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“Nada en la vida es para ser temido, es solo para ser comprendido. Ahora es el

momento de entender mds, de modo que podamos temer menos”

Marie Curie
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Resumen

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacion anormal o excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud. Esta patologia, ademas, es uno de los
principales factores de riesgo para la resistencia a la insulina o la diabetes tipo II, la
enfermedad de higado graso no alcoholico, las enfermedades cardiovasculares, la
hipertension, los accidentes cerebrovasculares y varios tipos de cancer. The World
Obesity Federation indico que para el ano 2035, se estima que el 54 % de la poblacion

adulta mundial presente alguna de estas patologias.

La obesidad es debida fundamentalmente a un desequilibrio entre la ingesta de
calorias y el gasto energético. El exceso de energia, que normalmente proviene del
aumento del consumo de grasas saturadas y aztcares refinados, se almacenara en forma
de triglicéridos en el interior de los adipocitos, favoreciendo la sintesis de nuevos acidos
grasos (lipogénesis de novo) y disminuyendo la capacidad de la B-oxidacién de los acidos
grasos. Ademas, esta patologia favorece el desarrollo de resistencia a la insulina, que
afecta negativamente a la captacion, el metabolismo o el almacenamiento de glucosa por
parte de los tejidos diana como el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo.
Todas estas alteraciones generan diferentes complicaciones en el organismo como son
la inflamacion, lipotoxicidad, disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo, entre otras.
Otro aspecto importante sobre el efecto deletéreo del desarrollo de la obesidad, y que
ha cobrado gran importancia en la actualidad, es que los ambientes obesogénicos
promueven una alteracion de la microbiota intestinal, produciendo lo que se conoce
como disbiosis. En general en individuos obesos, se ha comprobado que existe un
aumento de la proporcion Firmicutes/Bacteroidota que provoca un mayor
aprovechamiento de la energia calorica a partir de la fermentacion de glucidos

dietéticos, los cuales pueden ser utilizados para la lipogénesis hepatica.

Actualmente, los principales tratamientos para la obesidad estan centrados en
intervenciones que contribuyan a disminuir el aporte o a aumentar el gasto energético.
Entre estas estrategias, las mas recomendadas son la restriccion de la ingesta dietética o
la realizacion de ejercicio fisico. Ademas, se deben modificar tanto la calidad como la
naturaleza de los alimentos. En este sentido, es recomendable combinar la ingesta de
compuestos bioactivos que puedan potenciar los efectos metabdlicos asociados a la

pérdida de peso. Estos componentes bioactivos pueden obtenerse a partir de la
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elaboracion de extractos funcionales procedentes de vegetales, que puedan
administrarse como nutracéuticos. Resulta de especial interés, la obtencion de estos
compuestos bioactivos a partir de residuos de la industria agroalimentaria como podrian
ser las semillas que han perdido su capacidad de germinacién, y que terminan siendo
tratadas como un residuo. Esto proporcionaria valor afladido a estos nutracéuticos, ya
que contribuirian a la sostenibilidad medioambiental a través del concepto de economia
circular. En algunas ocasiones es necesaria la utilizacion de tratamientos
farmacologicos. Entre ellos, en la tltima década, los agonistas del receptor del péptido
similar al glucagon tipo 1 (GLP-1), como la semaglutida, han centrado la atencion de la

industria farmacéutica por su accion antidiabética y frente a la obesidad.

Por todo lo comentado anteriormente, €l objetivo general de esta tesis doctoral

fue contribuir a la prevencion y manejo de patologias cronicas relacionadas con la
obesidad derivadas de habitos alimentarios y de estilo de vida poco saludables a través
de diferentes intervenciones individuales o combinadas (nutracéutico derivado de
semillas y ejercicio fisico vs tratamiento farmacologico) y promover estrategias de

sostenibilidad ambiental.

Para ello, el trabajo de esta tesis doctoral se dividio en dos fases: 1) con el objetivo
de desarrollar en ratas Sprague-Dawley el modelo experimental de obesidad inducido
por la dieta idoneo para el estudio de las alteraciones asociadas como la enfermedad
hepatica no alcoholica, la resistencia a la insulina y disbiosis intestinal; y 2) con el
objetivo de ensayar el efecto de diferentes intervenciones (sobre una aplicacion de
restriccion caldrica): nutracéutico desarrollado a partir de semillas, protocolo de
entrenamiento intervalico de alta intensidad y farmaco agonista del receptor de GLP-1,
en las alteraciones inducidas por la obesidad. Ademas, se estudi6 el efecto combinado
del protocolo de entrenamiento con la administracion del nutracéutico o la

administracion del farmaco agonista del receptor de GLP-1.

