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RESUMEN
La enfermedad hepatica no alcohdlica (NAFLD) persiste como uno de los principales
desordenes hepaticos a nivel mundial. Estda ampliamente aceptado que es el tipo de
lipido, mas que la cantidad depositada en las células lo que determina el dafio celular.
El colesterol y los acidos grasos libres saturados son lipidos nocivos que se acumulan,
sin embargo, existen algunos lipidos valiosos que podrian contrarrestar los efectos de
aquellos con propiedades nocivas. Gran parte de este conocimiento surge de estudios
que investigan el efecto de un solo acido graso, no obstante, la combinacién de acidos
grasos, tal y como se obtiene en la dieta, no se han abordado de manera adecuada.
En el presente trabajo, nos enfocamos en averiguar el efecto celular de dos mezclas
diferentes de acidos grasos, una con una alta proporcion de acidos grasos saturados
y otra con alta proporcion de acidos grasos insaturados (tipo Mediterraneo) en un
modelo celular con esteatosis. Se trataron hepatocitos primarios de ratones
alimentados con una dieta Western o tipo occidental (dieta alta en grasas y
carbohidratos) con ambas mezclas de acidos grasos durante 24 h. Los datos obtenidos
muestran claramente que solo la mezcla con alto contenido de acidos grasos
insaturados indujo una disminucion del contenido de triglicéridos (47,5%) y colesterol
(59%) en los hepatocitos esteatdsicos mediante la proteccion celular asociada a la
disminucion de EROS y dafo oxidante. En cambio, la mezcla de acidos grasos
mayoritariamente saturados no mostro efectos, conservando altos niveles de
colesterol, triglicéridos y dafio oxidante. En conclusion, los resultados muestran que la

mezcla de acidos grasos de tipo mediterraneo ejercio proteccion celular para la



esteatosis al disminuir los triglicéridos, el colesterol, el contenido de EROS y el dafo

oxidante.
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ABSTRACT
Non-alcoholic fatty liver disease remains as one of the main liver disorders worldwide.
It is widely accepted that is the kind of lipid, rather than the amount deposited in the
cells that determines cell damage. Cholesterol and saturated free fatty acids are
deleterious lipids when accumulated but, in contrast, there are some valuable lipids that
could counteract those with harmful properties. Much of this knowledge arises from
studies using a single fatty acid, but the effects of a combination of fatty acids, as
obtained by diet has been poorly addressed. In the present work, we were focused to
figure out the cellular effect of two different mixes of fatty acids, one with high proportion
of saturated fatty acids, and another one with high proportion of unsaturated fatty acids
(Mediterranean-like) in a cellular model of steatosis. Primary mouse hepatocytes from
animals fed with a western diet (high fat and carbohydrates diet), were treated with both
mixes of fatty acids for 24 h. Our data clearly show that only the high unsaturated fatty
acid mix induced a decrease in triglycerides (47.5%) and cholesterol (569%) content in
steatotic hepatocytes mediating cellular protection associated to the decrement of ROS
and oxidative damage. The mixture of high saturated fatty acids exhibited no effects,
preserving high levels of cholesterol and triglycerides and oxidative damage. In
conclusion, our results show that Mediterranean-like mix of fatty acids exerts cellular
protection in steatosis by decreasing triglycerides, cholesterol, ROS content and

oxidative damage.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El higado es uno de los principales 6érganos del cuerpo que se encarga de diversos
procesos fisioldgicos, tales como: metabolismo de lipidos, colesterol, carbohidratos,
soporte inmunolégico, control endocrino, detoxificacidon de endo y xenobioticos y la
sintesis de sales biliares (Trefts, Gannon, & Wasserman, 2017). Ademas, de ser el
principal érgano secretor en la produccion de la mayoria de las proteinas del plasma,
entre las que incluyen: hormonas, proteinas acarreadoras, apolipoproteinas, factores
de la coagulacion y fibrindlisis.

El higado esta conformado por varios tipos celulares de diferente origen embrionario
que incluyen: células epiteliales biliares, estelares, de Kuffer, sinusoidales endoteliales
y hepatocitos. Estas ultimas conforman el principal tipo celular del higado (Jungermann
& Katz, 1989).

Debido a sus diversas funciones, el higado se encuentra constantemente bajo
agresiones causando alteraciones en las funciones normales del 6rgano, como por
ejemplo el metabolismo de lipidos, el cual se lleva a cabo en los hepatocitos y
comienza con el aumento en la acumulacion de trigliceridos (TG) asociado al desarrollo

de la enfermedad hepatica (Kuntz, 2006).

1.2 Enfermedad hepatica no alcohdlica
Una de las enfermedades mas comunes en el higado en personas que consumen
menos de 10-20 g de alcohol al dia, es la enfermedad hepatica no alcohdlica (NAFLD,

por sus siglas en inglés). Desde hace algunos afios, varias organizaciones de salud la



han considerado como parte de la definicion del sindrome metabdlico, cuya condicion
es asociada a la obesidad, resistencia a la insulina e hipertrigliceridemia (Byrne &
Targher, 2015; Tiniakos, Vos, & Brunt, 2010).

Por otro lado, la esteatosis es una condicién que se ha establecido como una de las
principales caracteristicas de la NAFLD. Esta se define como un aumento en la
acumulacion de lipidos en forma de vesiculas dentro del citoplasma de los hepatocitos,
mayor del 5%. Las principales formas de lipidos que se forman en las vesiculas de
grasa son triglicéridos (TG), los cuales constan de 3 acidos grasos unidos por un
glicerol. En un estado normal, los TG en los hepatocitos se obtiene a través de tres
vias: tejido adiposo (60%), lipogénesis de novo, (30%) y TG de la dieta que se
transportan a través de los quilomicrones al higado, cuya contribucion es del 15-20%
(Hodson & Gunn, 2019). Hasta ahora se sabe que el aumento en la acumulacién de
acidos grasos en los hepatocitos aumenta diversas vias metabdlicas, pero una de las
principales es la lipogénesis de novo, la cual contribuye con el desarrollo de la
esteatosis hepatica (Y. Wang, Viscarra, Kim, & Sul, 2015).

No obstante, la dieta, también ha sido considerada como uno de los principales
factores desencadenantes de la formacion de esteatosis. Especificamente, el exceso
de calorias en forma de acidos grasos saturados y carbohidratos han sido los
principales desencadenantes del dafio metabdlico (Green & Hodson, 2014; Musso,
Gambino, & Cassader, 2009). El exceso de acidos grasos que provienen de la
lipogénesis de novo, asi como del tejido adiposo desencadenan lipotoxicidad en los
hepatocitos. La lipotoxicidad se establece cuando los lipidos activos formados a partir

de la sintesis de acidos grasos producen: colesterol libre, lipidos complejos,



intermediarios de la sintesis de TG, tales como DAG (diacil gliceroles), ceramidas,
entre otros (Musso, Cassader, Paschetta, & Gambino, 2018). Estos intermediarios
lipidicos se les ha asociado con el desarrollo de estrés oxidante y estrés del RE
(reticulo endoplasmico), apoptosis e inflamacion, mecanismos del paso de NAFLD a
esteatosis no alcoholica (NASH).

La historia natural de la progresion de la enfermedad hepatica consta de una variedad
de condiciones metabdlicas que van desde la NAFLD, pasando por la NASH
(esteatohepatitis) y finalmente cirrosis hepatica. Anteriormente, la teoria de dos dafos
explicaba que la esteatosis era una condicidn de vulnerabilidad para desencadenar un
estado de inflamacion que podia provocar fibrosis y cirrosis, desarrollando asi una
etapa mas avanzada de la enfermedad, la NASH (Buque, Aspichueta, & Ochoa, 2008).
Aunque esta teoria proponia que la esteatosis y la resistencia a la insulina
desencadenaban la progresion a NASH, actualmente se sugiere que la NASH es una
consecuencia de multiples condiciones que actuan en paralelo como factores
genéticos, metabolismo anormal de lipidos, estrés oxidante y del estrés del RE,
disfuncion mitocondrial, respuesta alterada del sistema inmune y un desbalance en la

microbiota intestinal (Kutlu, Kaleli, & Ozer, 2018; Noureddin & Sanyal, 2018).

1.3 Estrés del reticulo endoplasmico

La lipotoxicidad generada en los hepatocitos durante la esteatosis puede
desencadenar estrés del RE en el higado. El RE es el principal sitio en donde se lleva
a cabo el almacén de calcio, metabolismo de carbohidratos, sintesis y plegado de

proteinas y sintesis de lipidos, cuyas enzimas estan localizadas en las membranas del



organelo. Ademas de ser una de las principales vias secretoras de proteinas. El estrés
del RE se desencadena cuando hay un aumento de proteinas mal plegadas en el RE.
Este aumento provoca la activacion del sistema de respuesta a proteinas mal plegadas
(UPR), el cual activa tres sensores localizados en la membrana del RE. El factor PERK-
elF2a (factor de iniciacion en la traduccion en eucariotas), ATF6 (factor activador de la
transcripcion 6) e IRE1 (enzima requeridora de insositol 1). El sistema UPR es
mantenido en estado inactivo a través de chaperonas y de la proteina de unién a
inmunoglobina (BiP) que estan unidas a la membrana del RE. Cuando ésta
nmunoglobulina se disocia de la membrana se inicia la sefalizacion conducente a
detener la traduccion de los mRNA con la disminucion del ensamblado de los
ribosomas. La senalizacion de UPR comienza con la activacion de IRE1a, que tiene
una actividad dual de cinasa serina/treonina y endoriblonucleasa, que genera la forma
activa de Xbp1s regulando la expresion de genes que aumentan la capacidad de
plegamiento, degradacion y secrecion de proteinas. Seguido de la activacion de ATF6
la cual produce un factor de transcripcion que media la respuesta adaptativa al
plegamiento de las proteinas regulando el control en la calidad de las proteinas (Han
& Kaufman, 2016; Song & Malhi, 2019). El sistema UPR a su vez también regula la
homeostasis del metabolismo de lipidos con la activacidon de diversas vias regulando
la lipogénesis, esteatosis hepatica y la secrecién de las lipoproteinas de muy baja

densidad (VLDL) (Han & Kaufman, 2016).

1.4 Daio por estrés oxidante



Otro importante efecto del exceso de acidos grasos en los hepatocitos es la produccién
de especies reactivas de oxigeno (EROS) que desencadena estrés oxidante. El estrés
oxidante se define como un desbalance entre la produccion de EROS vy las defensas
antioxidantes que desencadena una disrupcidn en la sefalizacion redox y dafo
molecular (Ore & Akinloye, 2019). Las EROS son sustancias que contienen Oz que al
ser quimicamente reducidos produce radicales libres como el radical hidroxilo (OH),
perdxido de hidrogeno, lipoperdxidos, entre otros. En condiciones normales, los acidos
grasos son oxidados a dioxido de carbono y agua para producir energia y reducir el
contenido de lipidos en los hepatocitos. La concentracion de EROS en estas
condiciones es minima y su concentracion puede ser efectivamente controlada por el
sistema antioxidante. Cuando las concentraciones de EROS son altas, la célula no
puede remover o neutralizar estos productos. Este aumento en las concentraciones de
EROS puede inducir muerte celular en los hepatocitos por la activacion de vias de
sefalizacion especificas e inducir la peroxidacion de lipidos.

El estrés en las células hepaticas se da a partir del aumento en los niveles de acidos
grasos principalmente de la transferencia de los acidos grasos de cadena larga a la
via oxidativa en la mitocondria. En ésta las reacciones oxidantes convierten los
cofactores NADH y FADH a NAD y FAD lo cual libera electrones en exceso y producen
EROS que se acumulan y hacen que el sistema antioxidante sea incapaz de

metabolizar (Takaki, Kawai, & Yamamoto, 2013).

