realizar 4 procedimientos por muestra. El
primer procedimiento correspondid a la determinacion del blanco, que comenzé con la
incubacion de 2.95 mL de mL buffer glicina50mM pH 10.2 durante 3 minutos a 37 °C.
Posteriormente, se le agregaron 50 yL adrenaina 60 mM a pH 2.0, se agitd en vortex e
inmediatamente se transfirio a una cubeta de cuarzo de 3,5 mL donde se rediz6 un barrido
espectrofotométrico de 3 minutos, con mediciones a intervalos de 15 segundos, a una
longitud de onda de 480 nm en un espectrofotdbmetro HP 8452A con arreglo de diodo. El
segundo procedimiento correspondio ala determinacion de la cinética de descomposicion a
la concentracion mas baja de muestra (m1), que comenzo con laincubacion de 2.9 mL de
buffer glicina 50mM pH 10.2, durante 3 minutos, a 37 °C. Posteriormente se adicionaron
50 puL de muestray se agregaron 50 pL adrenalina 60 mM pH 2.0, se agit6 en vortex e
inmediatamente se transfiri0 a una cubeta de cuarzo donde se realizO un barrido
espectrofotométrico de 3 minutos, con mediciones a intervalos de 15 segundos, a una
longitud de onda de 480 nm. El tercer procedimiento correspondié ala determinacién de la
cinética de descomposicion a la concentracion intermedia de muestra (m2), que comenzo
con laincubacién de 2.87 mL  de buffer glicina 50mM pH 10.2, durante 3 minutos, a 37



°C. Posteriormente se agregaron 75 L de muestray 50 pL adrenaina 60 mM pH 2.0, se
agitd en vortex e inmediatamente se transfeirié a una cubeta de cuarzo para redlizar un
barrido espectrofotométrico de 3 minutos, con mediciones a intervalos de 15 segundos, a
una longitud de onda de 480 nm. El cuarto procedimiento correspondié a la determinacion
de la cinética de descomposicion a la concentracion més elevada de muestra (m3), que
comenzd con la incubacion de 2.85 mL  de buffer glicina 50mM pH 10.2, durante 3
minutos, a 37 °C. Posteriormente se agregaron 100 pL de muestray 50 uL adrenalina 60
mM pH 2.0, se agitd en vortex e inmediatamente se transfirié a una cubeta de cuarzo para
realizar un barrido espectrofotométrico de 3 minutos, con mediciones a intervalos de 15
segundos, a una longitud de onda de 480 nm.

El clculo de la actividad enzimatica comenzd con la determinacion de la
concentracion para cada punto a partir de la densidad optica, utilizando un coeficiente de
extincion molar de 4.020 M-tcm™. Prosiguié con linealizacion de cada una de las 4 curvas
calculando logaritmo natural para cada punto. Posteriormente se determiné la pendiente de
cada una de las 4 rectas derivadas de la aplicacion de logaritmo natural y a cada una de las
pendientes de la muestra (m1, m2, m3) sele restd la pendiente del control, obteniéndose
logaritmo de larazdn de inhibicion para cada muestra. Con estos datos se construyo la recta
dd logaritmo de larazén de inhibicién en funcion de la concentracion de muestra agregada,
necesaria para cacular laactividad SOD.

3.3.9.2.- Actividad CAT

La actividad catalasa se determiné en duplicado de acuerdo a modelo descrito
por Aebi (1984), basada en la cinética de descomposicion del peroxido de hidrogeno a
240 nm, y expresada en base a la constante de primer orden (k)/mg de proteina.

Para cada muestra se utilizaron 100 mg del tegjido hepético exactamente, que se
extrgjo de la alicuota previamente amacenada a -80 °C para la readizacion de la
metodologia. Los 100 mg de tejido hepatico se descongelaron y homogenizaron en frio
con 400 pL buffer fosfato 50 mM a pH 7,0 gjustado con HCI 0,1 N, utilizando un
homogeneizador manual de tipo Potter-Elvehjem con pistilo de teflén durante 30
segundos, considerando una homogeneizacion cada 5 segundos. EI homogeneizado se
centrifug6 durante 6 minutos a 1.000 g de donde se obtuvo e sobrenadante, a que se le
determind concentracion de proteinas. Posteriormente se extrgeron 270 pL del
homogenizado y se le agregaon 30 pL Triton 100 (Octoxinol-9; t-
octilfenoxipolietoxietanol) en etanol al 10%, dejando reposar la solucion durante 30
minutos en hielo. De esta Ultima solucién se tomaron 250 uL y se diluyeron en 10 mL
de buffer fosfato 50 mM a pH 7,0, quedando una dilucion de 1:40, correspondiente ala
muestra.

Para la determinacion enzimatica € primer procedimiento correspondio a la
medicion de la tasa de descomposicion de H20. en ausencia de tejido (reaccion no
enzimatica). Se llevo a cabo realizando un barrido espectrofotométrico a una mezcla de



2ml de buffer fosfato 50 mM pH 7,0 con 1 mL de H20-. 30 mM en cubeta de cuarzo de
3,5 mL durante un minuto aintervalos de 5 segundos, a una longitud de onda de 240 nm
en un espectrofotdmetro HP 8452A con arreglo de diodo. Posteriormente se determing €
blanco de la muestra, redlizando un barrido idéntico a anterior, pero con una mezcla
compuesta de 2 mL de la muestra diluida 1:40 preparada anteriormente y 1 mL  buffer
fosfato 50 mM pH 7,0. Finalmente se llevd a cabo la determinacidn enzimética, bgo las
mismas condiciones de barrido realizadas anteriormente, pero esta vez mezclando 2ml dela
muestra 1:40 y 1ml de peréxido de hidrogeno 30 mM. Todas las mediciones se realizaron
en cubetas de cuarzo y antes de ser |levadas a espectrofotdmetro se agitaron enérgicamente
pararealizar unamezcla homogénea.

El cdlculo de la actividad enzimdica comenzo con la determinacion de la
concentracion para cada punto a partir de la densidad 6ptica, utilizando un coeficiente de
extincion molar de 43.6 Mlcm™. A cada valor de concentracion en funcion del tiempo del
ensayo enzimético se le rest6 lalectura del ensayo no enzimatico respectivo, obteniéndose
las concentraciones corregidas, correspondientes a los vaores dd ensayo enzimético
verdadero. El paso siguiente fue la linedlizacion de los valores, mediante € céculo de
logaritmo natural para cada uno de dlos. Posteriormente, a logaritmo de concentracion a
tiempo O se le restd e logaritmo de concentracion a cada uno de los interval os de tiempo
medidos, obteniéndose € logaritmo de la razon entre cada tiempo y la concentracion
inicid. Finadmente cada uno de estos valores se graficd en funcion del tiempo respectivo
obteni éndose |a constante cinética de primer orden utilizada para calcular laactividad CAT.