En esta primera fase, para el desarrollo idoneo del modelo experimental animal
de obesidad inducido por dieta, se suministré una dieta alta en grasa y fructosa en el
agua de bebida a medio (13 semanas) y largo plazo (21 semanas). Como cabria esperar, el
consumo de esta dieta obesogénica produjo un incremento del peso corporal, asi como,
las esperadas alteraciones asociadas de esteatosis hepatica, estrés oxidativo, resistencia

a la insulina y disbiosis intestinal. La diferente duracion del periodo experimental nos
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mostré que los mecanismos de acimulo de grasa hepatica fueron distintos: mediante la
lipogénesis de novo a medio plazo, o la alteracion del catabolismo de acidos grasos por

B-oxidacion, a largo plazo.

Para conseguir los objetivos de la segunda fase de trabajo, se realizo un screening
sobre 25 semillas vegetales, un residuo de la industria agroalimentaria como la pulpa del
Argania spinosa y las hojas de Salicornia spp. mediante la preparacion de extractos
funcionales (extractos etandlicos y/o hidrolizados proteicos) con el objetivo de
seleccionar aquellos que mostrasen una mayor capacidad antioxidante y rendimiento de
extraccion para la formulacion y el desarrollo de un nutracéutico. Este nutracéutico, fue
sometido a un proceso de digestibilidad in vitro, y se evalu6 su capacidad antioxidante
tanto mediante pruebas quimicas, como en las lineas celulares HT-29 y HepG2. Ademas,
se evalu6 su capacidad para disminuir la acumulacion de triglicéridos y la lipotoxicidad
en la linea celular AMLI12. Finalmente, se identificaron de forma tentativa, los
compuestos y péptidos bioactivos presentes en el nutraceutico mediante UPLC y HPLC,

respectivamente.

En segundo lugar y en base a los resultados obtenidos en la fase anterior, para el
ensayo in vivo, se seleccion6 un periodo experimental de 16 semanas de duracion: 8
semanas de induccion de la obesidad y 8 semanas de tratamiento con la administracion
del nutracéutico, la realizacion del protocolo de entrenamiento y la inyeccion del

farmaco semaglutida.

Los principales resultados de esta fase mostraron una alta capacidad antioxidante
de los extractos funcionales preparados, y un alto rendimiento de extraccion que
condiciono la seleccion de extractos para la formulacion y desarrollo del nutracéutico.
Este nutracettico mostré un amplio perfil de compuestos bioactivos que le confirieron
un potente efecto antioxidante y antiesteatotico. Ademas, el nutrace(itico no mostro
toxicidad celular y el proceso de digestion in vitro realizado confirm6 su alta

bioaccesibilidad.

La administracion del nutracéutico en el modelo experimental animal de
obesidad desarrollado mostré6 una disminucion en la actividad de las enzimas
antioxidantes hepaticas, lo que corroboré su potente efecto antioxidante encontrado en

los ensayos in vitro. Ademas, su consumo produjo una reduccion en la resistencia a la



insulina, disminuyendo el area bajo la curva tras la realizacion de una prueba de
sobrecarga oral a la glucosa, (con mayor eficacia incluso que la administracion del
farmaco semaglutida). Los efectos beneficiosos del nutracéutico también se vieron
reflejados por su efecto antiinflamatorio, la aminoracion del desequilibrio en el
metabolismo lipidico y por su marcado efecto prebidtico al disminuir la proporcion
Firmicutes/Bacteroidota. En cuanto a la administracién del farmaco semaglutida, éste
promovio la reduccion de la esteatosis hepatica, pero mostroé efectos secundarios ya que
tuvo una accion hipercolesterolemiante, asi como, prooxidante en higado, y
proinflamatorio en tejido adiposo y, especialmente, en el colon, donde contribuyo a la
disbiosis intestinal. Por altimo, el protocolo de ejercicio fisico contribuyé de manera
eficaz no solo en la pérdida de peso corporal, sino también en la grasa hepatica a través
de la activacion de las rutas lipoliticas. La combinacion de la practica de ejercicio fisico
con la administracion del nutracéutico y la semaglutida, mejoraron la funcionalidad
cardiopulmonar ya que mejoraron la capacidad aerdbica de los animales; ademas el
protocolo de entrenamiento contrarresto los efectos negativos que la administracion del

farmaco promovi6 sobre el estrés oxidativo a nivel del tejido hepatico.

Finalmente, y a modo de conclusion, podemos decir que todas las intervenciones
ensayadas fueron beneficiosas para el tratamiento de la obesidad inducida por la dieta a
traves de la pérdida de peso corporal o mayoritariamente a traves de los efectos
encontrados a nivel metabdlico. A la dosis ensayada, el nutracéutico podria ser una
importante herramienta terapéutica produciendo efectos beneficiosos a distintos
niveles en el organismo y contribuyendo a recuperar la salud. Este efecto se veria

potenciado por la practica de ejercicio fisico.

Summary

Obesity and overweight are defined as an abnormal or excessive accumulation of
fat that can be detrimental to health. It is also a major risk factor for insulin resistance or
type II diabetes, non-alcoholic fatty liver disease, cardiovascular diseases, hypertension,
stroke and several types of cancer. The World Obesity Federation estimated that 54 % of

the world's adult population by 2035 will have one or more of these conditions.