1.5 Efecto de una dieta alta en grasas en la NAFLD



Diversos estudios experimentales en roedores han utilizado dietas altas en grasas para
inducir NAFLD y NASH para simular el desarrollo de esta enfermedad en humanos.
Algunos de los efectos que han mostrado este tipo de dietas ha sido el desarrollo de
esteatosis hepatica, hinchamiento en hepatocitos, obesidad e inflamacion lobular, asi
como resistencia a la insulina (Luo et al., 2016; Machado et al., 2015; Van Herck,
Vonghia, & Francque, 2017). Sin embargo, al parecer el consumo de grasa en si no es
suficiente para inducir el desarrollo de etapas mas tardias de la enfermedad (Machado
et al., 2015).

El uso de dietas altas en grasas en animales de experimetacion se ha limitado debido
a su poca similitud con el desarrollo de la enfermedad hepatica en humanos, no
obstante, su uso se ha transformado con otro tipo de dietas modificando su contenido
nutrimental. Asi, una de estas dietas modificadas, es la dieta Western, llamada asi, por
tener los nutrimentos mas consumidos en los paises desarrollados (Nazni, 2014). Las
caracteristicas de esta dieta son: una alta cantidad de carbohidratos simples (mayor
del 30%), asi como de grasa saturada y colesterol. Esto debido a el alto consumo de
alimentos industrializados y procesados que se consumen en paises desarrollados
debido al cambio en los estilos de vida que han provocado el aumento en el consumo
de acidos grasos saturados (Mancini et al., 2015; "Pianeta Nutrizione kids: international
pediatric conference on food, physical activity, growth and well-being : Milan, Italy. 25-
27 June 2015," 2016; Wellington et al., 2019).

Una importante revision sistematica encontré que en 18 ciudades de 27 paises el 50%

de la poblacién consumia mas del 10% de acidos grasos saturados, que de acuerdo



con las recomendaciones internacionales excede su ingesta para poder prevenir
enfermedades cronicas (Harika, Eilander, Alssema, Osendarp, & Zock, 2013).

Los acidos grasos saturados son definidos como acidos carboxilicos con varias
cadenas de carbonos que un solo enlaces entre los atomos de carbono. Estos pueden
ser sintetizados endégenamente o se pueden adquirir a partir de la dieta. Algunos de
los acidos grasos saturados mas abundantes en los tejidos y plasma de humanos son
el acido palmitico (16:0), acido estearico (18:0) y acido miristico (14:0) (Skeaff,
Hodson, & McKenzie, 2006). Estos se encuentran en alimentos como las carnes y
productos lacteos. Sin embargo, diversas organizaciones han denunciado que el
aumento en el consumo de alimentos industrializados como galletas, comida rapida y
harinas refinadas, ha propiciado el aumento del consumo de acido palmitico y miristico
en la dieta (Voelker, 2011). Estudios con el perfil de acidos grasos tanto en plasma
como en higado de personas y animales de experimentacién con NAFLD encuentrarén
que son el acido miristico y palmitico los acidos saturados mas asociados a esta

enfermedad (X. Wang, Cao, Fu, Guo, & Zhang, 2011; Yamada et al., 2015).

1.6 Efecto de la dieta tipo Mediterranea en la NAFLD

La dieta de tipo Mediterranea se ha considerado una dieta anti-diabética y anti-
inflamatoria por diversas publicaciones cientificas (Deligiannidou et al., 2019; Widmer,
Flammer, Lerman, & Lerman, 2015). Esta dieta llamada asi por ser una dieta que se
consume en los paises de la region Mediterranea la cual consiste en un alto consumo
de vegetales, pasta, vino, pescado y semillas de origen vegetal como las nueces,

almendras y aceite de olivo. Muchos de estos alimentos contienen una gran cantidad



de sustancias antioxidantes y aceites con omega 3 y oléico. El consumo de este tipo
de dieta en pacientes con NAFLD y NASH mejora las condiciones metabdlicas
causadas por esta enfermedad (Ryan et al., 2013). Ademas, en personas que
consumieron este tipo de dieta de manera habitual por 1 afo las concentraciones en
plasma de acidos omega 3 y oleico aumentaban y las del acido palmitico disminuian
(Mayneris-Perxachs et al., 2014).

Los acidos grasos omega 3 son un grupo de acidos grasos que se dividen en: acido
docosahexaenoico (DHA 22:6w3), eicosapentanoico (EPA 20:5w3) y acido alfa
linolénico (ALA 18:3). Estos acidos grasos se clasifican en el grupo de los
poliinsaturados por tener dos o0 mas dobles enlaces en sus cadenas que van de 18 a
22 carbonos. Debido a su importancia tanto bioloégica como estructural se ha
considerado a el grupo de los omega 3 como acidos grasos esenciales, es decir se
requieren consumir en la dieta.

Por otra parte, el acido oleico (18:1) es un acido graso monoinsaturado cuya estructura
contiene una larga cadena de carbonos con un solo enlace. El acido oléico forma parte
de las de la mayoria de las membranas de todo el organismo tanto en humanos como
en mamiferos (Bermudez et al., 2011). Se encuentra en forma abundante en el aceite
de olivo el cual se consume en grandes cantidades en la dieta Mediterranea. Los
estudios in vitro han encontrado que este acido puede revertir los efectos causado por
el acido palmitico en hepatocitos. Como lo demuestra Chen y col; en ratones y
hepatocitos que la estimulacion con la mezcla de acido palmitico y oleico aminoraban
y revertian la lipotoxicidad, inflamacion y estrés del RE causado por el acido palmitico

(X. Chen, Li, et al., 2018). En humanos, el consumo de acido oléico en personas con



NAFLD disminuye la esteatosis e inflamacion (Assy, Nassar, Nasser, & Grosovski,
2009; Hussein et al., 2007).

Se ha encontrado que la estimulacion con los acidos omega 3 tiene un efecto protector
en la formacion de esteatosis y antiinflamatorio en hepatocitos (Albracht-Schulte et al.,
2019; Kang et al., 2018; Scorletti & Byrne, 2013). Estudios in vitro con hepatocitos
tratados con acidos omega 3 han mostrado una menor formacion de depoésitos de
lipidos a través de la disminucidn en la expresion de genes lipogénicos (Kaur,
Cameron-Smith, Garg, & Sinclair, 2011).

Si bien, los estudios con hepatocitos han encontrado que la estimulacién con acidos
grasos saturados desencadena alteraciones metabdlicas, cambios moleculares,
similares a la enfermedad hepatica en humanos, existe cada vez mas informacion
acerca de los efectos diferenciales dependiendo del tipo y concentracion del acido
graso, como se demostro en el estudio de Geng y col; que al estimular con varios tipos
de acidos grasos saturados en concentraciones fisiolégicas encontraron que los
efectos variaban de acuerdo con el tipo de acidos graso (Geng et al., 2013). Otro
importante estudio con hepatocitos mostré que la adicion de varias proporciones de
acidos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados regulaba la expresion de genes
de las vias de sintesis de acidos grasos de diferente manera a la proporcién y
concentracion (L. Chen et al., 2014). Estos resultados demuestran que el efecto de los
acidos grasos en células hepaticas depende mas del tipo de acido graso y su
concentracion. Es por eso por que el objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de
dos proporciones de acidos grasos saturados e insaturados en hepatocitos con una

sobrecarga de lipidos en ratones alimentados con una dieta western.



2. JUSTIFICACION

La enfermedad hepatica no alcohdlica es considerada una de las enfermedades con
mayor incidencia asociada a la obesidad en nuestro pais. El desarrollo de esta
enfermedad va de esteatosis a esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis. Siendo las primeras
etapas de esta enfermedad, como la esteatosis, reversibles al dafio. La esteatosis es
una condicion la cual se ha encontrado es generada por el aumento en la entrada de
acidos grasos saturados en la célula. Este aumento de acidos grasos en la célula
provoca lipotoxicidad la cual es asociada al desarrollo de otras condiciones
metabdlicas como: inflamacion, apoptosis, estrés oxidante y del estrés del RE.

La dieta ha sido uno de los principales factores asociados a la prevencion o al
desarrollo de esteatosis y enfermedad hepatica. A este respecto, las dietas altas en
grasa se han utilizado para generar modelos en animales de experimentacién con
NAFDL y NASH. Una de estas, es la dieta Western, llamada asi por tener los
componentes nutrimentales de una dieta con patrones alimentarios de paises
desarrollados con altos consumos de alimentos procesados. Por otro lado, se ha
encontrado que las personas que consumen una dieta de tipo Mediterranea tienen una
menor ocurrencia de enfermedades cronicas y menor incidencia de enfermedad
hepatica. Esto se ha evidenciado por el alto consumo de diversas sustancias entre
ellas la de los acidos grasos: oleico y omega 3. Aunque en sus consumos también
incluyan alimentos que contiene acidos grasos saturados. Hasta ahora, los estudios
del efecto de los acidos grasos en hepatocitos han sido, la mayor parte de ellos, con
los acidos en forma aislada y no en concentraciones fisiologicas. Debido a esto resulta

de gran importancia estudiar los efectos de los acidos grasos en mezclas, con una
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proporcion similar a la que consume en una dieta, sobre células con sobrecarga de

lipidos.

3. HIPOTESIS
El cambio en la proporcion de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados inducira proteccion a hepatocitos con sobrecarga de lipidos inducida

por una dieta tipo Western.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Analizar el efecto de dos mezclas de acidos grasos saturados e insaturados en un

modelo celular con sobrecarga de lipidos inducido por una dieta alta en grasa.

4.2 Objetivos especificos

¢ Comparar el efecto de dos mezclas de acidos grasos sobre la acumulacién de
lipidos en hepatocitos obtenidos de ratones alimentados con una dieta alta en
grasa y una dieta normal (Chow).

¢ Evaluar el efecto de las dos mezclas de acidos grasos en la respuesta al estrés
oxidante.

¢ Evaluar el comportamiento de proteinas relacionadas a la inflamacion y de
estrés de reticulo endoplasmico por la administracidén de las mezclas de acidos
grasos.

¢ l|dentificar las proteinas secretadas diferencialmente por el estimulo de las dos

mezclas de acidos grasos en hepatocitos de raton.
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¢ Analizar las vias celulares alteradas por la estimulacion de las 2 mezclas de

acidos grasos en ciltivo primario de hepatocitos.

5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 Animales y dieta

Todos los animales fueron tratados de acuerdo con los lineamientos de cuidado y
manejo de animales de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 NIH vy la
autorizacion de la comision divisional de ética de la DCBS AUM-I. Se utilizaron 20
ratones de 8-10 semanas de edad de la cepa BALB/c, los cuales fueron separados en
dos grupos. El primer grupo fue alimentado con una dieta tipo Western (ssniff EF R/M
acc TD88137 mod, catalog # E15721-34, 10 mm pellets. ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest, Germany) por 7 dias. El segundo grupo recibié una dieta control (ssniff EF R/M
CD88137 Control, catalog #E15720-04, 10 mm pellets), con los mismos
micronutrientes contenidos en la dieta Westen, excepto que los componentes

aterogénicos fueron removidos. Todos los animales recibieron agua y dieta ad libitum.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Cultivo primario de hepatocitos

Los hepatocitos fueron obtenidos de acuerdo con la metodologia previamente
publicada (Gomez-Quiroz et al., 2008). De manera breve se anestesio el animal con
Avertina, el higado se perfundié con 30 mL de solucion salina balanceada Hanks
(HBSS) libre de Ca2+y Mg2+, con HEPES 10 mM, pH 7.4, etilglicol (B-aminoetil1-eter)-
N,N,N,N acido tetraacético (EGTA) 75 mM, a 37 °C, con una velocidad de perfusion

de 3.8 mL/min. En el segundo paso de perfusion se utilizaron 50 mL de colagenasa
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tipo | al 0.1% en medio Williams con NaHCO3 25mM y HEPES 10 mM, pH 7.4 a una
temperatura de 37°C, en esta fase se recupero el higado para obtener los hepatocitos
en medio de cultivo.