3.3.9.3.- Actividad GSH-Px

La actividad glutation peroxidasa se determind en duplicado sobre la fraccion
citosdlica (sobrenadante de 105.000 g) por un método espectrofotométrico basado en la
reduccion de GSSG acoplada a la oxidacion de NADPH por la enzima Glutation
reductasa. Una unidad de GSH-Px se definié como la actividad que oxida 1 pmol de
NADPH por minuto (Flohé & Ginzler, 1984).

Para cada muestra se utilizaron 100 mg del tejido hepético exactamente, que se
extrgjeron por fraccionamiento en frio de la aicuota previamente almacenada a -80 °C
en crio-tubos para la redizacion de la metodologia. Los 100 mg de tejido hepatico
fueron descongelados y homogenizados en frio con buffer fosfato 0,05 M salino (KCl
140 mM) a pH 7,4 gustado con HCI 0,1 N, utilizando un homogeneizador manual de
tipo Potter-Elvehjem con pistilo de teflébn durante 30 segundos, considerando una
homogeneizacion cada 5 segundos. EI homogenizado fue ultracentrifugado a 105.000 g
durante 60 minutos a 4 °C con objeto de obtener el sobrenadante correspondiente a la
fraccion citosdlica del tejido, medio al que se le determind la concentracion de proteinas.
Posteriormente, 125 uL del sobrenadante se diluyeron en 9.875 L de buffer fosfato 0,1 M
apH 7,0con EDTA 1mM.
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Para esta metodologia es necesario realizar 4 procedimientos por muestra. El
primer procedimiento correspondié a la determinacion del blanco de la reaccion no
enzimética, mezcla que carecia de muestra (sobrenadante diluido) y carecia de sustrato
(H20,), conteniendo 600 pL buffer fosfato pH 7,0, 100 uL de solucion de Glutation
Reductasa, 100 pL solucién de azida sodicay 100 pL solucion de glutation 10 mM. Dicha
mezcla se incubd durante 10 minutos a 37 °C, para posteriormente agregarle 100 pL
NADPH 15 mM precdentado a 37°C, inmediatamente antes de redlizar un barrido
espectrofotométrico de 5 minutos a intervalos de 15 segundos en una cubeta de cuarzo de 1
mL, a una longitud de onda de 340 nm en un espectrofotometro HP 8452A con arreglo de
diodo. El segundo procedimiento correspondié a ensayo no enzimatico, donde se incubd
una mezcla compuesta por 500 puL de buffer fosfato pH 7,0, 100 pL de solucion de
Glutation reductasa, 100 pL de solucién de azida sodica, 100 pL de solucién de glutation
10 mM, también se incubd durante 10 minutos a 37 °C , para posteriormente agregarle 100
puL NADPH 1,5 mM precaentado a 37 °C y 100 pyL de H2O2 1,5 mM, inmediatamente
antes de redlizar un barrido de 5 minutos a intervalos de 15 segundos, a una longitud de
onda de 340 nm. Obtenidos estos datos, se procedio a redlizar la determinacion del ensayo
enzimatico, los cuales fueron réplicas de las mediciones anteriores, pero en este caso, para
la mezcla del blanco enzimético se reemplazaron los 600 L de buffer por 500 pL de
buffer més 100 pL de sobrenadante diluido (muestra), en relacion a blanco no enzimético.
Para el ensayo enzimético, se reemplazaron los 500 pL de buffer utilizados en € ensayo no
enzimatico, por 400 uL de buffer més 100 L de sobrenadante diluido (muestra). Todas las
mezclas se agitaron enérgicamente antes de realizar las mediciones y todas las lecturas se
realizaron en cubetas de cuarzo.

El seguimiento de las reacciones se redizd mediante & monitoreo
espectrofotométrico de la descomposicion del NADPH consumido durante la reaccion, €
que absorbe a 340 nm con un coeficiente de extincion molar de 6.220 M-cm?, partiendo de
labase que por cada mol de NADPH consumido se oxidan dos moles de GSH. El resultado
fina se obtuvo en base a cdculo de la reaccion enzimética verdadera, determinada
restandole a la descomposicion enzimética aparente de NADPH (ensayo enzimético —
blanco enzimético) la descomposicién no enzimética (ensayo no enzimatico — blanco no
enzimético).

3.4.- PROCESAMIENTO Y ANALISISDE LA INFORMACION
3.4.1.- Célculo del tamafio muestral:

El tamafio de muestra fue calculado para cada metodologia, tomando en cuenta
las diferencias de medias entre casos y controles de investigaciones que utilizaron

modelo de obesidad por dieta de cafeteria alta en grasas saturadas o similar, en base ala
pruebat de Student (Student, 1908).
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Para las actividades desaturasas, no se encontraron datos que comparan la
actividad desaturasa en ratas con EHGNA versus ratas control, por |o tanto, se utilizaron
los datos obtenidos por Biagi y colaboradores (1990), quien comparé la actividad A6
desaturasa de personas sanas con pacientes con diferentes tipos de injuria hepética. Para
la expresion génica de la A6 desaturasa se utilizaron datos de Montanaro y
colaboradores (2003). Para la lipoperoxidaciéon se utilizaron los datos obtenidos por
Garcia-Diaz y colaboradores (2007). Para los niveles de GSH se utilizaron los datos
obtenidos por Sastre y colaboradores (1989). Para la actividad CAT se utilizaron los
datos obtenidos por Amin y colaboradores (2009). Para la actividad SOD se utilizaron
los datos obtenidos por Zou y colaboradores (2006). Para la actividad GSH-Px se
utilizaron los datos obtenidos por Zhou y colaboradores (2008). Para la determinacion
del tamafio muestral, se selecciond la metodologia que tedricamente requiriera de un
mayor nimero de ratas para obtener significancia estadistica, en este caso, la actividad
GSH-Px.

Se determind un n de 16 con un IC 95% y p80 utilizando & programa Win
episcope version 2.0 (Blas et al, 1998)

* 8 casos

* 8 controles

3.4.2.-Procesamiento de datos

El procesamiento de lainformacion se realizo através de mascaras creadas en e
programa EPI Data version 2.1 (Lauritsen et al, 2001), efectudndose doble digitacion a
fin de evitar errores en € ingreso de datos.

3.4.3.- Estrategia de andlisis
3.4.3.1.- Andlisis exploratorio de los datos y exclusion de animales en base estadistica

Primero se realizO un andlisis exploratorio de los datos obtenidos para la
conformacién de los grupos (porcentaje de grasa hepatica, ganancia de peso, insulinemia
plasmética en ayuno). Se utilizd € test de Shapiro-Wilk para identificar la distribucién
de estas variables, considerando que un valor de p > 0,15 correspondia a distribucion
normal (Shapiro & Wilk 1965). Ninguna de las variables consideradas distribuyo
normamente, resultado esperable producto del bajo n empleado en este estudio,
procediéndose a la utilizacion de estadistica no paramétrica. Posteriormente se procedié
a la construccion de graficos de cga para analizar la distribucion de los valores,
considerando como criterio de valor atipico todo aquel que estuvierabajo € percentil 3y
sobre e percentil 97. Una vez verificados que los valores estaban dentro de los rangos
esperados se estimod lamediana y €l rango inter-cuartilico. Con estos datos se excluyeron
a los animales que mas se algjaban de sus respectivos grupos, gustando € n a valor
obtenido del célculo del tamafio muestral, correspondiente a 8 ratas por grupo. Para
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verificar si existia diferencias en las medianas entre los dos grupos de estudio se aplico
el test U-Mann-Whitney y se consideré significativo un valor de p menor de 0,05 (Mann
& Whitney, 1947).