Obesity is mainly due to an imbalance between calorie intake and energy

expenditure. Excess energy, which normally comes from increased consumption of



saturated fats and refined sugars, will be stored in the form of triglycerides inside
adipocytes, favouring the synthesis of new fatty acids (de novo lipogenesis) and
decreasing the capacity for p-oxidation of fatty acids. In addition, this pathology favours
the development of insulin resistance, which negatively affects the uptake, metabolism
or storage of glucose by target tissues such as skeletal muscle, liver and adipose tissue.
All these alterations lead to various complications in the body such as inflammation,
lipotoxicity, mitochondrial dysfunction and oxidative stress, among others. Another
important aspect of the deleterious effect of the development of obesity, which has
gained great importance nowadays, is that obesogenic environments promote an
alteration of the intestinal microbiota, producing what is known as dysbiosis. In general,
in obese individuals, it has been shown that there is an increase in the
Firmicutes/Bacteroidota ratio that leads to a greater use of caloric energy from the

fermentation of dietary carbohydrates, which can be used for hepatic lipogenesis.

Currently, the main treatments for obesity are focused on interventions that
contribute to decreasing energy intake or increasing energy expenditure. Among these
strategies, the most recommended are restriction of dietary intake or physical exercise.
In addition, both the quality and the nature of food should be modified. In this regard, it
is recommendable to combine the intake of bioactive compounds that can enhance the
metabolic effects associated with weight loss. These bioactive compounds can be
obtained from the production of functional plant extracts that can be administered as
nutraceuticals. It is of particular interest to obtain these bioactive compounds from
waste from the agri-food industry, such as seeds that have lost their germination
capacity and end up being treated as waste. This would provide added value to these
nutraceuticals, as they would contribute to environmental sustainability through the
concept of circular economy. The use of pharmacological treatments is sometimes
necessary. Among them, in the last decade, glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor
agonists, such as semaglutide, have focused the attention of the pharmaceutical

industry for their anti-diabetic and anti-obesity action.

In view of the above, the main objective of this doctoral thesis was to contribute
to the prevention and management of obesity-related chronic pathologies derived from

unhealthy eating habits and lifestyle through different individual or combined



interventions (seed-derived nutraceutical and physical exercise vs. pharmacological

treatment) and to promote environmental sustainability strategies.

To this end, the work of this doctoral thesis was divided into two phases: 1) with
the aim of developing in Sprague-Dawley rats the experimental model of diet-induced
obesity suitable for the study of associated alterations such as non-alcoholic liver
disease, insulin resistance and intestinal dysbiosis; and 2) with the aim of testing the
effect of different interventions (on an application of calorie restriction): nutraceutical
developed from seeds, high-intensity interval training protocol and GLP-1 receptor
agonist drug, on obesity-induced alterations. In addition, the combined effect of the
training protocol with the administration of the nutraceutical or the administration of

the GLP-1receptor agonist drug was studied.

In this first phase, for the ideal development of the experimental animal model of
diet-induced obesity, a high-fat high-fructose diet was fed in the drinking water for the
mid- (13 weeks) and long term (21 weeks). As expected, the consumption of this
obesogenic diet produced an increase in body weight, as well as the expected associated
alterations of hepatic steatosis, oxidative stress, insulin resistance and intestinal
dysbiosis. The different duration of the experimental period showed us that the
mechanisms of hepatic fat accumulation were different: through de novo lipogenesis in
the medium term, or the alteration of fatty acid catabolism by B-oxidation in the long

term.

To achieve the objectives of the second phase of work, 25 plant seeds, a waste
product from the agri-food industry such as the pulp of Argania spinosa and the leaves
of Salicornia spp. were screened by preparing functional extracts (ethanolic extracts
and/or protein hydrolysates) with the aim of selecting those with the highest
antioxidant capacity and extraction yield for the formulation and development of a
nutraceutical. This nutraceutical was subjected to an in vitro digestibility process, and
its antioxidant capacity was evaluated both by chemical tests and in the HT-29 and
HepG2 cell lines. In addition, its ability to reduce triglyceride accumulation and
lipotoxicity was evaluated in the AMLI12 cell line. Finally, the bioactive compounds and
peptides present in the nutraceutical were tentatively identified by UPLC and HPLC,

respectively.



Secondly, based on the results obtained in the previous phase, a 16-week
experimental period was selected for the in vivo trial: 8 weeks of obesity induction and 8
weeks of treatment with the administration of the nutraceutical, the completion of the

training protocol and the injection of the drug semaglutide.

The main results of this phase showed a high antioxidant capacity of the
prepared functional extracts, and a high extraction yield that conditioned the selection
of extracts for the formulation and development of the nutraceutical. This nutraceutical
showed a broad profile of bioactive compounds that conferred a potent antioxidant and
anti-steatotic effect. In addition, the nutraceutical showed no cellular toxicity, and the

in vitro digestion process confirmed its high bioaccessibility.