El higado perfundido se homogenizé en medio Williams suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (SFB), antibiético y antimicético (medio de adhesion). La suspension
celular se centrifugd en un gradiente de densidad con Percoll. El sobrenadante se retird
y el botdn contenido se resuspendio en medio de adhesion. Las células viables fueron
sembradas a una densidad celular de 1.3 x 106 células/cm? las cuales se mantuvieron
en incubacion a 37°C en una atmosfera controlada de CO? al 5%. Para determinar la
viabilidad se realizé un conteo con azul de tripano.

Los hepatocitos primarios fueron tratados con 2 mezclas de acidos grasos, las cuales
contenian los mismos acidos grasos, pero en proporciones diferentes. La mezcla 1
contenia una alta proporcion de acidos grasos polinsaturados y monoinsaturados y
menor de acidos grasos saturados (AGMP), mientras que la mezcla 2 tuvo mayor
proporcion de acidos grasos saturados y menor de poliinsaturados y monoinsaturados

(AGS), como se muestra en la tabla 1.

Tipo de acido graso Mezcla AGMP Mezcla AGS Catalogo
% %

Acido Palmitico 57 60 P0500

Acido Miristico 0.5 1.5 M3128

Acido Palmitoléico 1 3 P9417

Acido Oléico 27 23 01008

Acidos grasos n-3 14.5 6.5 GNC
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(EPA/DHA 7:2)

Tabla 1.- Composicion de las mezclas de acidos grasos.

5.2.2 Tratamientos

Las mezclas de acidos grasos fueron administradas al cultivo celular en una
concentracion de 100 uM de acuerdo con la composicidon reportada en plasma de
participantes expuestos a una dieta con un alto contenido de grasas saturadas y
personas que viven en el area del Mediterraneo (Najbjerg et al., 2013) (Saadatian-Elahi
et al., 2009), por 24 h. La preparacion de las mezclas de acidos grasos partié de una
solucion stock a 100 mM de acido palmitico y miristico (>99% pureza y adquiridos por
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) disueltos en etanol al 100% a 70°C, mientras
que el acido oléico, palmitoléico n-3: acido docohexaenoico, (DHA), y el acido
eicosapentaenoico (EPA); (7:2 EPA/DHA, GNC ) fueron disueltos en etanol al 100% a
40°C. Previamente, la albumina (libre de acidos grasos, SigmaAldrich) fue preparada
en medio William a 25 mg/mL, con un pre- calentamiento a 40°C hasta disolvier y filtrar
(0.45 um). La conjugacion de las mezclas de acidos grasos (2 mM) y la BSA (25
mg/mL) se hizo toda la noche a 40°C, para al final estimular a las células con el

conjugado 100 mM AG/BSA (1.25 mg/mL).

5.2.3 Pruebas de funcionalidad hepatica
La actividad sérica de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina

aminotransferasa (ALT) se detrminaron utilizando un analizador automatico de quimica
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clinica (Spotchem EZ, Arkray USA Inc, Minneapolis, MN, USA) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5.2.4 Acumulacién de acidos grasos

La acumulacién celular de acidos grasos se llevo acabo con la tincidn de rojo oleoso
(rojo O), la cual es sensible a lipidos neutros (Hernandez et al., 2015). Las células
fueron sembradas en cajas de Petri de 35mm, después de los tratamientos fueron
lavadas con H2O deionizada para luego ser fijadas con paraformaldehido por 1 h, tras
terminar el periodo fueron tefidas con una solucion 0.2% de rojo O (Sigma-Aldrich,
Inc) por 4 h para luego ser lavadas. Los nucleos fueron contra-tefiidos con
hematoxilina, cuyas imagenes fueron obtenidas por micrografia Axioscope microscope

(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany).

5.2.5 Determinacion del contenido de triglicéridos (TG)

El contenido de TG se realizé utilizando el ensayo comercial Serum Triglyceride
Determination de Sigma-Aldrich (San Louis MO, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El procedimiento se basa en la hidrdlisis de los TG en glicerol y acidos
grasos libres por la lipasa. Posteriormente el glicerol producido sufre una serie de
reacciones enzimaticas acopladas y genera un producto colorante (quinoneimina) que
tiene una maximo de absorbancia de 540nm. El aumento en la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos de la muestra. Las
muestras se leyeron a una absorbancia inicial de 540 nm y una segunda lectura a una
absorbancia de 540 nm contra la curva patron, siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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5.2.6 Determinacion del contenido de colesterol por el método de Oftaldehido

Se utilizé una curva patrén de colesterol (0-100 ug/mL). 100 uL del lisado celular y la
curva patron se saponificaron con 200 uL de EtOH-KOH 33% a 60 °C por 30 min.
Después se agregaron 600 uL de agua destilada y 2 mL de hexano. Se colectaron 2
alicuotas de un 1mL de la capa superior que contiene el hexano y se puso a secar en
Speed Vac (Savant, Cranbury, NJ USA). Enseguida se afiadieron 800 uL de una
solucion de Oftaldehido/acido acético (0.5mg/mL) y se dejo reposar por 1 min. Pasado
el tiempo de reposo se anadid 1mL de acido sulfurico y la muestra se leyé a una
absorbancia de 550 nm. Finalmente, los datos se normalizaron por cantidad de

proteina.

La cuantificacion de proteina fue determinada con el kit de acido biciconinico (BCA)

(Thermo Fisher Scientific), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5.2.7 Funcionalidad celular por MTT

La prueba de funcionalidad se hizo a través de la técnica de bromuro de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difineiltretrasodio de bromuro (MTT). Esta técnica se basa en
el cambio de coloracién del MTT de amarillo a azul por las deshidrogenasas, cuyas

lecturas de absorbancia fueron a 570 nm.

5.2.8 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (EROS)
La determinacion de las especies reactivas de oxigeno (EROS) fue a través del uso
de dihidroetidio (DHE, 50 uM) por 15 min en oscuridad a temperatura ambiente. La

fluorescencia derivada de DHE fue medida en un Multimodal reader (DTX 880,

16



Beckman Coulter, Inc. Brea, CA, USA) a 520 nm para excitacion y 570 nm para emision

como se reportd anteriormente (Salas-Silva et al., 2020).

5.2.9 Oxidacion de lipidos
La oxidacién de lipidos fue evaluada por la produccion de sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico (TBARS) reportado previamente (Salas-Silva et al., 2020).

5.2.10 Western blot

Se cuantificd la presencia de las proteinas a través de la técnica de Western blot. Se
tomaron 80 pg de proteina total por cada tratamiento, las cuales se corrieron en geles
desnaturalizantes de acrilamida del 8-15%. Posteriormente, los geles fueron
transferidos en una camara de transferencia semi-seca (BIO-RAD) con un amperaje
constante por 1 a 2 hrs, dependiendo de la proteina a transferir. Las membranas
tranferidas fueron incubadas con los anticuerpos primarios (cell signaling)
seleccionados, ver tabla 2. Para después incubarlos por 1 h con anticuerpos
secuendarios anti-conejo y ratén. La intensidad de sefnal de quimioluminiscencia se
detecto a través del equipo Chemi Doc XRS (BIO-RAD). Los datos generados de las
imagenes fueron analizados a través del Image J, graficados y analizados por el

GraphPad Prism v8.
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Nombre anticuerpo Dilucion No de Peso Molecular
catalogo

p-ERK1/2 p44/42 1:500 Mouse 9106 42-44 KDa
ERK 1:1000 Rabbit 9102 42-44 KDa
STAT3 1:1000 Rabbit Ab32500 88 KDa
p-STAT3 Y705 1:1000 Mouse Ab76315 88 KDa
p-JNK Thr183/Tyr185 1:500 Rabbit 9271 46-54 KDa
p-elF2a Ser51 1:1000 Rabbit 3597 38 Kda
ATF6 1:1000 Rabbit 65880 90-100 KDa

Tabla 2.- Lista de anticuerpos usados en el presente trabajo.

5.2.11 Obtencion de proteinas del medio
Después de la obtencion de los hepatocitoslas células funcionales fueron sembradas

a una densidad de 1.3 x 106 células/cm? las cuales se mantuvieron en incubacion a
37°C en una atmosfera controlada de CO: al 5%. La estimulacion con las mezclas de
acidos grasos fue por 24 h en un medio libre de suero. Una vez pasadas las 24 h el
medio se filtré con poro de 0.2 um (Corning 431220) para descartar debris celulares,
posteriormente el filtrado se concentré en un filtro Amicon de 3,000 KDa en una mezcla
con 25 mM de bicarbonato de amonio (sigma-aldrich), centrifugandolo a 4,000 rpm x

8 h. El extracto fue mantenido a -20 ° C hasta su analisis.

5.2.12 Analisis de espectrometria de masas/ masas por cromatografia liquida
(LC-MS/MS)
El analisis de las proteinas provenientes del medio de los hepatocitos fue analizado

por el Interdisciplinary Center for Biothecnology Research Proteomics and Mass
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Spectrometry, de la Universidad de Florida. El analisis consistio en identificar y
cuantificar las proteinas por medio del equipo Orbitrap Fusion (Thermofisher). Las
proteinas fueron concentradas y precipitadas con 10 mL de 25 mM de bicarbonato de
amonio pH 8.0. Cada muestra contenia 30 pg de proteina la cual fue reducida con 40
mM DTT y alquilada con 100 mM de iodoacetamida. La digestién se llevo a cabo con
tripsina (enzima con una relacion (w/w) de 1:100), y desalada con una columna C-18
de fase solida (The Nest Group, INC, Southborough, MA). Se utilizé un equipo con
disociacion de iones por colision (CID) con cada ciclo de MS/MS Orbitrap Fusion Tribrid
Mass Spectrometer system (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) con una
interfaz ultra-perfomance Easy-nLC 1200 system (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany). Se utilizé un total de 2 g de proteina que fue colocada en una pre-columna
100 Accail Pepmap (20 mm x 75 ym; 3 ym-C18) para luego ser separada en un
PepMap RSLC analytical column (500 mm x 75 ym; 2 ym-C18) y separada a una tasa
de 250 nl/min de solvente A (0.1% acido férmico), seguido de un incremento linear de
2% a 40% del solvente B (0.1% acido férmico, 80% acetonitrilo) en 225 min. La
separacion se lleva a cabo incrementando a 98% en 1 min y suspension de 14 min. La
libreria del espectro se produce en una resoluciéon de 120,000 a 200 m/z. El espectro

de masas se operd en el modo de escaneo de 350 a 2000 m/z.

5.2.13 Analisis y busqueda de datos proteémicos
El analisis protedbmico fue a través de la comparacion de la abundancia relativa

utilizando el abordaje libre de etiqueta (LFG por sus siglas en inglés). Se utilizo el
programa MaxQuant software (version 1.5.8.3) y el sistema de busqueda Andromeda

(version 1.6.6.0) que utilizdé Unit prot mus musculus database. Los parametros para el
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sistema de busqueda fueron: carbamidometilacion cisteina como modificaciones fijas,
acetilacion N-terminal y oxidacidn metionina como modificaciones variables, dos
divisiones de proteasas de tripsina permitidas, con una busqueda de péptidos con una
tolerancia de masa permitida 0.07 Da, el principal péptido con una torelancia de masa
0.006 Da, una tolerancia de masa permitida de 40 ppm, la opcidén de “match between
runs” fue activada y la tasa de falsos fue de 1% a nivel de proteina. El programa
Perseus estuvo en combinacion con MaxQuant con 4 muestras biolégicas por cada
grupo. Se analizaron 6 grupos con las proteinas que provenian del medio de
hepatocitos primarios de ratén con las dos dietas: Control (dieta Chow) y Western
(dieta alta en grasa). Los grupos se dividieron en 6: 3 grupos con dieta Chow: no
tratadas (NT), las estimulas con la mezcla AGS y AGMP y 3 en el grupo Western: no

tratadas NT y las estimulas con la mezcla AGS y AGMP.