Al final del estudio, se reaizd € mismo procedimiento de andlisis exploratorio
para casos y controles, para cada una de las variables que tenian relacién con EOx y
actividades de A6 y A5 desaturasas.

3.4.3.2.- Estimacion de correlaciones

Una vez estimados los valores centrales y la dispersion se procedi6 a estimar las
correlaciones entre los parametros de EOX, capacidad antioxidante y actividad
enzimética A6 y A5 desaturasas. Para ello, y tomando en cuenta que las variables eran
continuas, se utilizé correlacion de Spearman, considerando como significativo un valor
de p menor de 0,05 (Spearman, 1904). En aquellas correlaciones que dieron asociacion
significativa (positiva o negativa), se procedi6 a graficar para precisar de mejor manera
ladistribucién de valores entre las dos variables.



RESULTADOS

4.1.- CARACTERIZACION DE LAS VARIABLES INDEPENDIENTES Y DE
INTERACCION O CONFUSION

4.1.1.- Variables Continuas

Ambos grupos de ratas presentaron pesos iniciales sin diferencias significativas.
La mediana de ganancia de peso fue mayor en arededor de 130 gramos para las ratas
caso que las controles (p<0,05) (Tabla 1). Al analizar las variables nutricionales, se
observa que tanto la insulina plasmética como la grasa total del higado son arededor de
CiNco veces mayores en |0s casos cuando se comparan con sus controles (p<0,05) (Tabla
1). En relacion a la diferencias de medianas de los indicadores REDOX entre casos y
controles, sblo se encontraron variaciones con la actividad de GSH/GSSG, GSSG, MDA
y SOD (p<0,05).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion estudiada (n=16). * Test U- Mann-Whitney.

N.S. = no significativo

Caracterigtica Casos (n=8) Controles (n=8) Valor de p*
Crecimiento
Pesoinicia (g) 204.,8 200,4 N.S.
(198,2 - 212,8) (194,9 - 210,7)
Peso final (g) 548,5 409,6 <0,05
(539,5-614,3) (396,5-419,1)
Ganancia de peso (9) 343,8 213 <0,05
(325,1-420,4) (187,6 — 220,3)
Nutricionales
I nsulina plasmética en ayuno 2,6 0,5 <0,05
(ng/mL) (21-28) (0,3-0,9
Grasatota del higado 9,7 2,2 <0,05
(% del peso humedo) (7,6 -10,9) (1,8-29
Estrés oxidativo
GSH/GSSG 8,2 18,8 <0,05
(6,9-8,8) (15,2-21,4)
GSSG (umol/g tejido) 0,2 0,1 <0,05
(0,2-0,5) (0,1-0,2)
GSH (umol/g tejido) 2,1 24 N.S.
(1,9-34) (2,2-2,8)
MDA (nmol/mg de prot) 14 1,2 <0,05
(1,3-1,6) 11-13
SOD (U/mg de prot) 69,1 100,3 <0,05
(57,3-81,5) (75,5-1131)
CAT (U/mg de prot) 976, 6 1347,8 N.S.
(739,7 - 1154,5) (1058,6 — 1450,3)
GSH-Px (U/mg de prot) 0,2 0,1 N.S.
(0,1-0,2) (0,1-0,2)
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4.1.2.- Comparacion histopatoldgica de los grupos de estudio

Como método clinico de confirmacion diagnostica se compararon 3 imagenes
obtenidas del tejido hepético del grupo control con 3 imégenes del grupo caso.

En laimagen detgido proveniente del grupo control se pueden apreciar cordones
de hepatocitos que confluyen a la vena central (VC). Los hepatocitos, con citoplasma
norma y ndcleo central con cromatina normal, se observan limitando con capilares
sinusoidales (S), en donde se pueden observar algunas de las células endoteliaes (CE)
que los constituyen y los macréfagos o células de Kupffer (CK) (Figura 12).

En laimagen de tejido proveniente del grupo caso pueden apreciarse cordones de
hepatocitos que confluyen a la vena central (VC). La mayoria de los hepatocitos se
observan de forma irregular, con membrana plasmética engrosada y con esteatosis
microvesicular (MV) (células espumosas) que probablemente con e tiempo
desencadenarq una esteatosis macrovesicular por fusion de estas microvesiculas
lipidicas. El nivel de esteatosis hepética calificaria en un grado 3 (Kleiner et al, 2005),
siendo posible observar algunos hepatocitos con nicleos més periféricos que centrales
(N). Cabe destacar que €l lumen de los capilares sinusoidales se observa disminuido, lo
gue probablemente altera al espacio de Disse y dificulta €l intercambio metabdlico del
organo (Figura 13).

Figura 12. Histologia control 40x Figura 13. Histologia caso 40x
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4.2.- EFECTO DE LA PATOLOGIA EHGNA SOBRE LAS VARIABLES
DEPENDIENTES

Se observa que tanto para la actividad A6 desaturasa como para la actividad A5
desaturasa, existe incidencia de la EHGNA, siendo la actividad de ambas enzimas
menor en grupo caso (p<0,05) (Tabla 2).

Tabla 2. Diferencias de medianas en actividades A6 y A5 desaturasas para casos y controles
(n=16). * Test U- Mann-Whitney

Caracteristica Casos (n=8) Controles (n=8) Valor de p*
Actividad desaturasa
A6 (nmol/min/mg de prot.) © og_o% 11) © 13?_1% 14) <0,05
A5 (nmol/min/mg de prot.) © 18_1:([) 11) © 13_1‘(1') 16) <0,05
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4.3.- ANALISISDE CORRELACION ENTRE LASDISTINTASVARIABLES

4.3.1.- Correlaciones entre parametros de EOx y actividades enzimaticas A6 y A5

desaturasas.