Administration of the nutraceutical in the developed experimental animal model
of obesity showed a decrease in the activity of hepatic antioxidant enzymes, which
corroborated its potent antioxidant effect found in the in vitro assays. In addition, its
consumption produced a reduction in insulin resistance, decreasing the area under the
curve following an oral glucose overload test (with greater efficacy than even the
administration of the drug semaglutide). The beneficial effects of the nutraceutical were
also reflected in its anti-inflammatory effect, the reduction of lipid metabolism
imbalance and its marked prebiotic effect by reducing the Firmicutes/Bacteroidota
ratio. As for the administration of the drug semaglutide, it promoted the reduction of
hepatic steatosis, but showed side effects as it had a hypercholesterolemic action, as
well as a pro-oxidant action in the liver, and a pro-inflammatory action in adipose tissue
and, especially, in the colon, where it contributed to intestinal dysbiosis. Finally, the
physical exercise protocol contributed effectively not only to body weight loss, but also
to liver fat through activation of lipolytic pathways. The combination of physical exercise
with the administration of the nutraceutical and semaglutide improved cardiopulmonary
function by improving the aerobic capacity of the animals; in addition, the training
protocol counteracted the negative effects of the drug administration on oxidative

stress in the liver tissue.

Finally, and by way of conclusion, we can say that all the interventions tested
were beneficial for the treatment of diet-induced obesity through the loss of body
weight or mostly through the effects found at the metabolic level. At the dose tested, the

nutraceutical could be an important therapeutic tool, producing beneficial effects at

7



different levels in the body and contributing to the recovery of health. This effect would

be enhanced by physical exercise.






1 Introduccion

1.1 Obesidad

1.1.1 Definicion

La Organizacion Mundial para la Salud (OMS) (1) define la obesidad y el sobrepeso
como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud. Esta es uno de los principales factores de riesgo de muchas enfermedades
cronicas, como podrian ser la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, la
hipertension y los accidentes cerebrovasculares, asi como varios tipos de cancer.
Ademas, los nifios que presentan sobrepeso tienen mayor riesgo de vivir con sobrepeso
u obesidad en la edad adulta. La obesidad y el sobrepeso aumentan de forma alarmante
cada afo, triplicandose su prevalencia desde 1975 hasta alcanzar proporciones
pandémicas (1). El diagnostico del sobrepeso y la obesidad se efecttia mediante el indice
de masa corporal (IMC). Este es calculado como el peso corporal (en kilogramos) dividido
entre la altura (en metros cuadrados): kg/m? Este indice sirve como marcador indirecto
de la grasa, y aunque existen otro tipo de mediciones, como el perimetro de la cintura y
la masa grasa central y periférica, se sigue utilizando el IMC para la clasificacion de la
obesidad (1,2). Uno de los principales problemas del IMC es que no da una idea precisa
de la composicion corporal y como esta puede afectar a los riesgos para la salud, es
incapaz de proporcionar la proporcion de peso corporal que consiste en grasa o la
distribucion de esta (2). Sin embargo, las medidas mas precisas de la adiposidad
corporal, como el pesaje subacuatico, la absorciometria con rayos X de doble energia
(DEXA), la tomografia computarizada y la resonancia magnética, no son practicas para su
uso en los encuentros clinicos cotidianos (3). Por lo tanto, el IMC es actualmente el
método estandar aceptado internacionalmente (2). Una persona con un IMC igual o
superior a 25 kg/m?* es considerada con sobrepeso, mientras que igual o superior a 30
kg/m* se considera obesidad. En el caso de los nifios, debe tenerse en cuenta la edad al
definir esta relacion. En 2019, se estima que 5 millones de muertes por enfermedades no
transmisibles (ENT) fueron causadas por un IMC superior al 6ptimo (1), por lo que este
indice puede servir como un predictor de facil accesibilidad para el desarrollo de ciertas

patologias. En funcion del valor de IMC la obesidad se clasifica en (4):

e Sobrepeso (no obesidad), si el IMC es de 25.0 a 29.9 kg/m?.
e Obesidad clase 1 0 moderada, si el IMC es de 30 a 34.9 kg/m*.
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e Obesidad clase 2 o severa, si el IMC es de 35 a 39.9 kg /m?.
e Obesidad clase 3 o morbida, si el IMC es igual o mayor a 40 kg/m?