5.2.14 Analisis estadistico

Una proteina fue considerada como diferencialmente secretada con un fold change
mas alto de 1.5 (FDR=0>05 permutacion basada en t-test Student’t). La identificacion
fue con un minimo de dos péptidos. El porcentaje de coincidencia a nivel de proteina
fue mayor al 93%. La reproducibilidad del analisis de LFQ, el plot scatter y el coeficiente
de correlacion fue basado en las intensidades de LFQ. El promedio del coeficiente de
correlacion de Pearson de las réplicas biologicas resulté en 0.91% 0.03.

Los datos se presentan como la media + SEM con tres experimentos independientes
por triplicado. Las comparaciones en los western blots entre los grupos fueron a través

del analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con una prueba post hoc Tukey-Kramer.
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El nivel de significancia fue de p<0.05. Los datos fueron analizados y graficados con

el programa GraphPad Prism v 8.

6. RESULTADOS

6.1 La dieta Western induce esteatosis y dafno hepatico

Para evaluar el modelo en ratones alimentados con una dieta tipo Western por una
semana, se midié el incremento en el tamano del higado. Los resultados muestran que
el higado de los animales alimentados con una dieta Western presentaron coloracion
palida y hepatomegalia en comparacion con los Chow (Figura 1A y B). Por otra parte,
se evaluo el dafio hepatico a través de las enzimas AST (Figura 1C) y ALT (Figura 1D)
en los ratones alimentados con la dieta Western, las cuales aumentaron

significativamente sus niveles en comparacion con el grupo Chow.
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Figure 1.- Efecto de la dieta tipo western induce disfuncion hepatica y estatosis. A) Higado
de ratones alimentados con una dieta Chow B) Higado de ratones alimentados con una dieta tipo
western alta en grasa, C) Actividad de la enzima alanina aminotranferasa (ALT) y D) Actividad de la
enzima aspartato aminotranferasa (AST). Cada barra representa la mediazEE en al menos 4 ratones
diferentes, *p<0.01 vs Chow diet.

6.2 La dieta Western induce sobrecarga de lipidos en los hepatocitos

Para corroborar la sobrecarga lipidica inducida por la dieta Western en los hepatocitos
se evalud el contenido de lipidos neutros por el ensayo de tincion de rojo O. Las
imagenes muestran que los hepatocitos Western presentaron mayor acumulacion de
vesiculas lipidicas (Figura 2B) en comparacion con las células Chow (Figura 2A). Este
aumento de gotas lipidicas se confirmo con la cuantificacion de los niveles de TG
(Figura 2C) y colesteroles (Figura 2D) presentes en el grupo Western. Los resultados

muestran claramente que la dieta Western induce insuficiencia hepatica y sobrecarga
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de lipidos en el hepatocito, confirmando que estas células representan un buen modelo
de estudio de los efectos celulares de la mezcla diferencial de acidos grasos en

hepatocitos esteatdsicos.
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Figura 2.- Los hepatocitos de ratones alimentados con una dieta Western presentan
sobrecarga de lipidos. Tincion de rojo O de lipidos neutros. A) Hepatocitos de ratones
alimentados con una dieta Chow. B) Hepatocitos de ratones alimentados con una dieta Western,
C) Contenido celular de TG, D) Contenido de colesterol total en células hepaticas. Las imagenes
son representativas de al menos 4 ratones. Barra de referencia de 500 uM (400x magnificacion).
Cada barra representa la media £+ SEM *p<0.01 Chow vs Western.
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6.3 Efecto de las mezclas de acidos grasos en cultivo primario de hepatocitos

Se evaluo el efecto con 100uM de las mezclas altas en acidos grasos saturados (AGS)
y mono Yy poliinsaturados (AGMP) por 24 h en cultivo primario de hepatocitos de
ratones alimentados con dietas Chow y Western (Figura 3 A-F). Las imagenes
muestran que la mezcla AGMP disminuy6 la cantidad de lipidos intracelulares en los
hepatocitos esteatdsicos (Figura 3D) en comparacion con el aumento de éstos,
inducidos por la dieta western no tratadas (NT) (Figura 3B), sin embargo, no hubo
diferencias con la mezcla AGS (Figura 3F). Por otro lado, las células Chow mostraron
un discreto incremento en el contenido de lipidos bajo el tratamiento con la mezcla
AGMP si se compara con las células Chow no tratadas (NT) (Figura 3C), no obstante,
el tratamiento con la mezcla AGS incrementé notablemente el contenido de lipidos
(Figura 3E). Este resultado muestra claramente el efecto inducido por el tratamiento
con la mezcla mediterranea en hepatocitos esteatdsicos. Para ganar mas confianza,
procedimos a medir bioquimicamente el contenido celular de TG y colesterol. La Figura
3G muestra claramente que el tratamiento con AGMP reduce significativamente 2.1
veces el contenido de TG en los hepatocitos Western, por otra parte, se encontraron
hallazgos similares en el contenido de colesterol disminuyendo 1.7 veces con respecto
a los hepatocitos esteatosicos (Figura 3H), sin embargo, con la mezcla de AGS no se
observo ningun cambio, los niveles de TG y colesterol permanecieron similares a los

observados en hepatocitos Western controles.
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Figura 3.- Efecto de las mezclas de acidos grasos en hepatocitos esteatosicos. Contenido
de lipidos neutros determinado por tincion de rojo O. Hepatocitos primarios de raton alimentado
con una dieta Chow A), C) y E); o dieta Western B), D) y F) por 7 dias. Las células fueron tratadas
0 no con una mezcla alta en acidos grasos mono y poliinsaturados (AGMP) o alta en acidos grasos
saturados (AGS) por 24 h. G) Contenido celular de TG y H) Contenido de colesterol total en
hepatocitos. Las imagenes son representativas de al menos 4 ratones. Barra de referencia de 500
uM (400x magnificacion). Cada barra representa la media + SEM de 4 diferentes animales.
*p<0.05, #p< 0.05 Chow vs Western.

6.4 La mezcla mediterranea de acidos grasos mejora la funcionalidad celular y
disminuye el dafno oxidante
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La funcionalidad celular fue evaluada por el ensayo del MTT, el cual mostré una mejora
significativa en la funcion celular en los hepatocitos Western tratados con la mezcla
AGMP en comparacion con las células Western NT (Figura 4), mientras que la mezcla
AGS empeord la funcion celular de los hepatocitos Western.

Dado que el estrés oxidante es uno de los principales inductores de dafo celular en
esteatosis, procedimos a evaluar el contenido de las EROS en células bajo los
tratamientos anteriormente descritos. La figura 5A muestra que sélo la dieta indujo un
notable incremento de EROS en las células Western comparado con los hepatocitos
Chow. La mezcla AGMP redujo significativamente la producciéon de EROS, mientras
que el tratamiento con AGS no indujo cambios significativos en el contenido de EROS
en hepatocitos Western, aun mas, incrementd las EROS en hepatocitos Chow
comparando con las células Chow NT. Estos datos concuerdan con la oxidacién de
lipidos, un marcador bien aceptado de dafno oxidante; la figura 5B muestra que los
hepatocitos Western incrementan las TBARS con respecto a las células Chow NT,
mientras que la mezcla AGMP las disminuye en hepatocitos Western. De forma
interesante la mezcla AGS incrementa las TBARS en las células Chow, sin incremento
significativo en los hepatocitos Western, sugiriendo una especie de saturacion del dafo

oxidante.
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Figura 4. Funcionalidad celular por el ensayo MTT. Hepatocitos Chow y Western tratados con las
mezclas altas en acidos grasos mono y poliinsaturados (AGMP) y saturados (AGS) por 24 h. Cada
barra representa la media £SEM en al menos 4 diferentes ratones, *p<0.05, #p<0.05 Chow vs Western.
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Figura 5.- La mezcla Mediterranea de acidos grasos protege a los hepatocitos con
sobrecarga de lipidos del dafo oxidante. A) Contenido de EROS determinado por el radical
superoxido por la prueba de dihidroetidio, B) Oxidacion lipidica determinada por la generacion
de TBARS. Cada grupo es representado con la media +SEM en al menos 4 diferentes animales,
*p< 0.05 vs Chow, #p<0.05 vs Western.
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6.5 Efecto de las mezclas de acidos grasos en la respuesta inflamatoria y
estrés de reticulo endoplasmico en hepatocitos.

Algunos acidos grasos saturados interfieren con diversas vias de sefalizacion
importantes como la inflamacion, las cuales se ha visto desencadenan la progresion
de esteatosis a esteatohepatitis. Los resultados muestran que algunas proteinas
involucradas en el proceso inflamatorio como como JNK y STAT3 resultaron
incrementadas por la simple presencia de la diesta Western (Figura 6). p-JNK
incrementd su activacioén, sin significancia estadistica, bajo el estimulo de las mezclas
de acidos grasos en hepatocitos Western, este efecto se observd a la inversa para
ERK. Por otra parte, STAT3 parece ser mayor en células Chow bajo el tratamiento con
AGS, caso contrario a lo observado en células Western, esto podria deberse a
mecanismos de adaptacion previamente activados durante el consumo de la dieta
Western.

Debido a que la sobrecarga lipidica se ha visto asociada al desarrollo de estrés de
reticulo endoplasmico, procedimos a evaluar las proteinas involucradas en este
proceso, donde no se encontraron diferencias significativas en el contenido de ATFG6.
No obstante, se observé una ligera disminucion en el contenido de p-elEF2a con la
mezcla AGS en el grupo Western, y en ambos tratamientos en el grupo Chow (Figura
7). Cabe resaltar que la fosforilacion de elF2a. interfiere y atenua la carga de proteinas
previniendo el ensamblado con los ribosomas, dando como resultado menor sintesis

de proteinas y por lo tanto estrés en este organelo.
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Figura 6 .- Cambios en el contenido de proteinas involucradas en el proceso inflamatorio.

Las graficas representan media + SEM con tres réplicas en cada tratamiento. *p<0.05 vs control.
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Figura 7.- Andlisis de proteinas involucradas en el estrés del RE. Las graficas representan media

+ SEM con tres réplicas en cada tratamiento.

6.6 Identificacion de proteinas en el medio de cultivo de hepatocitos primarios
de raton bajo tratamiento con mezclas de acidos grasos.

Adicionalmente, se analizd el secretoma de estas células, especificamente las

proteinas que fueron secretadas por los hepatocitos tratados o no con acidos grasos

a través del método protedmico LC-MS/MS. Los resultados mostraron que las células

con la dieta Chow secretaron 243 proteinas, mientras que en las células tratadas con

la mezcla AGMP se encontraron 68 y con la mezcla AGS 45 proteinas, mostrando que

las mezclas AGMP y AGS disminuyeron significativamente la secrecion proteica en

comparacion con las células control (Figura 8). Por otro lado, en las células Western
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se identificaron 176 proteinas secretadas, mientras que en células tratadas con la
mezcla AGMP 102 y con la AGS 57, teniendo el mismo comportamiento que en las
células Chow donde la presencia de las mezclas disminuye el numero de proteinas
secretadas al medio. Mostrando que las mezclas de acidos grasos disminuyen la

secrecion de proteinas en ambos grupos.
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Figure 8.-Total de proteinas secretadas por hepatocitos de raton al medio de cultivo.
Las células Chow y Western fueron tratadas o no con las mezclas altas en acidos grasos
mono y poliinsaturados (AGMP) o saturados (AGS) por 24 h. Cada barra representa la media
+SEM * p>0.001 vs Chow.
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6.7 Proteinas identificadas en el secretoma

Se hizo un analisis estadistico de contrastes para identificar a las proteinas secretadas
diferencialmente entre los grupos, con un FDR=0.05. Se encontré que en el grupo de
los hepatocitos provenientes de una dieta Chow, la comparacion entre el grupo NT y
las estimuladas con la mezcla AGPM hubo 10 proteinas diferencialmente secretadas,
como se muestra en la tabla 3. Mientras que en la comparacion entre el control y la
mezcla AGS hubo 27 proteinas diferencialmente secretadas (Tabla 4).