4.3.1.1.- Estatus REDOX intracelular

4.3.1.1.1.- Relacion GSH/GSSG

Larelacion GSH/GSSG es la variable que meor correlaciond con las actividades

de ambas desaturasas (p<0,05), mostrando un Rho de Spearman de 0,81 para la A6
desaturasa y de 0,94 para la A5 desaturasa, (figuras 14 y 15).
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Figura 14. Correlacion entre la relacion GSH/GSSG y la actividad enzimética A6 desaturasa

(n=16).
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Figura 15. Correlacion entre la relacion GSH/GSSG y la actividad enzimatica A5 desaturasa

(n=16).
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4.3.1.1.2.- Nivelestisulares de GSSG

Los niveles tisulares de GSSG correlacionaron negativamente (p<0,05) con

ambas enzimas, con un Rho de Spearman de -0,76 para la A6 desaturasa y de

para la A5 desaturasa (Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Correlacion entre los niveles tisulares de GSSG vy la actividad enzimatica A6 desaturasa

(n=16).
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entre los niveles tisulares de GSSG y la actividad enzimatica A5
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4.3.1.2.- Lipoperoxidacion

Los niveles tisulares de MDA correlacionaron negativamente (p<0,05) con
ambas enzimas, con un Rho de Spearman de -0,63 para la A6 desaturasa y de -0,79 para
la A5 desaturasa (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Correlacion entre los niveles tisulares de MDA vy la actividad enzimatica A6 desaturasa

(n=16).
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4.3.1.3.- Evaluacion de las defensas anti oxidantes enzimaéticas celulares

4.3.1.3.1.- Actividad SOD

La actividad SOD correlaciond (p<0,05) con ambas enzimas, con Rho de
Spearman de 0,63 para la A6 desaturasa y de 0,81 para la A5 desaturasa

(figuras 20y 21).

Delta 6 desaturasa [nmol/mg prot/min]

40

60

Rho Spearman=0,63; p<0,05.

80
SOD [u/mg prot]

120

Figura 20. Correlacion entrela actividad SOD y la actividad enzimética A6 desaturasa (n=16).
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Figura 21. Correlacion entrela actividad SOD y la actividad enzimatica A5 desaturasa (n=16).
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4.3.1.3.2.- Actividad CAT

La actividad CAT, solo presentd correlacion con la actividad A5 desaturasa
(p<0,05), con un Rho de Spearman de 0,54 que estuvo muy cerca de no haber alcanzado
lasignificancia estadistica (figuras 22 y 23).
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Figura 22. Correlacion entrela actividad CAT y la actividad enzimatica A6 desaturasa.
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Figura 23. Correlacion entrela actividad CAT y la actividad enzimatica A5 desaturasa.
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4.3.1.4.- Pardmetros asociados a EOx que no correlacionaron con las actividades A6 y
A5 desaturasas.

Los niveles tisulares de GSH y la actividad GSH-Px no correlacionaron con las
actividades A6 y A5 desaturasas. (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros REDOX que no correlacionaron con las actividades A6 y A5 desaturasas
(n=16). N.S. = no significativo

Exposicion a A6 desaturasa A5 desaturasa
estrés oxidativo Rho de Spearman Rho de Spearman
Valor dep Valor dep
GSH -0.0265 -0.1002
N.S. N.S.
GSH-Px -0.3147 -0.1649
N.S. N.S.

57



4.3.2.- Correlacion entre Resistencia ala Insulina y actividades enzimaticas A6 y A5

desaturasas.

Los niveles de insulina plasmética en ayunas correlacionaron negativamente con
las actividades enzimaticas A6 y A5 desaturasas (p<0,05) con un Rho de Spearman de
-0,68 para la A6 desaturasa y un Rho de Spearman de -0,85 para la A5 desaturasa

(Figuras 24y 25).
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Figura 24. Correlacion entre Resistencia a la insulina y la actividad enzimatica A6 desaturasa

(n=16).
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Figura 25. Correlacion entre Resistencia a la insulina y la actividad enzimética A5 desaturasa

(n=16).
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4.3.3.- Expresion génica dela enzima A6 desaturasa.

Los niveles de expresion génica de la enzima A6 desaturasa (Fads 2),
determinados de manera cudlitativa por PCR convencional, pueden apreciarse
claramente mayores en los casos que en los controles, a ser comparados con los niveles
del RNAm de la proteina ribosomal S18, de expresién constitutiva, utilizada como gen
normalizador (Figura 26). La comparacion de las densidades Opticas del gel revela que
la expresion de la enzima A6 desaturasa esta aproximadamente 2,5 veces aumentada en
el grupo caso (Figura 27).
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Figura 26. Comparacion entre los niveles de expresion génica de la enzima A6 desaturasa
(trasncrito primario de Fads 2) entre casosy controles (n=8; 4 casosy 4 controles).
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Figura 27. Andlisis densitométrico de la comparacion entre los niveles de expresion génica de la
enzima desaturasa A6 (n=8; 4 casos y 4 controles). *Prueba t de Student.
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DISCUSION

5.1.-HALLAZGOS

El resultado mas importante de esta tesis fue la demostracion de que las
actividades A6 y A5 desaturasas hepéticas son afectadas por EOx en presencia de
EHGNA asociada a obesidad y resistenciaalainsulina.

Paralelamente, se logré profundizar la informacion existente sobre los
mecanismos patologicos capaces de modular la biosintesis AGPCL en la EHGNA,
otorgando unarespuesta a las interrogantes dejadas por os model os moleculares basados
en la regulacion transcripcional de las enzimas A6 y A5 desaturasas. Dichos modelos no
podian explicar una perdida en las actividades A6 y A5 desaturasas, cuando la sintesis de
ambas enzimas estaba aumentada, porque no consideraron la existencia variables que
afectaran la funcionalidad de estos catalizadores, en este caso €l EOx, més all4 de la
regulacion de su expresion genica.

5.2.- DISCUSION DE LA EVIDENCIA Y ASOCIACION CAUSAL
5.2.1.- AGPCL y EHGNA

En mamiferos omnivoros, como los seres humanos, sometidos a una dieta escasa
en AGPCL preformados, una optima biosintesis de estos compuestos a partir de sus
precursores esenciales resulta absolutamente necesaria para cubrir los requerimientos
minimos de AGPCL. Aquello porque al empezar a adaptarse los prehominidos a la
ingestion de nutrientes de origen animal (mayoritariamente tejido nervioso y especies
marinas ricas en AGPCL n-3), habria comenzado a disminuir evolutivamente la
eficiencia de biosintesis de estos lipidos (Campillo, 2004).

La dieta occidental promedio, a ser en su mayoria un gemplo de alimentacion
con bagjos niveles de AGPCL, especiamente los n-3, obliga a una ruta biosintética
ineficiente a funcionar a maxima capacidad para mantener |0s requerimientos minimos.
Por tanto, cualquier condicion que inhiba esta via metabdlica puede derivar en
deficiencias subclinicas de AGPCL, principamente EPA y DHA (Cunnane, 2003;
Gormaz et al 2010; Molendi-Coste et al, 2011)

Desde hace varios afos que existe evidencia de que la EHGNA genera una
reduccion en la biodisponibilidad de AGPCL de las familias n-3 y n-6 en pacientes
humanos, demostrandose que dicha disminucion no se debia a deficiencias de
precursores esenciales (Araya et al, 2004). Estos resultados concordaban con evidencia
proveniente de investigaciones realizadas en otras patologias, donde se habia reportado
que la presencia de dichos cuadros también estaba asociada a una disminucion en los
niveles de AGPCL (Glen et al 1987). Dado que la presencia de EOx es un marcador
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comun de la mayoria de las patologias hepaticas, se postul6 que una degradacion
aumentada podia estar dando cuenta de la pérdida de biodisponibilidad de AGPCL. Sin
embargo, a diferencia de otras ateraciones hepaticas, la EHGNA tiene como marcador
principal un incremento patoldgico de la biosintesis de acidos grasos, que proviene de
una induccion anormal de toda la maquinaria metabdlica vinculada a la lipogénesis,
incluidas las ruta de los AGPCL n-3y n-6 (Musso et al, 2009, Gormaz et al, 2010). Por
lo tanto, se generaba la interrogante, de porgque en la EHGNA una induccion exacerbada
de la lipogénesis provocaba una aumento del nivel de &cidos grasos saturados y
monoinsaturados, pero no de AGPCL.