11.2 Subtipos de obesidad

Entre los individuos con sobrepeso y obesidad se produce una importante
heterogeneidad de fenotipos o subtipos de obesidad, que estan directamente
relacionados con la participaciéon de moléculas, genes y células, ademas de factores
ambientales, sociales y economicos (5). La distribucion de la masa grasa en distintos
sitios del cuerpo exhibe una considerable variacion individual, y esta se modifica con el
envejecimiento. Aunque el principal lugar de deposicion de la grasa es la zona
subcutanea, incluso en este compartimento corporal la distribucion es diferente entre
individuos. Existen claras diferencias entre géneros, las mujeres tienden a acumular
grasa en las regiones glateo-femorales, de ahi el nombre de tipo ginoide, y los hombres
tienden a acumular grasa en el tronco, y principalmente en la zona abdominal, de ahi el
nombre de tipo androide (6). La obesidad central (también conocida como obesidad
visceral) manifiesta un cuerpo en forma de manzana o androide, y confiere un mayor
riesgo de desarrollar complicaciones metabolicas; mientras que la obesidad periférica da
un cuerpo en forma de pera y tiene un fenotipo ginoide asociado a un menor riesgo
metabolico (5). La acumulacion ectopica de grasa, es decir, la deposicion en organos
donde no se almacena una cantidad excesiva de grasa, puede ocurrir en el higado
(enfermedad del higado graso), asi como en otros 6rganos como las células de los
musculos esqueléticos y el pancreas, incluyendo los islotes. Estas diferencias de género
son solo tendencias; las mujeres pueden desarrollar el tipo androide, especialmente
después de la menopausia, y los hombres pueden desarrollar el tipo ginoide. En muchas
personas con obesidad, solo hay un exceso general de acumulacion de grasa con poco o

ningan patron especifico de género (6).

Por otro lado, en funcion del riesgo metabdlico asociado la obesidad puede ser

clasificada en 4 grupos o fenotipos (5,7):

1. Obesos metabolicamente sanos (Metabolically healthy obese, MHO):
aunque todavia no se ha estandarizado una definicion de MHO, este grupo
incluiria a personas con un IMC elevado y un perfil metabdlico saludable:
sensibilidad a la insulina conservada, perfil lipidico favorable y niveles
plasmaticos bajos de citoquinas proinflamatorias.
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2. Obesos metabolicamente anormales (Metabolically abnormal obese, MAO):
individuos con un IMC superior a 25 kg/m? con sobrepeso u obesidad
central y con un perfil metabdlico alterado, englobando las antiguas
caracteristicas del Sindrome Metabdlico (MetS), como hipertension
arterial y aumento del perimetro cintura-cadera, colesterol de
lipoproteinas de alta densidad, triglicéridos, adiponectina y citoquinas
proinflamatorias, asi como, pueden llegar a presentar resistencia a la
insulina. Todo esto se traduce en un mayor riesgo cardiometabdlico.

3. Obesos metabolicamente anormales con peso normal (Metabolically obese
normal weight, MONW): se tratan de individuos con un peso e IMC normal
sin signos visuales de obesidad, pero con alteraciones metabdlicas
similares a pacientes tradicionalmente obesos, incluyendo inflamacion
cronica de bajo grado. Los fenotipos MUO y MONW difieren
genéticamente: en MUO se observan variaciones principalmente en genes
que regulan la ingesta de alimentos, mientras que en MONW genes que
regulan la diferenciacion de los adipocitos, la lipogénesis y la lipolisis.

4. Obesidad sarcopénica (Sarcopenic obesity, SO): se caracteriza por una baja
fuerza y masa muscular y un incremento en la masa grasa debido a
cambios metabodlicos derivados de un estilo de vida sedentario,
alteraciones del tejido adiposo o comorbilidades cronicas. La pérdida de
masa y funcion muscular esquelética se produce generalmente con el
envejecimiento y suele ir acompanada de un aumento relativo o absoluto
de la grasa corporal, lo que favorece el posible desarrollo de la
osteoartritis. Como consecuencia, estos individuos presentan una mayor
tasa de consecuencias adversas para la salud, como caidas y fracturas,
movilidad reducida, mala calidad de vida y hospitalizacion, en

comparacion con los pacientes con obesidad o sarcopenia aisladas.

1.1.3 Prevalencia

Segun una estimacion mundial de 2017 realizada por NCD Risk Factor
Collaboration (NCD-RisC) , unos 650 millones de adultos (de un total de 5500 millones de
personas) padecian obesidad y 1300 millones sobrepeso, definidos como un IMC igual o

superior a 30 y a 25 kg/m?, respectivamente (8). Ademas, se estim6 que el 39 % de los
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adultos mayores de 18 anios mostraban sobrepeso y el 13 % obesidad (9). Generalmente,
la prevalencia de la obesidad es mayor en mujeres que en hombres, y mas frecuente en
los grupos de mayor edad que en los jovenes. En mujeres, la prevalencia de obesidad
oscila entre el 2.7 % y el 65.3 % y en hombres entre el 1.7 % y el 59.9 % (6). Los datos son
cada vez mas preocupantes, pues The World Obesity Federation indicé que el 42 % de la
poblacion adulta mundial padecia de sobrepeso u obesidad en el 2020; esto equivaldria a
que 1900 millones de adultos padecieron de sobrepeso y 810 millones obesidad. Se
estima que para 2035 el 54 % de la poblacion adulta mundial presente alguna de estas
patologias, incrementandose el nimero de adultos obesos por encima de 1500 millones
(10). Segtn la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la prevalencia del sobrepeso varia
segin la region, desde el 31 % en la Region de Asia Sudoriental y la Regién de Africa
hasta el 67 % en la Region de las Américas (1). En cuanto a la poblacion europea, segun
datos aportados por la Comision Europea (European Comission) se estimo6 que el 53 % de
los adultos europeos mostraban sobrepeso en el afio 2019. La proporcion de adultos con
sobrepeso en la Union Europea (UE) vario en 2019 entre el 37 % de Italia y el 58 % de
Croacia en el caso de las mujeres, y entre el 53 % de Francia y el 73 % de Croacia en el
caso de los hombres. En Espana, la prevalencia en mujeres y hombres fue de 46 % y
62 %, respectivamente. Por otro lado, la proporcion de adultos obesos en la UE en 2019
vario entre el 11 % de Italia y el 27 % de Malta en mujeres, y entre el 11 % de Rumania y el
37 % de Malta en el caso de los hombres. En Espana la prevalencia fue de 15 % en

mujeres y 17 % en hombres (9).