En los hepatocitos provenientes de ratones alimentados con una dieta Western, se
encontraron 4 proteinas diferencialmente secretadas en las células tratadas con la
mezcla AGMP en comparacion con los controles (Tabla 5). Para la mezcla AGS se
encontraron 8 proteinas secretadas diferencialmente (Tabla 6).

El analisis a través del software STRING revel6 que tanto la mezcla AGMP y la AGS
compartian vias celulares alteradas con la dieta Chow. Sin embargo, se encontro que
la mezcla AGMP aumento la secrecion de proteinas de la via del sistema inmune como
ruta principal (Figura 9B). Mientras que la mezcla AGS aumento la secrecion de
proteinas involucradas en vias del sistema inmune y en la regulacion del
almacenamiento de lipidos y ensamble de las lipoproteinas de muy baja densidad

(VLDL), comparadas con el grupo NT (Figura 10B).
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Protein IDs Protein Name T-Student Fold Change

1 AOAOR4J135 Selenium-binding protein 2 1.31 5.4
2 A2AE89 Glutathione S-transferase Mu 1 0.96 3.4
3 B8JJNO Predicted gene 20547 1.48 7.3
4 P01027 Complement C3 1.53 8.6
5 P09103 Protein disulfide-isomerase 1.08 4.2
6 P12710 Fatty acid-binding protein, liver 1.12 6.0
7 P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1.09 10.2
8 P16015 Carbonic anhydrase 3 1.08 3.9
9 P35505 Fumarylacetoacetase 1.08 11.7
10 Q61176 Arginase-1 1.24 17.8

Table 3.-Proteinas diferencialmente secretadas en hepatocitos de ratones alimentados con una dieta
Chow vs Chow AGMP
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Protein IDs Protein Name T-Student Fold Change ‘
1 D3YTY9 Kininogen-1 1.08 3.6
2 AOAOR4J135 Selenium-binding protein 2 1.50 9.7
3 A2AE89 Glutathione S-transferase Mu 1 0.97 4.8
4 B8JJNO Predicted gene 20547 1.37 6.1
t5) G3X9T8 Surfeit locus protein 4 0.84 2.7
6 035490 Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 0.91 4.6
7 P01027 Complement C3 1.11 41
8 P06797 Cathepsin L1 0.85 27
9 P07361 Alpha-1-acid glycoprotein 2 1.36 6.2
10 P07724 Serum albumin 0.76 2.5
11 P09103 Protein disulfide-isomerase 1.59 9.8
12 P11589 Major urinary protein 2 0.97 12.9
13 P11672 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 0.93 3.1
14 P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1.10 14.8
15 P16015 Carbonic anhydrase 3 1.32 7.6
16 P21614 Vitamin D-binding protein 0.98 3.9
17 P25688 Uricase 0.73 4.6
18 P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein 1.23 6.8
19 P35505 Fumarylacetoacetase 0.84 2.6
20 P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase 0.73 2.7
21 Q07456 Protein AMBP 0.84 2.8
22 Q58EV3 Major urinary protein 1 0.98 4.8
23 Q60590 Alpha-1-acid glycoprotein 1 0.81 2.6
24 Q61176 Arginase-1 1.63 447
25 Q61646 Haptoglobin 0.82 2.6
26 Q91Y97 Fructose-bisphosphate aldolase B 1.09 7.4
27 EOCXD9 Surfeit locus protein 4 -1.27 5.1

Table 4.-Proteinas diferencialmente secretadas en hepatocitos de ratones alimentados con una dieta

Chow vs Chow AGS.
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Figure 9.- Analisis de las proteinas diferencialmente secretadas con la mezcla de AGMP en
una dieta Chow A) Analisis de la interaccion de proteinas por STRING, B) Principales vias
celulares identificadas.
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B) Reactome Pathways

pathway description count in gene set false discovery rate
MMU-8957275 Post-translational protein phosphorylation 60f 114 3.22e-07
MMU-381426  Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and ... 6 of 129 3.28¢-07 @
MMU-114608 Platelet degranulation 50f 121 7.87e-06
MMU-2168880 Scavenging of heme from plasma 30f19 3.39e-05
MMU-168249  Innate Immune System 8 of 879 5.62e-05 @
MMU-6798695 Neutrophil degranulation 6 of 476 0.00013
MMU-168256 Immune System 9 of 1523 0.00023
MMU-173736  Alternative complement activation 20f6 0.00027
MMU-174577  Activation of C3 and C5 20of 7 0.00032
MMU-1430728 Metabolism 8 of 1685 0.0023
MMU-70263 Gluconeogenesis 20f33 0.0039
MMU-977606 Regulation of Complement cascade 2of 41 0.0055
MMU-71291 Metabolism of amino acids and derivatives 30f 228 0.0095
MMU-174824  Plasma lipoprotein assembly, remodeling, and clearance 2 of 60 0.0095 @&
MMU-1474290 Collagen formation 2 of 89 0.0179
MMU-8957322 Metabolism of steroids 20f126 0.0319

Figure 10.- Analisis de las proteinas diferencialmente secretadas con la mezcla de AGS en una
dieta Chow A) Analisis de la interaccion de proteinas por STRING, B) Principales vias celulares
identificadas.
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En la dieta Western se encontré que la mezcla de AGS aumentd 12 veces la secrecion
de la surfeit locus protein 4, con respecto NT. Mientras, que la mezcla de AGMP
aumentd 8 veces la secrecidon de la proteina Phospholipid-transporting ATPase
comparada con el control, cuya funcién esta involucrada en la entrada de lipidos a las

vesiculas de grasa como una molécula de sefializacién, en el grupo con la mezcla

AGMP (Tablas 5y 6).

Protein IDs Protein Name T-Student Fold Change
1 P01027 Complement C3 1.30 7.9
2 Q61838 Pregnancy zone protein 1.65 13.8
3 Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein 1.25 24.8
4 A OAOM3HEP7 Phospholipid-transporting ATPase -1.38 8.0

Tabla 5.-Proteinas diferenciales secretadas en células hepaticas de ratones alimentados con una
dieta Western vs Western AGMP

Protein IDs Protein Name T-Student Fold Change ‘
1 AOAOR4J135 Selenium-binding protein 2 1.15 5.9
2 B8JJNO Predicted gene 20547 1.32 7.4
3 P01027 Complement C3 1.26 7.5
4 P35505 Fumarylacetoacetase 1.14 9.7
5 Q61176 Arginase-1 1.14 5.2
6 Q61838 Pregnancy zone protein 1.71 13.0
7 Q91XLA1 Leucine-rich HEV glycoprotein 1.14 14.2
8 EOCXD9 Surfeit locus protein 4 -1.73 12.5

Tabla 6.-Proteinas diferenciales secretadas en células hepaticas de ratones alimentados con una dieta
Western vs Western AGS
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7. DISCUSION

Durante lo ultimos afos las investigaciones en cancer han dejado claro que las
malignidades hepaticas son las mas prevalentes entre todos los tipos de cancer
(Henley et al., 2020). Lo cual resulta alarmante, en parte, porque este fendmeno puede
estar relacionado con la alta prevalencia de NAFLD alrededor del mundo (Perumpail
et al., 2017), lo cual parece estar incrementamdo debido al estilo de vida sedentario y
los inadecuados habitos alimentarios. A pesar de que es bien conocido que
practicamente todas las enfermedades hepaticas presentan una historia natural,
iniciando con esteatdsis, esto también puede ser como consecuencia del alto consumo

de grasas y carbohidratos que caracteriza la dieta tipica occidental.

Es este trabajo nos enfocamos en abordar los efectos celulares de dos diferentes

mezclas de acidos grasos en hepatocitos de raton con una sobrecarga de lipidos.

Aunque muchas lineas celulares derivadas de cancer presentan naturalmente
lipogénesis aberrante conducente a la sobrecarga de lipidos (Gerardo-Ramirez et al.,
2019), la expresion genética anomala de estas células podria enmascarar efectos
potencialmente interesantes, particularmente en metabolismo, proliferacién y
sobrevivencia. Para abordar el efecto la de sobrecarga lipidica celular y el impacto del
tratamiento con mezclas especificas de lipidos, usamos un modelo celular adecuado
con sobrecarga de lipidos de origen natural. La dieta Western comercial estandar

provee un alto contenido de grasas y carbohidratos que ciertamente se asemeja a la

38



dieta occidental consumida en México y en paises desarrollados como EU (Batis,

Hernandez-Barrera, Barquera, Rivera, & Popkin, 2011).

Los hepatocitos obtenidos de ratones alimentados con la dieta Western por 7 dias
presentaron una clara sobrecarga de lipidos caracterizada por el incremento en el
contenido de TG y colesterol libre (Figura 2). Los ratones bajo la dieta Western
presentaron incremento en la actividad de AST y ALT vy el caracteristico color palido

del 6rgano indicando disfuncion hepatica debido a la esteatosis (Figura 1).

Nuestro grupo y otros grupos de investigacion hemos reportado que es el tipo de lipido
mas que la cantidad de este, es lo que determina el grado de dafio celular (Dominguez-
Perez et al., 2019; Enriquez-Cortina et al., 2017; Mari et al., 2006), en particular, el
incremento en el colesterol hepatico gobierna la gravedad de las enfermedades
hepaticas (Lopez-Islas et al., 2016; Lopez-Reyes et al., 2018; Nuno-Lambarri et al.,
2016). En nuestro modelo in vitro, mostramos que el contenido de colesterol aumenta
significativamente en hepatocitos. El exceso de colesterol en las células se dirige
particularmente a la mitocondria, induciendo estrés oxidante, fision mitocondrial,
disminicion en la produccion de ATP y sensibilizacién al dafio (Dominguez-Perez et
al., 2019; Mari et al., 2006). El aislamiento de hepatocitos por perfusién con colagenasa
conduce a la preservacion del fenotipo esteatdésico como se mostré en la figura 2. La
sobrecarga de colesterol presenta ademas otro reto, la acumulacion hepatica
persistente podria inducir resistencia a la apoptosis (Dominguez-Perez et al., 2019)

promoviendo la tumorigénesis (Enriquez-Cortina et al., 2017).
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No hay duda sobre el problema de acumulacion de colesterol en el higado. Por lo tanto,
se requiere de nuevas alternativas dirigidas a disminuir los lipidos nocivos,

particularmente las nutricionales.

Se ha publicado extensamente que la dieta Mediterranea, centrada en el consumo de
vegetales con moderadas a bajas cantidades de componentes animales, podria jugar
un papel clave en la prevension de enfermedades cronicas (Sofi, Macchi, Abbate,
Gensini, & Casini, 2010; Trichopoulou et al., 2014). Recientemente se ha publicado
que la dieta Mediterranea provee efectos benéficos en pacientes con NAFLD,
disminuyendo parametros de severidad como el perfil lipidico, indice glicémico,
actividad sérica de enzimas hepaticas, entre otras (Bullon-Vela et al., 2020;

Moosavian, Arab, & Paknahad, 2020).