Laincapacidad de lipogénesis hepatica inducida por obesidad y RI para mantener
la biodisponibilidad de AGPCL fue analizada en numerosas investigaciones (Montanaro
et al, 2005; Dreesen et al 2006; Wang et al 2006; Montanaro et al, 2007). Se busco
encontrar un mecanismo que explicara donde se alteraba la regulaciéon fisiolégica de la
de biosintesis de AGPCL, que se sabia ocurria a nivel de expresion génica de la enzima
marcapasos de la via, la A6 desaturasa (Rimoldi et al, 2001). Aquellas investigaciones
confirmaron desde el punto de vista molecular las observaciones clinicas, demostrando
una fuerte induccién de la via de biosintesis de AGPCL, que perdia correlacién con la
actividad de A6 y A5 desaturasas.

En la actualidad, existe evidencia de que en la EHGNA hay inhibiciéon de la
actividad de las enzimas A6 y A5 desaturasas, en pacientes humanos (Araya et al, 2010),
aun cuando su induccién génica esta aumentada (Pettinelli et al, 2009). También hay
evidenciade que laEHGNA, aln en su fase de esteatosis, puede estar asociada a cuadros
de EOx (Videla et al 2004 a; Videlaet a 2004 b). Paralelamente, se ha demostrado que
la disminucion de la actividad A6 desaturasa en la EHGNA se correlaciona con una
pérdida de la capacidad antioxidante del plasma (Araya et al, 2010). Estos resultados
degjaban a una inhibicion de la actividad catalitica o bien a una regulacion post-
transcripcional de las enzimas A6 y A5 desaturasas, como responsables mayoritarios de
la pérdida de correlacion entre los niveles de expresion génica de ambas enzimas 'y su
actividad enzimatica.

En relacion a una regulacion post-transcripcional de las actividades A6 y A5
desaturasas, hasta el momento, solo se ha planteado un mecanismo de este tipo para la
A5 desaturasa, basado en RNAm antisentido (Dreesen et al, 2006). Esta regulacion
estaria involucrada en la retro-inhibicion que los AGPCL preformados gercen sobre la
A5 desaturasa, sin manifestar efectos concluyentes frente a otros estimulos, como por
gemplo, la respuesta post-prandial (Dreesen et al, 2006). Dado que la EHGNA se
caracteriza por una muy marcada disminucion de AGPCL preformados a nivel hepatico,
este tipo de regulacion puede ser descartada en la pérdida de la actividad de la A5
desaturasa asociada a la enfermedad. La aparente inexistencia de este tipo de mecanismo
para la A6 desaturasa y su inoperancia para la A5 desaturasa bajo condiciones distintas a
la retro-inhibicion por AGPCL, permite descartar, en base a la evidencia actual, la
participacion mRNA antisentido sobre la regulacion de ambas enzimas en EHGNA. Por
lo tanto, los resultados de esta tesis confirman evidencia publicada con anterioridad, que
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sugeria que la inhibicion de la actividad catalitica de la enzima es la principal causa de
alteracion de la funcionalidad de las desaturasas en la EHGNA. Sin embargo, dado que
ni en este trabajo, ni en otras investigaciones, se ha evaluado expresion proteica de las
desaturasas mas ala de su transcripcion, no puede descartarse por completo que otro
mecanismo, a nivel post-transcripcional, también esté interfiriendo.

Las menores actividades A6 y A5 desaturasas que presentaron las ratas Wistar
control del presente estudio, en relacidon a las ratas Sprague Dawley utilizadas para
estandarizar |a metodol ogia de desaturacion, puede ser explicada en funcién de la dieta.

Para |as ratas Wistar normopeso del grupo control, se privilegié una alimentacion
gue emularala dieta presente en la poblacion humana. Contrariamente, paralos animales
Sprague Dawley de estandarizacion de la metodologia de desaturacion, se utilizé un
régimen de alimentacién que no considerd ningun criterio epidemiol 6gico. Solo se basd
en parametros descritos en la literatura como inductores de actividades A6 y A5
desaturasas (Gormaz et al, 2010). La principal diferencia a nivel de composicion de
macronutrientes entre ambas dietas fue a nivel de larelacion entre precursores esenciales
de lasfamilias n-3 y n-6. Parala dieta de |as ratas Wistar del grupo control larelacion n-
6/n-3 fue de alrededor de 20 a 1 mientras que para la dieta de las ratas Sprague Dawley
de estandarizacion de actividades A6 y A5 desaturasas, fue de 3 a 2. Esta diferencia,
podria explicar la menor actividad A6 desaturasa para las ratas control, dado que el
precursor n-6 acido linoleico, muy elevado en los microsomas de dichos roedores, podia
estar compitiendo por la enzima con el sustrato n-3, acido a-linolénico, aportado parala
reaccion de desaturacion A6.

Otra explicacion que podria justificar las diferencias en las actividades A6 y A5
desaturasas entre ambos modelos, es la variabilidad existente entre distintas especies de
ratas. Sin embargo, para € presente estudio, aquello no seria la variable de mayor
incidencia dado que de acuerdo a la literatura, al menos para la actividad A6 desaturasa,
la especie Wistar tendria una mayor actividad enzimatica que la especie Sprague Dawley
(Brown, 2005), comportamiento opuesto a lo apreciado en esta tesis.

5.2.2.- Actividades A6 y A5 desaturasas y EOx

De acuerdo a evidencia recientemente publicada, donde se demostrd correlacion
positiva entre la actividad A6 desaturasa y la capacidad antioxidante del plasma en
pacientes con EHGNA (Araya et al, 2010), resultaba muy probable que fuese algun
fendbmeno relacionado con EOx € que estuviese afectando las actividades A6 y A5
desaturasas a nivel hepético. Esta propuesta, también se apoyo en el hecho de que tanto
el EOx como la pérdida de biodisponibilidad de los AGPCL corresponden a fenémenos
tempranos de la enfermedad, apreciables en pacientes con esteatosis simple, antes del
desarrollo de esteatohepatitis (Videla et al, 2004 a).
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Los elevados niveles de correl acion entre parametros asociados al status REDOX
intracelular y la actividad de ambas desaturasas corroboran la hipétesis, al demostrar que
un aumento en la oxidacion subcelular se correl aciona negativamente con |as actividades
A6 y A5 desaturasas. Aquella observacion concuerda con datos de otro estudio, que al
evaluar la actividad A6 desaturasa en pacientes con distintos tipos de cirrosis, encontré
gue en todas las variantes de dicha enfermedad habia una importante inhibicion de esta
enzima (Biagi et al, 1990).