1.1.4 Mortalidad

La obesidad se asocia a un aumento significativo de la mortalidad, con una
disminucion de la esperanza de vida de entre 5y 10 anos (11). Segan la OMS, la obesidad
ha alcanzado proporciones pandémicas en todo el mundo, y al menos 2.8 millones de
personas mueren cada ano por sobrepeso u obesidad (12). La obesidad se asocia a un
mayor riesgo de enfermedad y muerte, sobre todo por enfermedades cardiovasculares
(ECV) y cancer. La asociacion entre el IMC y la mortalidad varia sustancialmente entre
poblaciones y causas de muerte, y puede cambiar con el tiempo (11). Flegal et al. (13)
asociaron la obesidad de clase 2 y 3 con una mortalidad por todas las causas

significativamente mayor. La obesidad de clase 1 no se asoci¢ a una mayor mortalidad, lo
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que sugiere que el exceso de mortalidad en la obesidad puede deberse

predominantemente a los niveles mas altos de IMC.

115 Desequilibrio energético

El estudio cientifico de la obesidad ha estado dominado durante todo el siglo XX
por el concepto de equilibrio energético. Este enfoque conceptual, basado en principios
termodinamicos fundamentales, afirma que la energia no puede destruirse, y que un
organismo soOlo puede ganarla, perderla o almacenarla. Su aplicacion en la investigacion
de la obesidad ha hecho hincapié en el apetito excesivo, o la actividad fisica insuficiente,
como principales determinantes de la modificacion del balance energético que conduce
a un aumento excesivo de peso (14). Si imaginaramos el cuerpo como un espacio cerrado
la entrada de energia corresponderia a la ingesta de alimento mientras que la
produccion de energia consistiria en el gasto de energia que termina en la disipacion del
calor producido por el metabolismo (ya sea basico o por los movimientos corporales) o
en excreciones de energia en la orina y las heces. Si las “fuerzas externas” introducen en
el organismo mas alimentos que la produccion total de energia, el contenido de energia
en el organismo aumentara proporcionalmente (6), y este contenido en energia sera
almacenado en forma de triglicéridos en el interior de los adipocitos, que es el principal
componente del tejido adiposo (15,16). Por tanto, el tejido adiposo es la principal reserva
de combustible del organismo y proporciona una importante fuente de energia
transportable, fundamental para la supervivencia cuando escasean los alimentos (15).
Cuando los adipocitos no pueden captar el exceso de triglicéridos, el organismo
sintetiza nuevos adipocitos; este proceso se denomina adipogénesis. Los tejidos
adiposos (principalmente los tejidos adiposos blancos) se distribuyen en varios
depésitos, que pueden dividirse en dos tipos, los depositos subcutaneos y los depdésitos
viscerales; algunos de los depositos subcutaneos son el glateo, el femoral y el abdominal;
y algunos de los depositos viscerales son el omental, el mesentérico y el perirrenal.
Durante el consumo excesivo de nutrientes, la grasa tiende a acumularse en estos
depositos, haciendo que estos aumenten de tamafio por hipertrofia e hiperplasia, y se
vuelvan poco saludables (16). La eleccion de los triglicéridos como combustible se debe a
su alta densidad energética y la naturaleza hidrofobica de los triglicéridos, lo que los
convierte en un combustible cinco veces mejor por unidad de masa que el glucogeno.

Los triglicéridos producen aproximadamente 9.3 Kcal por gramo cuando se oxidan,
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mientras que el glucoégeno se almacena intracelularmente en forma de gel, que contiene
aproximadamente 2 g de agua por cada gramo de glucogeno, y produce solo 4.1 Kcal por

gramo cuando se oxida (15).