Enfocados exclusivamente en algunos tipos principales de acidos grasos libres como
los encontrados en plasma de personas que consumen este tipo de dieta (Jenab,
Slimani, Bictash, Ferrari, & Bingham, 2009; Saadatian-Elahi et al., 2009) exploramos a
nivel celular los efectos inducidos por esta mezcla de acidos grasos (AGMP) en
hepatocitos esteatésicos comparado con la mezcla AGS. Es importante enfatizar que
ambas mezclas de acidos grasos estan compuestas con los mismos lipidos pero en

diferente proporcion (Tabla 1).

Puede ser paradojico pero nuestros datos muestran claramente que la presencia de

algunos lipidos puede influir en el contenido de otros. La figura 3, demuestra que los
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AGMP inducen la reduccion del contenido de lipidos en hepatocitos Western, mientras

que los AGS parecen no tener influencia, juzgado por la tincion de rojo O.

Ademas de las funciones nutricionales esenciales, los acidos grasos libres activan
multiples vias de senalizacion, particularmente las relacionadas con el metabolismo
por interaccion con receptores especificos de acidos grasos libres (Hara, Kimura,
Inoue, Ichimura, & Hirasawa, 2013). Es evidente que los AGMP estan activando
cambios en el metabolismo, lo cual no se observd con la mezcla de rica en acidos
grasos saturados. Aunque ambas combinaciones de lipidos tienen los mismos acidos
grasos, la mezcla AGMP tiene mas acidos grasos poliinsaturados omega-3. Algunos
estudios demostraron que la suplementacién de la dieta con acidos grasos
poliinsaturados n-3 en ratones obesos bajo una dieta alta en grasas, reduce el
contenido de lipidos en el higado, normaliza los niveles de TG con una mejora en la
respuesta inflamatoria y disminuye el estrés oxidante, favoreciendo la sensibilidad a la
insulina, efectos similares se han observado en células hepaticas con sobrecarga

lipidica (Kang et al., 2018; Valenzuela et al., 2012).

Es interesante que la mezcla AGMP ejerciera un efecto diferencial controlando los
niveles de TG (Figura 3G) mas que los de colesterol (Figura 3H), aunque ciertamente
el colesterol disminuy6 con el tratamiento con AGMP con respecto a los animales
tratados bajo una diesta Western, sin embargo los niveles de colesterol permanecen
incrementados significativamente cuando se compararon con las células provenientes
de animales con dieta chow NT, la disminucion en los niveles de colesterol se relaciona

con la mejora en la funcidbn mitocondrial evaluada por MTT (Figura 4). Esta
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extensamente reportado que la sobrecarga de colesterol en células hepaticas es,
particularmente, relevante en la funcion mitocondrial. La acumulacion de colesterol en
este organelo induce estrés oxidante y sensibilizacion ante una segunda agrecion

(Enriquez-Cortina et al., 2017; Mari et al., 2006; Nuno-Lambarri et al., 2016).

Los datos muestran claramente que a pesar de la disminucion de colesterol inducido
por el tratamiento AGMP no llega a niveles basales pero si lo suficientemente bueno
para disminuir los niveles de EROS (Figura 5A) y el dafio oxidante evaluado a través
de la lipoperoxidacion (Figura 5B). Aunque se ha observado que la dieta Mediterranea
tiene la habilidad de disminuir las EROS por un mecanismo dependiente de polifenoles
(Abenavoli, Milanovic, Milic, Luzza, & Giuffre, 2019), las porpiedades antioxidantes
provocadas por los acidos grasos mono y poliinsaturados deben revisarse,
particularmente en el contexto de la NAFLD (Abenavoli et al., 2019), como muestran

claramente nuestros resultados.

El aceite de oliva representa la principal fuente de grasa en la dieta Mediterranea, esta
compuesto particularmente de acidos grasos monoinsaturados (principalmente acido
oléico, 55-83 %) y poliinsaturados (4-20 %) (Abenavoli et al., 2019). De hecho, estos
acidos grasos son excelentes captadores de EROS debido a la capacidad de sus
dobles enlaces que reaccionan con sustancias reactivas, nuestros datos proveen
evidencia de que la AGMP induce la disminucion del contenido de EROS vy

lipoperoxidacién celular (Figura 5), inducido por la dieta Western.
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Los acidos grasos poliinsaturados, particularmente los omega 3 han demostrado que
despliegan efectos protectores en el higado, de hecho, es bien conocido que la
nutricion enteral en hospitales esta asociada al deterioro de la funcién hepatica, y los
acidos grasos poliinsaturados omega 3 inducen una mejora hepatica (Bechynska et
al., 2019), el efecto se asocio a la desregulacién de enzimas del Cyp450, esto podria
representar un mecanismo adaptativo tendiente a mejorar los fendmenos de estrés

oxidante.

Aparte de este notable efecto protector inducido por la mezcla AGMP, la mezcla AGS
no ejercié ningun cambio en la sobrecarga de lipidos en los hepatocitos. Como se
esperaba, el tratamiento con AGMP en los hepatocitos con la dieta Western NT
incrementd la carga celular de lipidos por un incremento significativo de TG pero no de
colesterol. El tratamienco con AGS result6 en un ligero incremento en el contenido de

EROS y oxidacion lipidica.

Diversos estudios han evidenciado que los acidos grasos saturados como el palmitico
(16:0) desencadenan una respuesta inflamatoria y de apoptosis en los hepatocitos en
24 h (Joshi-Barve et al., 2007). Esta respuesta inflamatoria se ha encontrado a través
de los receptores tipo Toll (TLR) activados por NFkB, JNK y AP-1. Esta ultimas
pertenecientes a las MAPK cinasas que incluyen a JAK cinus y ERK (L. Chen, Deng,
et al., 2018). Modelos de esteatosis hepatica inducidos con una dieta alta en colina
han mostrado que hay activacién de JNK desde el inicio y es mantenida durante todo

el curso de la dieta (Schattenberg et al., 2006). Los resultados mostraron que las
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mezclas de acidos grasos activaron a JNK comparada con las NT y reprimieron Erk1/2,
lo cual resulta logico dado el papel antagénico de estas proteinas. STAT3 es un
importante factor relacionado a la respuesta inflamatoria el cual activa la transcripcion
de multiples factores genes inflamatorios como el IL-1, TNFa, IL-6 (L. Chen, Deng, et
al., 2018). Nuestros resultados mostraron que las mezclas de acidos grasos (AGMP
en menor grado) activaron a STATS3, lo cual puede estra asociado al proceso
inflamatorio en conjunto con la activaciéon de JNK y apoyado con la ateracion en la via
de la respuesta inmune revelado por el analisis protedmico para ambas dietas (Figuras
9 y 10), por lo tanto, los resultados sugieren el posible desarrollo de una etapa mas
avanzada de la enfermedad como lo es la NASH. La diferencia en la activacion de
STAT3 entre dietas puede deberse a mecanismos de compensacion previamente
activados por la dieta esteatogénica.

El estrés del reticulo endoplasmico es una de las principales vias que se afectan
debido al aumento de acidos grasos saturados en las células hepaticas. El reticulo
endoplasmico es el principal sitio en la sintesis de lipidos. La localizacion de las
enzimas encargadas de la homestasis del colesterol, sintesis de lipidos y formacion
de vesiculas de grasa se encuentran en la membrana del RE (Almanza et al., 2019).
El estrés del RE comienza con la activacion de tres principales proteinas: PERK, IRE1
y ATF6. A su vez, |la fosforilacion de PERK activa a el factor eiF2a que inhibe la sintesis
de proteinas. Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas en la
activaciéon de ATF6 con ninguna de las mezclas de acidos grasos en ambas dietas,

caso contrario a lo observado para p-eiF2a, donde la activacién de esta proteina se
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indujo a causa de la dieta Western. Esto podria sugerir que la sobrecarga lipidica
inducida por la dieta esta evitando la sintesis y transporte de proteinas, traduciéndose
en la generacion de estrés de RE. Tanto esto ultimo como la evaluacion del proceso
inflamatorio mediado por JNK'y STAT3 necesita de mas experimentos para corroborar
estos hallazgos.

Posteriormente se analizaron las proteinas identificadas en el medio de cultivo de los
hepatocitos con las dos dietas. Los hepatocitos son considerados las células mas
importantes para la reactividad de una multipicidad de sefales autécrinas y paracrinas
para una diversidad de sustancias. Algunos estudios han mostrado la importancia de
la interferencia intrahepatica en los tejidos en estados de enfemedad, en especial de
la disrupcion o la conectividad a través de la secrecion de receptores via ligandos entre
células del parenquima y no parénquima (Friedman, 2008; Krenkel & Tacke, 2017;
Xiong et al., 2019).

Los analisis mostraron que las proteinas identificadas en el medio de los hepatocitos
mostraron similitud con las proteinas encontradas en otras investigaciones en
condiciones normales sin estimular (Franko et al., 2019; Slany et al., 2010). Los datos
mostraron que las dos mezclas de acidos grasos indujeron una disminucion en la
secrecion de proteinas comparado con las células NT de ambas dietas. Esta
disminucién de proteinas secretadas por accion de acidos grasos se ha evidenciado
en otros estudios como: Hirsova y col; donde en células de hepatoblastoma y
hepatocitos primarios de ratdn la estimulacion con varias concentraciones de acido
palmitico disminuyé la secrecion de proteinas comparada con las células sin estimulo

(Hirsova et al., 2016). Hasta ahora se sabe muy poco del efecto en la disminucion de
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proteinas secretadas por acidos grasos. No obstante, la técnica libre de marcaje, que
se utilizé para este estudio, es una técnica semicuantitativa la cual podria dar un
resultado no cuantitativo en la identificacion de las proteinas totales. Aun estos
resultados podrian evidenciar el efecto en la disminucion de proteinas secretadas por
acidos grasos.

Los resultados del analisis proteémico diferencial mostraron que en hepatocitos con la
dieta Chow la mezcla de AGMP secret6 diferencialmente a FABP comparada con la
dieta Chow NT. Se sabe que FABP regula la circulacion de lipidos en el citoplasma y
funciona como un sensor que podria tener efectos interesantes en la esteatosis
(Chmurzynska, 2006; Newberry et al., 2008). La mezcla alta en acidos grasos mono y
poliinsaturados disminuyo la secrecién de FABP seis veces mas que el control, esto
se apoya con lo reportado con ratones L-FABP - donde la esteatosis hepatica inducida
con una dieta Western se atenud. Asi mismo, redujeron la formacién de vesiculas de
grasa y la activacion de las células estelares, principal estirpe involucrada en el
desarrollo de fibrosis (A. Chen et al., 2013). Con estas evidencias, la disminucion en
la secrecion de FABP por la mezcla AGMP podria estar en correlacién con lo
encontrado en la disminucion de TG en los hepatocitos esteatoticos.