En este estudio, pudo apreciarse que las actividades A6 y A5 desaturasas se
correlacionaron muy bien con agunos marcadores tempranos de EOx, como la
disminucion en larelacion GSH/GSSG y la concentracion de GSSG, relativamente bien
con marcadores intermedios, como los niveles tisulares de MDA vy la pérdida de
actividad SOD y no se correlacionaron con marcadores mas tardios de EOx, como la
reduccion de las actividades CAT (solo hubo una correlacién débil para la A5
desaturasa) y GSH-Px. Este comportamiento se deberia a que e modelo de estudio
utilizado como inductor de EHGNA Ileg6 a un nivel de esteatosis patoldgica que no
evolucion0 a esteatohepatitis, no acanzandose niveles oxidacion capaces de afectar
marcadores tardios de EOx. La ausencia de diferencias en marcadores tardios de EOx
entre casos y controles, implica que las diferencias observadas a nivel de las actividades
enziméticas A6 y A5 desaturasas entre ambos grupos no estan siendo explicadas por
dichos marcadores.

La respuesta secuencial de distintos marcadores de EOx ha sido descrita para la
EHGNA en pacientes humanos. Se ha observado que marcadores asociados a los niveles
de glutation, MDA vy la actividad SOD son muy sensibles a grado de progresion de la
enfermedad (Araya et al, 2004, Videla et al, 2004 a Videla et al, 2004 b).
Contrariamente, los mismos estudios reportaron pérdida de actividad catalasa solo para
pacientes con esteatohepatitis y no para aquellos con esteatosis, mientras que para la
GSH-Px, no se encontraron variaciones entre individuos sanos y pacientes con EHGNA,
presentando solo una tendencia a la baja en la esteatohepatitis, que no alcanzo la
significancia estadistica.

A pesar de lasimilitud en la respuesta secuencial de distintos marcadores de EOx
al grado de progresion de la EHGNA entre pacientes humanos y los roedores de la
presente investigacion, existieron diferencias.

En los pacientes con esteatosis del estudio de Videla y colaboradores (2004 a)
los niveles tisulares de GSH fueron inferiores en relacion a grupo control, o que no
ocurrid en esta tesis. Contrariamente, las ratas del presente estudio no mostraron
diferencias significativas para este parametro entre ambos grupos e incluso presentaron
una tendencia a tener mayores niveles de GSH que los animaes control,
comportamiento que probablemente podria haber mostrado significancia estadistica
incrementando el tamarno muestral. Este distinto comportamiento explica, alo menos en
parte, la mejor capacidad de las ratas en relacion a nuestra especie, para compensar
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agresiones metabdlicas inductoras de EOx y el subsecuente efecto de esta Ultima
condicion sobre las actividades A6 y A5 desaturasas.

El origen de la diferencia en los niveles de GSH entre ratas y humanos radicaria
en una mayor capacidad de estos animales para aumentar la sintesis de novo de GSH en
respuesta a una deplecién, respuesta sugerida como una adaptacién fisiol6gica temprana
delacéulaa EOx (Hardwick et al, 2010). Este tipo de adaptacion se propuso en base a
la observacion de que la velocidad de sintesis de novo de GSH puede exceder ala de su
recuperacion intracelular (Richman & Meister, 1974). El aumento en la sintesis de novo
de GSH depende de la enzima y-glutamilcisteina sintetasa, cuya expresion génica se ha
visto incrementada hasta 50 veces en respuesta a citotoxicos en distintas lineas celulares
(Galloway et al, 1997). Sin embargo, a pesar de la existencia de este aumento en la
sintesis de novo de GSH como respuesta compensatoria a EOx, los resultados de esta
tesis demuestran que en € modelo estudiado, € incremento en la sintesis de este
compuesto no alcanza a compensar su tasa de oxidacion. Aquel comportamiento queda
de manifiesto en el elevado aumento de los niveles hepéticos de GSSG en las ratas caso,
parametro que determind la muy significativa disminucion de la relacion GSH/GSSG en
dicho grupo, que es la condicién que finalmente determina el estatus REDOX lacélula.

La imposibilidad de la sintesis de novo de GSH para compensar alteraciones de
Su recuperacion a partir de GSSG, tiene como fundamento e hecho de que la
lipoperoxidacién presenta una cinética autocatalizada que luego de cierto periodo se
acelera exponencialmente (Brimberg, 1993), dificultando cuaquier tipo de
compensacion biol6gica

Otra divergencia de esta tesis con estudios en humanos fue que a pesar de que la
diferencia de medianas entre los niveles de MDA hepéticos para los grupos caso y
control resultd significativa, la magnitud de esta diferencia fue bastante menor a la
apreciada en los estudios en humanos anteriormente mencionados. Esta diferencia es
muy probablemente una consecuencia de una mayor capacidad de los roedores, en
relacion al humano, para compensar la pérdidade GSH intracelular.

Lamejor linealidad y significancia estadistica de la correlacion de las actividades
A6 y A5 desaturasas con marcadores tempranos en relacion a marcadores intermedios,
puede dar indicios sobre e mecanismo mediante el cual e EOx esté afectando a las
enzimas.

La elevada sensibilidad mostrada por la actividad ambas enzimas a la relacion
GSH/GSSG, uno de los marcadores tempranos mas sensibles (y reflejo de la principal
defensa antioxidante no enzimética del hepatocito), por sobre la correlacion al MDA, un
subproducto del dafio oxidativo a membranas, sugiere que e perjuicio oxidativo a las
actividades enzimaticas es anterior alalipoperoxidacion.



Esta sensibilidad al estatus REDOX de las actividades A6 y A5 desaturasas
podria explicarse en e hecho de gque una bagja en la relacion GSH/GSSG, favorece la
actividad enzimética GSH-reductasa a expensas de consumir NADPH, uno de los
equivaentes reductores fundamentales para completar € ciclo de las desaturasas. La
inhibicion ocurriria porque la Vmax de la GSH-reductasa se mueve en rangos de
pumoles/min (Prado et al, 2004) mientras que la Vmax de desaturacion de écidos grasos
bordea rangos de nmoles/min (Ivanetich et al, 1996). Sin embargo, dado que en esta
tesis las actividades A6 y A5 desaturasas se determinaron in-vitro, con un gran exceso de
NADPH en & medio de reaccidon, este mecanismo puede ser descartado. Otros
mecanismos mediante los cuales una disminucion del estatus REDOX pudiese afectar
las actividades desaturasas estudiadas, independiente del NADPH, son una ateracion
irreversible de todas o parte del pool de proteinas con actividad A5 o A6 desaturasas
disponibles o bien, la ateracién oxidativa de alguno de los intermediarios de la cadena
trasportadora de el ectrones asociada.