Aunque el teorema de equilibrio energético es una descripcion correcta de los
cambios de energia, estamos asumiendo que el cuerpo es un espacio muerto sin
considerar las consecuencias de que el cuerpo es una entidad viva (6). Esto provoca que
este modelo no pueda explicar por qué el peso se acumula de forma persistente en los
individuos, en lugar de alcanzar una meseta cuando el aumento de peso restablece el
equilibrio entre la ingesta y el gasto de energia. Asi mismo, el enfoque del equilibrio
energético subestima el efecto de determinados componentes de la dieta (por ejemplo,
los hidratos de carbono, los aminoacidos y los acidos grasos) sobre el metabolismo
energético y la oxidacion de estos como “combustible” (14). Ademas, este teorema no
informa sobre qué mecanismos provocan los cambios, es decir, si el factor principal es el
exceso de ingesta en relacion con la produccion, o si es un aumento interno de la
energia almacenada que provoca un exceso de ingesta en relacion con la produccion de
energia (6). Por lo tanto, ain se desconoce en qué direcciones causales operan los
mecanismos, y se debate mucho cules podrian ser estos mecanismos. En 2007 (17), un
amplio grupo de investigadores del Reino Unido intent6 trazar un mapa del sistema de
factores que supuestamente determinan el desarrollo de la obesidad. El mapa
comprende varios ambitos diferentes con multiples relaciones internas entre muchos
componentes, todos presuntamente implicados en conducir directa o indirectamente el

balance energético individual hacia el lado positivo (6) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa del sistema de la obesidad en el que se esbozan los factores pertenecientes a varios
ambitos diferentes (etiquetados en la esquina inferior derecha), que influyen directa o indirectamente en
ultima instancia en el equilibrio energético del centro. Figura obtenida a partir del Programa Foresight del
Gobierno del Reino Unido (2007) (Butland et al. (17).

1.1.6 Factores de riesgo

Segun lo visto anteriormente, son numerosos los factores de riesgos implicados
en el desarrollo de la obesidad y estan interconectados. Para simplificar, podemos

clasificar los factores de riesgo en dos tipos: modificables y no modificables.

1.1.6.1 Factores de riesgo no modificables

11.6.1.1  Genética

Se ha descubierto que las mutaciones genéticas (cambios anormales en la
secuencia de ADN), los polimorfismos (variacion normal en una secuencia de ADN, que
es comun en la poblacion) y los cambios en la expresion de los genes (el proceso por el
cual la informacion codificada en un gen se convierte en una funcion), tienen un papel
en la predisposicion de los individuos a la obesidad. Existen tres tipos de obesidad
genética: monogénica, poligénica y sindromica. La obesidad monogénica resulta de la

mutacion o deficiencia de un tGnico gen y es una causa rara, pero grave de obesidad. Se
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produce cuando hay una mutacioén en uno de los genes implicados en la via leptina-
melanocortina (véase seccion 1.1.6.1.2). Las caracteristicas tipicas de la obesidad
monogénica son la hiperfagia (hambre insaciable) y la aparicion precoz de la obesidad
(edad de 3-5 afios). La obesidad poligénica es el resultado de la presencia simultanea de
multiples variantes genéticas, que tienen un efecto acumulativo. El Gltimo tipo de
obesidad genética es la sindromica, la cual se asocia con otros signos de un trastorno del
desarrollo, y puede o no ir acompanada de un sindrome de malformacién congénita;
junto a rasgos dismorficos y/o trastornos del neurodesarrollo (retraso del desarrollo
psicomotor, discapacidad intelectual, trastornos del espectro autista). Ejemplos de
sindromes asociados a la obesidad son Prader-Willi, Cohen y Bardet-Biedl entre otros

(18,19).

11.6.1.2  Lavia leptina-melanocortina

Numerosas investigaciones sobre la obesidad genética han revelado que la via
leptina-melanocortina del hipotalamo desempefia un papel clave en la regulaciéon del
apetito y que los genes que se expresan exclusivamente en esta via tienen un papel
fundamental en la obesidad. La leptina es una hormona reguladora del apetito segregada
en el tejido adiposo blanco, que circula a niveles proporcionales a la masa grasa corporal.
En la obesidad, se segrega un exceso de leptina, lo que acaba provocando una resistencia
a la leptina (similar a la resistencia a la insulina). Cuando las células del hipotalamo se
vuelven resistentes a la leptina, no se recibe la senal de saciedad y la persona sigue
teniendo hambre. Los niveles de leptina disminuyen durante el ayuno, y aumentan

después de comer (18,20).

En el nacleo arqueado del hipotalamo, la LEPRb (una isoforma del receptor de la
leptina) se encuentra en dos tipos de neuronas, que desempenan un papel fundamental
en la via de la melanocortina; un tipo de neurona expresa la pro-opiomelanocortina
(POMC) y el otro expresa la proteina relacionada con la agutina (AGRP). Las neuronas
que expresan POMC del ntcleo arqueado conectan con las neuronas del receptor de
melanocortina-4 (MC4R) del nucleo paraventricular a través de la melanocortina, que
envia sefales para disminuir la ingesta de alimentos. Por el contrario, las neuronas AGRP
acttian sobre las neuronas MC4R para aumentar la ingesta de alimentos. Por lo tanto,
existe un equilibrio entre la accion de estos dos tipos de neuronas controlando el

comportamiento alimentario. Una mutacion en alguno de los genes implicados en esta
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via o una lesion cerebral puede conducir a un desbalance en esta via y en consecuencia a

obesidad (18,20).