Por ultimo, en hepatocitos con dieta Western, la mezcla AGMP secretd a ocho veces
mas a el receptor Phospholipid-transporting ATPase comparada con el control. Este
receptor tiene como funcidn la regulacion del transporte de lipidos (Paulusma & Oude
Elferink, 2006), lo cual explica la disminucion de TG en hepatocitos esteatoticos con
esta mezcla. Estos experimentos del analisis protedmico requieren de validacion y

analizar las otras proteinas secretadas por esta mezcla de acidos grasos.
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8. CONCLUSIONES

Los resultaron mostraron que la combinacion de proporciones aumentadas de acidos
grasos monoinsaturados y acidos grasos poliinsaturados ejercen efectos de proteccion
celular controlando los niveles de TG y colesterol y disminuyendo la produccion de
EROS y dafio oxidante en hepatocitos con una sobrecarga de lipidos inducida por el
consuno de una dieta tipo occidental (Western). EI consumo de una mayor
combinacion de acidos grasos mono y poliinsaturados y bajo contenido de acidos
grasos saturados induce un efecto portector en hepatocitos esteatdsicos, conduciendo
a una Optima funcion celular por la disminucion del estrés oxidante. Ademas de
encontrar en el secretoma proteinas que participan como receptores del La ingesta
de AGMP podria ser un potencial tratamiento adyuvante en las enfermedades del
higado graso mediando el transporte de lipidos intracelulares y evitando su
acumulacion. Aunque el estudio in vitro se limita a los efectos en hepatocitos, la
validacion en modelos in vivo y mas aun en humanos seria de gran interés para

establecer una intervencién de apoyo dietético en el tratamiento de la NAFLD.
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Introduction and objective. Non-akohalic fatty hver disease remams as one of the mam hver dsorders
workiwxde Riswxdely accepted that is the kund of lipad, rather than the amount depasited m the cells that
determunes cell damage. Chaolesteral and s d free fatty aads are deleterious hpxds when accumu-
Lated but, in contrast, there are some valuable hpxds that coukd counter act thase with harmful properties
Much of this knowledge anses from studies using 2 single ftty aad but the effects of 2 combmation

:::A'“ of fatty acds, as obtained by diet has been poorly addressed In the present work we were focused
MUFA © figure out the cellular effect of two different moes of fatty acxds, one wath high propartion of satu-
Medtarrmeandiet rated fatty aads, and another ane with high proportion of unsaturated Gtty acxds (Medterranean ke
Western dies m a cellular model of steatosis Material and methods. Primary mouse hepatocytes from anmmals fed
NARD wath 2 western diet (hagh fat and carbohydrates diet), were treated with both moes of fatty acxds for
24h Results Owr data clearly show that only the high unsaturated Gtty aad mx mduced 2 decrese
m trg lycerxdes (47.5%) and chaolesteral (59%) content in steatotic hepatocytes mechating cellular pro-
fection assoaated to the decrement of ROS and axxdative damage. The muxture of high saturated Gatty
aads exhibited no effects, preserving high levels of chal d and des and cadatve damage.
In condusion, our results show that Medterranean-like mux of fatty acxds exerts cellular protection mn

steatasis by decreasing tng lycerxdes, cholesteral, ROS content and oxadative damage.
© 2020 Fundacin Clinxca Médica Sur, AC. Pubhished by Elsevier Espafia S1LU This is anopen access
article under the CCBY-NC-ND hcense (http: | creatvecommons org/ beenses/by -nc-nd/40))
1. Introduction We and others have reported that is the type of lipid, rather

than the amount that determines the severity of the disease [5-7)

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) remains asone of the
main liver disorders workdwide, with increasing prevalence every
year | 1) tis associated with metabolicd sorders, such as diabetes,
dyslipide mia, metabolic syndrome, or obesity | 2| but ako to the
consumption of fatty foods, particularly those rich in cholesterol
saturated free fatty acids (FFA) and carbohydrates suchas western-
style diet [3.4)

AdMvewasions: NARLD Noo-alcobolic Quy bver dsease; NASH Noo-akooholic
heprus, TG Trgh de; HMPFA, Hgh mono and pdyunsanwaed GQuy
acds; HSFA, Hgh propormons of satwraed Quy aods, MUFA Monounsawrned
Lmy auds; PUFA, Polyunsanerated ety aads, FFA, Free Qay 20, AST, Aspartate
Amenotesierase . ALT, Alnene wansierase, ROS Reactne Oxygen Speces; TBARS,
Thecdarbatw aad-reacine subsunces
* Correspondung xahos
E-mail adfress: leg g mu am mx (LE Come2-Quires |

s | o org) 10.1016)) aohe p 200 06.005

In this context, high cholesteral overload in hepatocytes seems
to be the main cellular poxious stimulus in NAFLD particularly
because cholesterol tar gets mitoc hondriainducing oxidat ivestress,
ATP decrement and susceptibility to cell death due to a second
hit |5.7) such as alcobol taxicity | 8] obstructive cholestasis [9)
or deficiencies in signaling pathways, such as HGFfc-Met [10]; as
a consequence oxidat ive stress is exacerbated increasing damage
and, eventually, leading to carcinogenesis [6).

Diet could also be the counterbalance in NAFLD particularly due
tothe differential lipid content. It is recognized that Mediterranean
diet is rich in monounsaturated and polyunsaturated fatty acids
(MUFA and PUFA, respectively) which in addition present antioxi-
dant properties, among others [11]

Diet is a determining factor that influences the concentration
and composition of fatty acids in plasma and for instance, in the
liver. Some studies have shown that certain fatty acids alone or
in combination induce significant changes in liver physiology and

1665-2681)0 2020 Rndacda Qinkca MEdka Swr, AC Publshed by Elsevier Espala SLU Ths 5 an open access amicle under the CC BY-NC-ND boense (hup
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pathophysiology. Hepatic cells treated with palmitic acid and n-3
PUFA increased the expressionof genes related with beta axidation,
diminishing the taxic effects of the palmiticacid | 12| Inprimary rat
he patocytes stimulated with oleic acid in the presence of palmitic
acid alleviated ER stress induced by palmitic acid [13]

There is evidence that high levels of palmitic, palmitoleic and
myristic fatty acids in hepatic tissue fram mice with steatosis i
correlated with severity of NASH |14, similar findings have been
reported in patients with NASH where high content of palmitic,
myristic, palmitoleic, vaccenic and oleic acids were found in liver,
this FFA mix was toxic in both human primary hepatocytes and
in HepG2 cell line | 15] Furthermore, in terms of nutrition, dietary
fatty ackls come in complex combinations which can vary greatly
in the cantent of SFA, MUFA or PUFA

Inthe presentwork, we werelocused to study thecellular effects
of two different combinations of fatty acids, where the proportion
of them was variable, to explare the differential response in lipid
overloaded hepatocytes fraom mice fed with a western diet, as a
mouse modelof NAFLD.

2. Materials and methods
2.1. Expaimental design

All animal procedures were carriad out accarding to the guide-
lines of the NIH Guide for the Care and the Use of the Laboratory
Animals and Univerisidad Autonoma Metropolitana Ztapalapa
(UAM-1) animal facility guide. The research was approved by the
ethical committee of the UAM-1 Twenty 8-10 weeks okl BALBf¢
mice were randomly separated in two groups The first ane was
fed with a western diet (ssnifl EF R'M acc TD88137 mod cata-
log % E15721-34, 10 mm pellets ssnifl Speziakliaten GmbH, Soest,
Germany) for 1 week. The second group was fed with contral diet
(ssnill EF R/M CD88137 Contral, catalog #E15720-04, 10 mm pel-
lets), the nutrient contents are the same that the western diet,
exceptthat the atherogenic componen ts were removed All animals
recenved water and diet ad hbitum.

2.2 Analysisofliver Jundion

Serum activity of aspartate aminotransferase (AST), and alanine
transferase (ALT) weredetermined by using automated analyzer for
clinical chemistry (Spotche m EZ Arkray USA Inc, Minneapolis, MN,
USA) bollowing manufacturers instructions Blood samples were
obtained by coauthor SSS_in the perfusion procedure, as follows

2.3 Primary mouse hepatocytes solation, purification and
culture

Hepatocytes were solated from mice by the two-step collage-
nase perfusion technique, followed by isodensity purification in
percoll gradient, as we previously described | 16). Briefly, mice were
anesthetized with avertin, perfusion was performed in the mouse
liver through the inferior vena cava via the right atrium, at this
pointblood was collected The organwas perfused 5 minwith Hank”
balanced solution wjo calcium and magnesium containing 10 mM
HEPES and 02mM EGTA followed by 10-15min perfusion with
William's medium E containing 10mM HEPES and 0032 collage-
nase H(0.19 Ujmg) (Boehringer Mannheim Biochemica)

Hepatocytes were seeded at 2.13 x 105 cells per en¥ either in
Lab-Tek chambered slides or 10-cm dishes (Nalge, Nunc) in the
Ham’s F- 12/Dulbecco’s modified Eagle’s basal hepatocyte growth
medium supple mented withITS+ (Collaborative Research) (insulin
625mg/ml transferrin 625 mg/ml seleniows ackd 625ng/ml
bovine serumalbumin 1.25 mgiml 2 mM glutamine, 30 mg/ml pro-
line (Gibco Inc). 1| mg/ml galacase (Gibeo), 18 mM HEPES, 1| mM

Tadlet

Famy ac uds composimon ofthe Twoe e s
FA HAPFA HSFA Sgea-Aldach

X Y Camaog ¥

Paeunic 57 60 POS00
Mysst 05 15 A28
Pabeoen e i 1 3 7
Olesc 27 23 o108
a-3PUFA 145 65 E2001)D2534
(EPA/DHA, 712)

sodium pyruvate (Gibco). 1.4 x 1072 M sodium bicarbonate (Gibeo)
and 102 fetal bovine serum (Hyclone Laboratories, Inc, Logan, UT).
Alterd h attach ment, the medium was replaced by serum-free basal
hepatocyte growth medium. The fallowing day, cells were treated
with diflerent mix of FFA according to Table 1. All reagents were
purchased from Sigma-Akdrich (St Louis, MO, USA), except when
otherwise stated.

Primary hepatocytes were treated with both FFA mixtures, the
first one contained high proportions of saturated FFA (HSFA) and
the second mixture contains high proportion of FFA manounsat-
urated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) and it is referred as
(HMPFA) as Table | shows All FFA were supplied by Merck and Co.
(Kenllworth, N], USA) Treat ments were carried out using 100 p M,
final concentration, of eaxch FFAmixture, for 24

24. FFA mix formulation

Cell cultures (80% confluence ) were under serum free media
containing 12 antiblotics for 12h at 37°C, 5% CO,. FFA mix for-
mulation was based on previous repaort | 17| FFA (all >99% purity
and purchased from Sigma-Akdrich, Saint Louis, MO, USA) mixes
were prepared as follow: 100 mM stock of Palmitic acid and Myris-
tic acid were dissolved in 1002 ethanol at 70 °C, meanwhile aleic,
palmitoleic acids and PUFA n-3: docasahexaenoic ackd (DHA) and
eicasapentaenaic ackl (EPA); (7:2 EPAJ/DHA ) in 1002 ethanol at
40 C. Previously, albumin (fatty acids free Sigma-Aldrich) was pre-
pared in William medium (25 mg/mL), prewarmed at 40 C until
salve and filtered (0.45 pm) Theconjugationol BSA-FFAw as added
to a prewarmed 25 mg/ml BSA solution and 2mM of two mixes
fatty acids overnight (40 'C) The conjugated mix was added to a
pre-warmed media (40°C) to achieve a final FFA mix concentra-
tion of 100 pM Mix of FFA was based on the re ported composition
in human plasma of participants exposed to adiet witha highcon-
tent of saturated fat | 18] and persons living in the Medite rranean
area|19) The mixtures induded same fatty acids with two differ-
ent proportions of SFA, MUFA and PUFA n-3, as Table | depicts. The
graphical experimental design is depicted in Supplementary Fig.
S

25. Redoilstaining

Neutral lipids cellular content was assayed by red 0il O staining
as previously published |20 Briefly, cells were seed in ¢cham-
ber slides, after treatments, cells were washed with ice<old PBS
and then fixed with paraformaklehyde for one h Then, cells were
stained with 0.2% ail red O solution (Sigma-Aldrich, Inc) for 4h.
Cells were washed three times with isopropanol for 10 min. Nuclei
were counterstained with hematoxylin Microphotography was
obtained in an Axioscope micrascope (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germany)

26. Cell Junctionality by MIT

Cell functionality was addressed by the 34 5-dimethylthiazol-
24125 diphenyltetrazolium bromide (MTT) test, using the
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Vybrant MTT Cell Prolifer ation Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA ) fallowing manufacturer's instructions.