La elevada y consistente disminucién de la actividad de ambas desaturasas
apreciada a partir de niveles de MDA superiores a 1,3 nmoles/mg de proteina, sugiere la
existencia de un punto de corte en e cua € grado de lipoperoxidacion comienza a
afectar la funcionalidad de ambas enzimas, de manera maés tardia a efecto del status
REDOX. Una explicacion a la existencia de este punto de corte puede estar en €
desarrollo evolutivo de dichas enzimas. Aquello porque el higado es un érgano que se ha
tenido que ir adaptando a la agresion oxidativa, producto de que muchos de sus roles
fisiologicos estan vinculados a reacciones bioquimicas capaces de generar EOx, como
por gemplo € metabolismo de xenobidticos (Letelier et al, 2011). Este tipo de
adaptacion debio haber favorecido que las desaturasas hepéticas se adecuaran a
funcionar bajo un amplio rango de niveles de lipoperoxidacién, disminuyendo
drasticamente su actividad solo cuando se acanzaran niveles patolégicos de
desestructuracion oxidativa de membranas celulares, marcados por € punto de corte.

A pesar de que los resultados de esta tesis concuerdan con la evidencia publicada
con anterioridad, en relacion a sindicar a un EOXx incipiente como marcador temprano de
EHGNA, no aporta informacion sobre el origen del EOx en la esteatosis simple. Esta
interrogante, alin no dilucidada en su totalidad, podria derivarse de una acumulacién
excesiva de AGL saturados, compuestos sindicados como mediadores mayores del EOx
por lipotoxicidad en la EHGNA (Gormaz & Rodrigo, 2009). La acumulacion de estos
lipidos como marcadores tempranos de la enfermedad, concuerda con la teoria planteada
por Trauner y colaboradores (2010), quienes sefidaron que una de las caracteristica
determinantes del aquellos individuos denominados “buenos almacenadores de grasa” a
nivel hepético (Arrese, 2009) es una elevada expresion de la enzima A9 desaturasa. Este
catalizador transforma los AGL saturados en AGL monoinsaturados, sustancialmente
menos lipotdxicos, dado que son mas eficientemente esterificados a triacilgliceroles por
lacélula hepética. Los triacilgliceroles, a ser laforma natural de acumulacion de reserva
energética grasa en e higado, son menos activos metabdlicamente que los AGL,
resultando sustancialmente menos dafiinos que estos Ultimos (Gormaz et al 2010;
Trauner et al 2010).
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Al margen de la capacidad de los AGL saturados para inducir EOx a nivel
hepatico, estos mediadores también podrian inhibir directamente las actividades A6 y A5
desaturasas. Un aumento patologico de AGL saturados genera una desestructuracion
mayor de la membrana de reticulo endoplasmatico, producto de una acumulacion de
sales calcio (Gormaz & Rodrigo, 2009). Sin embargo, una desorganizacion masiva del
reticulo endoplasmético, derivada de un exceso de AGL, puede considerarse una
consecuencia tardia de lipotoxicidad, que muy probablemente tenga a la célula a borde
de lamuerte celular. Aquello se contrapone con |os resultados obtenidos en este estudio,
que indicarian que la pérdida de las actividades A6 y A5 desaturasas son un fenomeno
relativamente precoz en la escala temporal de progresion de la enfermedad. Por tanto, s
la lipotoxicidad por AGL afecta las actividades de las A6 y A5 desaturasas, es
mayoritariamente a través de su capacidad para inducir EOx, méas que por € efecto
directo de estos lipidos sobre laintegridad de las membranas celulares.

5.2.3.- Actividades A6 y A5 desaturasas y RI

La asociacion negativa, entre 1os niveles de insulina plasmatica en ayunas y las
actividades de ambas desaturasas, en conjunto con la mayor expresion genica de la
enzima A6 desaturasa (fads 2) en aguellas ratas con EHGNA, concuerdan con la
evidenciadirecta e indirecta que dio origen a este estudio (Wang et al, 2006; Araya et al,
2010), en relacion ala pérdida de la regulacién molecular que la hormona gjerce sobre la
funcionalidad de estas enzimas en estado fisiol 6gico.

La incapacidad de lainsulina para aumentar las actividades A6 y A5 desaturasas
en la EHGNA indican que por sobre la induccién génica insulinodependiente de ambas
enzimas, esta primando un mecanismo patol dgico asociado a una exceso de esta enzima.
El mecanismo estaria relacionado con la capacidad de la hiperinsulinemia para fomentar
EOx hepético, mediante distintos mecanismos, incluido induccion de lipotoxicidad
(Gormaz & Rodrigo, 2009). Paralelamente, la lipotoxicidad insulinodependiente también
podria tener una componente extrahepatica, determinada por la capacidad de la
hiperinsulinemia para fomentar una lipdlisis adiposa capaz de generar un aumento del
nivel de &cidos grasos libres en el plasma, intermediarios que terminan mayoritariamente
siendo captados por el higado (Saito et al, 2007).

5.3.- APORTESY LIMITACIONESDEL ESTUDIO

El principal aporte de estatesis se enmarca en que es el primer trabajo en dar una
respuesta plausible a un mecanismo patol 6gico que no estaba compl etamente dilucidado,
esto es el mecanismo por el cua las actividades A6 y A5 desaturasas se afectan en
presencia de EHGNA. Este aporte debe ser apreciado desde la perspectiva de la ciencia
basica, partiendo de la base de una sdlida validez interna del estudio, derivada de un
disefio metodologico orientado a la obtencién del mas elevado control de las variables
posibles.
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Otro aporte de esta investigacion es que determina un mecanismo principal
mediante el cual se puede generar una deficiencia de AGPCL, entregando informacion
gue puede ser considerada para e desarrollo de estrategias terapéuticas destinadas a
prevenir y mitigar dicha alteracion.

La principal limitacion epidemiolégica de este estudio es su escasa
representatividad a nivel poblacional. El elevado control de las variables le resta validez
externa a estudio ya que se baso en un tamafio muestral muy pequefio (16 ratas) y se
utilizaron grupos artificialmente homogéneos, primero por la escasa variabilidad genética
del modelo y més aln, por la exclusion en base estadistica de aquellos animales que
aumentaban |la dispersion. Esta limitacion obliga a tener mucho resguardo en la posible
aplicabilidad clinicadel estudio.

La principa limitacion biologica de este estudio correspondio a la utilizacion de
un modelo animal que presenta una mayor capacidad de afrontar desafios hepaticos de
origen nutriciona gque e humano (Zou et al, 2006) o que minimiza los efectos de una
inadecuacion dietética sobre las actividades A6 y A5 desaturasas hepéticas
comparativamente a nuestra especie. La inhibicién de las actividades A6 y A5
desaturasas hepaticas asociada a un estadio similar de la patol ogia fue comparativamente
inferior en la ratas de esta tesis que la reportada en pacientes humanos (Araya et al,
2010). No considerar esta limitacion podria inducir a pensar que a nivel clinico, grados
similares de EHGNA inducirian niveles similares de dteracion de la biosintesis de
AGPCL en ratas y humanos, |o que no se gjusta a la evidencia clinica existente hasta la
fecha.
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CONCLUSIONES

En funcion de los resultados de este estudio y tomando en consideracién la informacion
publicada previamente, se puede concluir o siguiente:

1)

2)

3)

4)

5)

El EOx es e mecanismo principa mediante & cua |la EHGNA genera una
disminucion de las actividades A6 y A5 desaturasas hepaticas.

Disminuciones sub-clinicas del potencial REDOX intracelular a nivel hepético
estan asociadas a una reduccion de las actividades A6 y A5 desaturasas.

La presencia de lipoperoxidacion en e higado se asocia a una reduccion de las
actividades A6 y A5 desaturasas en el hepatocito.

La pérdida de defensas antioxidantes enziméticas celulares del tejido hepatico,
derivada de una reducida actividad SOD, esta asociada con una disminucion en
las actividades A6 y A5 desaturasas.

La presencia de obesidad y RI estan asociadas a una disminucién de las
actividades A6 y A5 desaturasas hepéticas en presenciade EHGNA.
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PROYECCIONESY DESAFIOS

En la actualidad, es poco lo que se conoce sobre € comportamiento de la
biosintesis de AGPCL bajo condiciones patol 6gicas asociadas a enfermedades crénicas
no transmisibles derivadas de una nutricién poblaciona post-transicion epidemiol dgica,
incluido EHGNA. Aquello, a pesar de la informacion aportada en esta tesis y de la
amplia evidencia que indicaria la existencia de importantes desbalances nutricionales de
estos lipidos en una amplia gama de enfermedades cronicas no transmisibles, de elevada
prevalencia en la poblacidn general. Paralelamente, la cada vez mayor evidencia sobre
los efectos benéficos de una adecuada biodisponibilidad de AGPCL, sobretodo n-3, en la
prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles, especiamente cardiovasculares,
sumado al bajo aporte dietético de estos mediadores preformados en la poblaciones
occidentales, vuelven sumamente relevante € estudio de esta ruta metabdlica bajo
EHGNA.

Lainformacion sobre la regulacion de la biosintesis de AGPCL bajo ateraciones
patol 6gicas del metabolismo hepatico, deriva de estudios moleculares en modelo murino
gue en general han sido poco concluyentes, y de una Unica linea de investigacion en
humanos, realizada en Chile con pacientes obesos con EHGNA. Dichos estudios, si bien
han demostrado una asociacién causal entre la enfermedad y |a pérdida de actividad de
las actividades A6 y A5 desaturasas, no han entregado informacién sobre los
mecani Smos que dan cuenta de dicha asociacion. El logro de los objetivos de la presente
tesis ha aportado nuevo conocimiento sobre las bases moleculares de estos mecanismos
que pueden, por un lado dar pié a nuevas investigaciones y por otro, favorecer €l
desarrollo de estrategias terapéuticas.

El principal desafio desde €l punto de vista de la investigacion bésica estara
vinculado a determinar cuales son los mecanismos moleculares especificos a través de
los cuales el EOx en sus distintos niveles, afecta la funcionalidad de las actividades A6 y
A5 desaturasas. En segunda instancia, se crea la necesidad de determinar si
efectivamente ambas desaturasas son afectadas de la misma manera por EOx, 0 existen
diferencias a nivel de magnitud o mecanismo de influencia. Por otra parte, se abre una
nueva interrogante asociada a los posibles efectos que la EHGNA pudiese gercer sobre
las actividades desaturasas de manera independiente a EOx. Finalmente, también
resultaria relevante conocer e grado de influencia o interaccion de las patologias
asociadas, obesidad y RI, con el efecto de la EHGNA sobre las actividades A6 y A5
desaturasas.

Desde e punto de vista clinico, € desafio esta en el desarrollo de estrategias
orientadas a la prevencion dd dafio hepético a que estan expuestos pacientes con la
enfermedad. El objetivo es favorecer lano progresion y ojalaregresion de la enfermedad
mediante mangjo farmacoldgico y/o no farmacoldgico, como por g emplo nutricional,
considerando ademés fomentar una optima biosintesis de AGPCL a partir de sus
precursores.
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Dentro de los blancos terapéuticos a explorar, derivados de esta investigacion,
estaria principalmente la relacion GSH/GSSG, la que, seguin los resultados de esta tesis,
debe mantenerse bajo rangos fisioldgicos Optimos para permitir una adecuada
desaturacion. Por tanto, como recomendacién preliminar estaria una dieta que fomentara
la biosintesis de GSH y con un potencial antioxidante que a su vez ayudara a mantener
un 6ptimo status REDOX intracelular del tejido hepético.
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ANEXOS

9.1.- Presentaciones a Congresos
Se realizd una presentacidn a Congreso cuyo resumen se presenta a continuacion.

Presentado en & Congreso Ciencia Joven 2011 realizado en la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile, con motivo del X1V aniversario del ICBM. Santiago, Chile
(2011):

9.1.1.- ESTRES OXIDATIVO Y ALTERACION DE LA BIOSINTESIS DE ACIDOS
GRASOS POLIINSATURADOS DE CADENA LARGA EN ENFERMEDAD POR
HIGADO GRASO NO ALCOHOLICA

Gormaz JG! Rodrigo R? 'Doctorado en Nutricion Facultad de Medicina U de Chile
2Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, ICBM, U de Chile.

Introduccién: En la enfermedad por higado graso no alcohdlica (EHGNA) se observa
una disminucién en los niveles tisulares écidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(AGPICL) w-3 y w-6, lo cua se podria explicar por una mayor lipoperoxidacion y una
menor biosintesis, producto de la inhibicion de las enzimas A6 y A5 desaturasas, donde
el estrés oxidativo seria clave. Objetivo: Evaluar el efecto del estrés oxidativo hepatico
sobre la actividades de las enzimas A6 y A5 desaturasas. M aterialesy métodos: Estudio
caso-control en ratas (wistar) obesas, insulino resistentes con EHGNA, inducida por
dieta de cafeteria (dieta hipergrasa), pareadas con un grupo control eutréfico normopeso
carente de la enfermedad. Se determinaron actividades hepaticas de las enzima A6 y A5
desaturasas, y su correlacion con estrés oxidativo tisular mediante: estatus REDOX
(relacion GSH/GSSG), lipoperoxidacion (MDA), capacidad antioxidante celular
enzimatica (actividades SOD, CAT y GSH-Px). Resultados. Se encontraron
correlaciones de Spearman inversas entre las actividades de las enzimas desaturasas A6
y A5 y pardmetros de estrés oxidativo y correlaciones de Spearman directas entre dichas
actividades y parametros de capacidad antioxidante. EI grupo con EHGNA manifesto
una menor actividad desaturasa y mayores niveles de estrés oxidativo en comparacion al
grupo control (Test U- de Mann-Whitney). Conclusiones: El estrés oxidativo disminuye
labiosintesis de AGPICL- w-3 y w-6 en tgjido hepatico.
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