2.7, Reactive axygen spedes determination

Reactive oxygen species (ROS) cellular content was determined
by dihydroethidium (DHE, 50 M) fluorescence, for 15 min, in the
dark at room temperature as we previously reparted (21| DHE-
derved Nuorescence was recorded in a Multimodal reader (DTX
880, Beckman Coulter, Inc. Brea, CA, USA) at wavelength 520 nm
for exdtationand 570 nm for emission Data is reported inarbitrary
fluore scence units (ARU)

2.8 LipMd peravidation

Lipid peroxidation was assayed by the production ol thiobarbi-
turkc ackl-reactive substance s (TBARS Jusing specrophotometry as
described previously [21)

2.8 Proteincontent determination

Protein content was determined using the bicinchoninic acid
(BCA)L kit (Thermo Fisher Scientific) accarding to manulacturer’s
instructions.

3. Statistical Analysis

Data are presented as mean =SEM of at Jeast three indepen-
dent experiment s carried out by triplicate. Comparisons between
groups were made using Student’s ! test, Mann Whitney and
Tukey-Kramer test. GraphPad Prism 8 saltware for OSX was used
to run analysis. Differences were considered significant at p < 005,

4. Results

We fed BALB/¢ mice with either westem or control diet for
seven days. As Fig |B shows, livers from animals under westem
diet exhibit the characteristic pale colar of steatosis, comparing
with control diet( Fig 1A)even mare, these animals presented high
serum activity of AST and ALT, two well-accepted markersof liver
damage (Fig 1Cand D) confirming liver injury due to high lipid
diet consumption

Due to the main objective of the present work was to figure out
the impact of different combination of FFA in the lipid-overbaded
hepatocyte, we proceeded to liver perfusion and he patocytes iso-
lation and culture (Supplementary Fig S1)

To confirm the lipkl overload in hepatocytes, neutral lipids were
assessed by the oil red O staining, he patocytes from animals under
western diet showed increased lipid content in comparison with
hepatocytes from contral mice (Fig 2A and B). To gain more con-
fdence, we confirmed cellular lipkd accumulation biochemically
by measuring both triglycerides (TG) and cholesterol content. TG
increased 2.65-fold (Fig 2C) and chalesterol 498-fold (Fig 2D) in
western diet hepatocytes regarding control

Results clearly show that westerm diet induces liver impairment
and lipid overloaded hepatocytes, confirming that these cells rep-
resent a good model to study the cellular effects of differential FFA
mixture in steatotic hepatocytes

Cells from both groups of animals, were treated with 100 pM
aof HMPFA or HSFA mixes of FFA (Table 1) for 24 h Interestingly,
the treatment with HMPFA for 24 h remarkably decreased the lipid
content (Fig 3D) induced by western diet consumption( Fig. 3B
but no differences were abserved in HSFA-treated cells (Fig 3F)
Cantrolcells showed aslight increment in lipkl content under the
treatment with HMPFA judged by oil red O staining comparing
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with not treated control cells(Fig WAL however these cells treated
With HSFA abserved a notable increment in lipid content (Fig JE)
These results clearly show a favorable effect induced by the FFA
Mediterranean-like mix treatment in steatotk he patocytes

To gain more confidence, we proceeded to blochemically mea-
sure both TG and cholesterol cellular content Fig G clearly shows
That HMPTA tre atment significantly reduces 2. 1-fold the TG contemt
in westem hepatocytes, similar indings were found in cholesterol
decreasing 1710k regarding westermn hepatocytes (Fyg TH) but
HSFA mix did not abserve any change, remaining TG and chalesterol
values similar to those observed in western hepatocytes

Cellular functionality, addressed by MTT assay, revealed a sig-
nificant improvement in cell function in westermn hepatocytes
treated with HMPFA mix comparing with not treated westem cells
(Fig AL whide HSFA mix worsened cell function of western he pato-
cytes

Togain mechanistic enlight enments, and due to oxidative stress
I one of the main inducers of cell damage in steatosis aswe previ-
ously published [6.7 | we proceeded to measure the ROS contentin
cells under different treatments as previously reported |6} Fig A
shows a remarkable increment in ROS in western cells compared
with contral hepatocytes, consistent with our previous findings
HMPEA mix remarkably reduced ROS production, while HSFAtreat -
ment did not induce significant changes in ROS content in westem
he patocytes, evenmore, it increased the ROSincontrol hepatocytes
comparing with not treated cells. These data were in agreement
with lipid peroxidation. a well-accepted marker of oxidative dam-
age. Nig 5B shows that western hepatocytes increased 208 7% the
TBARS regarding control cells, while HMPEA tre atment decreased
them 52% regarding westem hepatocytes Interestingly, HSFA
Increased TBARS incontrol cells, wit hno significant change inwest -
em hepatocytes suggesting a Kind of saturation in the axklative
damage
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5. Discussion

Recently, it has been published the last annual report to the
nation on the status of cancer |22) this dossier deaves clear that
liver malignancies are the most prevalent among all types of can-
cers This is alarming. In part, the phe nome non could be related to
the remarkable prevakence of NAFLD, not only in USA but workl-
wide [27) whikh seems to be increasing particularly by sedentary
lifestyle and inadequate dietary behaviors. Although, it is well
known that practically all liver diseases present a natural history
starting with steatosis this could also be as 4 consequence of the
high consumption of fat and carbohydrates cCharacter zing the typ-
Kalwestern diet

In the present work, we were aimed 1o address the cellular
elfects of different mixes of dietary FEA in lipkd-over boaded primary
mouse he patocytes

Although many cance r-de rived cell lines naturally present aber-
rant lipogenesis leading to lipkd overload |24 the anomalous gene
expression of these cells could mask potential interesting eflects,
particularly in metabolisme proliferation or survival. To address
both, the elfect of cellular Npkl overload, and the impact of the
treatment with specific lipkls mixtures, we used a proper cellular
model with naturally occurring lipkd overload. Standard commer-
clal western diet (ssniff, E15721-34) provides high content of fat
and carbolwdrates (crude far 21.2%; cholesterol, 207 1% and car-
bohydrates 33 2%) certainly resemblingt he western dietconsumed
in Mexico and developed countries such as USA | 25)

Hepatocytes obtained from mice fed with western diet for one
week presented a clear lipid overload characterzed by increased
content of TG and ree cholesterol (Fig 2) Mice under western diet
presented increased serumactivity of AST and ALT and the charac-
teristic pale color of the organ, indicating Iiver dysfunction due to
the steatosis (g 1)
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We and others have reported that is the kind of lipid r ather than
the amount of them that determines the grade of cellular damage
|5.6.9). particularly the increment in he patic cholesteral govemns
severity of liver diseases aswe previously repaorted [8,9.26) In our
in vitro model, we show that cholesterol is significantly increased
(5-fold) in he patocytes The excess of cholesterol in cells particu-
larly targets mitochondria inducing axidative stress, mitochondria
fission, decrement in ATP production and sensitization to damage
|5.7] Hepatocytes isolation by the two-step collagenase perfusion
leads to the preservation of the steatotic phenotype, as we clearly
show (Fig 2) Cholesterol averload in addition, represents another
challenge, persistent liver accumulation could induce apoptosis
resistance |7 promoting tumorigenesis, as we recently reported
16]-

There is no doubt regarding the problem of liver cholesteral
accumulation. New alter natives directed to decrease noxious lipids
are required, particularly nutritional ones.

It has been extensively published that the Medite rranean diet
which is plant-centric, but moderate to low amounts of animal
companents, could play key role in chronic disease prevention
|27-29). Recently, it has been published that Mediter ranean diet
also provides beneficial effects in patien ts with NAFLD, diminishing
parameters of severity such as lipid profile, glycemic index, serum
liver enzymes activity, among others |30.31)

Focused exclusively in some the maintypes of FFA suchas those
find in plasma in persons who consume Medite rranean diet [ 1932,
weexplared, at the cellularlevel, the effects induced by this FFA mix
(HMPFA) an steatotic he patocytes, comparing wit ha satur ated FFA
mix (HSFALItis important to e mphasize that both FFA mixtures are
compased withthe same lipids but with differentcontent (Table 1)

1t could be paradoxical but our data dearly show that the pres-
ence of same lipids could influence the content of others. Fig 3
depicts that HMPF Ainduces lipid conte nt reductioninwestemhe p-
atocytes, while HSFA seems to have no influence judged by oil red
staining

In addition to essential nutritional functions, FFA activate mul-
tiple signaling pathways, particularly those related to metabolism,
by interacting with specific FFA receptors |33] It is evident that
HMPFA are activating changes in lipid metabolism or mobility,
effect not observed with the saturated-rich mix. Although, both
lipid combinations have the same fatty acids, the HMPFA has more
n-3 PUFA Some studies have shown that dietary supplementation
with n-3 PUFA in abese mice under a high fat diet reduces hepat ic
lipid content, normalize TG with an improvement in the inflam-

matory response and decreasing oxidative stress, flavoring insulin
sensitivity, same effects have been observed in hepatic cells with
lipid overload |34-36)

Itis interesting that HMPFA exerted differential effect preferent
controlling TG (Fig. 3G) rather than cholesterol (Fig 3H) although
cholesterol certainly decreased with the HMPFA treatment regard-
ing untreated animal under western diet, cholesteral levels remain
significantly increased when comparing wit heells from control diet
fed mice however, the decrement in cholesterol was related to an
improvement inmitochondrial function judged by MTT test(Fig 4).

It has been extensively published that cholesteral overload in
hepatic cells is particularly relevantin mitochondrial functionality.
Cholesterol accumulates in this organelle inducing oxidative stress
and sensitization to a second insult [56.9]

Our data clearly show that, although the deaement of choles-
terol induced by HMPFAtreatment, itdid not reachbasal values, but
it was good enough to decrease ROS content (Fig 5A) and oxidative
damage, judged by lipid peroxidation(Fig 5B)Although, it has been
observed that Mediterranean diet has the ability to decrease ROS
by a palyphe nol -depe ndent mechanism |37 |, the antioxidant prop-
erties elicited by mono or polyunsatur ated FFA should be revisited,
particularly in the context of NAFLD as recently published |11 and
a8 our results clearly show.

Olive ail represents the main fat source in the Mediterranean
diet, it is composed particularly of monounsaturated fatty acids
(mainly oleic acid, 55-83%) and polyunsaturated fatty acids (4-20%)
|11} in fact these FFA are excellent ROS scavengers due to the
capacity of their double bonds to react with reactive substances,
our data provide evidence that the HMPFA induced a decrement
in ROS content and cellular lipid peroxidation (Fig 5) mediated by
the western diet.

PUFA particularly n-3, have demaonstrated todisplay protective
effects in the liver, in fact, it is well known that enteral nutrition in
hospitals is associated to deterioration of liver function, n-3 PUFA
induced animprovement in the liver |38 the eflect was associated
to the downregulation of Cy pd50 enzymes, this could represent an
adaptive mechanism tending to improve oxilative stress phe nom-
ena.

Aside this remarkable protective effect induced by HMPFA, the
HSFA mix did not exert any change in lipid-overbaded hepato-
cytes. As expected, treatment with HSFA in control he patocytes
increased cellular lipid overload by a significant increment of TG
but not cholesterol HSFA treatment resulted in a slight increment
in ROS content and lipid peraxidation.
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6. Conclusion

Qur results show that combination of inaeased proportions of
MUFA and PUFA exert cellular protective eflects by contralling the
levels of TG and cholesteral and decreasing the ROS production and
the oxidative damage in he patocytes with lipid overload induced
by the feeding of a western diet. Consumption of increased com-
bination of MUFA and PUFA and low content of saturated FFA,
induces a protective effect in steatotic he patocytes, keading to the
improvement of cellular function by deaeasing oxidative stress.
The ingestion HMPFA (or Mediterranean-like diet) could poten-
tially be agood adjuvant treatment in fatty liver diseases. Although,
the in vitro study is confined to the effects inthe he patocytes valida-
tionin in vivo models and. evenmore in humans woukd be of great
interestto stablishdietarysupportive intervention in thetreatment
of NAFLD.
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