11.6.1.3  Obesidad hipotalamica

El hipotalamo interviene de forma decisiva en la regulacion de funciones
homeostaticas como la homeostasis energética. Ademas, como se ha descrito
anteriormente, estd vinculado mediante conexiones sinadpticas directas a regiones
cerebrales que regulan el apetito. La alteracion anatomica del hipotalamo y/o de los
circuitos de alimentaciéon por dafios en los nacleos hipotalamicos mediales debidos a
tumores, cirugia o irradiacion puede aumentar el hambre por la activacion de
orexigenos del hipotalamo lateral o por respuestas deficientes a sefales de adiposidad
como la leptina y la pro-opiomelanocortina en el ntcleo arqueado del hipotalamo
medial. En el caso de lo tumos craneales los mas frecuente son el craneofaringioma y el
glioma. El tratamiento de estos tumores con cirugia y radioterapia, y las patologias que
afectan al hipotalamo, como la neurosarcoidosis, la tuberculosis y la histiocitosis de

células de Langerhans, también pueden provocar obesidad hipotalamica (18,21).

1.1.6.2 Factores de riesgo modificables

11.6.21 Epigenética

Los cambios epigenéticos son aquellos que se producen previas o posteriores a la
traduccion, que afectan a la expresion génica. pero sin cambiar la secuencia del ADN; se
adquieren a través de la interaccion con el entorno y, son heredables (18,22). Numerosos
estudios demuestran que la metilacion del ADN contribuye a la obesidad y al sindrome
metabolico, principalmente a través de las vias implicadas en el comportamiento
alimentario, el ritmo circadiano y el metabolismo lipidico. Por ejemplo, la metilacion del
ADN de los genes para la leptina (LEP) y la adiponectina (ADIPOQ) se asocio6 con el IMC 'y
los niveles de colesterol (23). Los genes candidatos implicados en la obesidad
monogénica, como el POMC, también sufren cambios epigenéticos que contribuyen a la
obesidad comun. Otro importante mecanismo asociado a la obesidad es el ritmo
circadiano, donde los genes reloj contribuyen al ritmo de 24 horas de los procesos
fisiologicos. Se han observado diferencias en la metilacion CpG en sangre de
importantes genes reloj como BMALI, PER2 y PER3 y CLOCK entre adultos y nifios
delgados y obesos (22). Principalmente, varios lipidos se han relacionado con cambios en

la metilacion del ADN, como los acidos grasos poliinsaturados n-6 para TNFA, los
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componentes del aceite de avellana para ADRB3, otros acidos grasos para CLOCK y los
triglicéridos para ABCGI, ABCAl, PHGDH, TOMM20 (24-30). La mayoria de estos genes
juegan un papel en el metabolismo de los lipidos, lo que sugiere que a) los lipidos
inducen cambios en la metilacion del ADN y b) las alteraciones en la metilacion del ADN
pueden afectar a los genes implicados en la via de los lipidos, siendo de gran importancia

para el desarrollo de la obesidad y las comorbilidades (22).

11.6.22 Inactividad fisica y comportamiento sedentario

La elevada prevalencia de la obesidad esta asociada a la inactividad fisica y al
comportamiento sedentario (31). La inactividad fisica se define como una cantidad
insuficiente de actividad fisica moderada a vigorosa, mientras que el comportamiento
sedentario se refiere a cualquier comportamiento caracterizado por un gasto energético
bajo o un gasto energético de 1,5 equivalentes metabdlicos (MET) mientras se esta
sentado o tumbado (31). Los avances tecnologicos han sido un arma de doble filo en este
aspecto, la aparicion de las pantallas y los ordenadores han fomentado el
comportamiento sedentario, la poblacion pasa una gran cantidad de su tiempo viendo la
television o jugando a videojuegos, optandose por una vida social mas virtual. En este
aspecto, existe una tendencia de cambio en las tasas de empleo aumentando los
empleos de tipo remoto o aquellos en los que se precisa de largas horas sentados. De
acuerdo a la OMS, mas del 28% de la poblacién adulta mundial y el 81% de los
adolescentes eran fisicamente inactivos en 2016 (18). Segin la Asociacion Americana del
Corazon (AHA), el comportamiento sedentario se ha identificado como una de las
principales causas evitables de muerte, y existe una relacion lineal inversa entre el
volumen de actividad fisica y la mortalidad por todas las causas. Se calcula que
aproximadamente 1,9 millones de muertes al afio en todo el mundo se atribuyen a la
inactividad fisica. La obesidad y la inactividad fisica son dos factores de riesgo distintos
que aumentan la morbilidad y la mortalidad a escala mundial. La morbilidad asociada
tanto al sedentarismo como a la obesidad supone una gran carga econOmica, ya que
supone un aumento del gasto sanitario, asi como los dias de trabajo perdidos por

enfermedad (32).

11.6.2.3 Ingesta excesiva de calorias
Segun lo comentado en la seccion 1.1.5, histéricamente, el dogma central de la

ciencia de la obesidad ha sido que se trata simplemente de un trastorno del equilibrio
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energético: calorias que se introducen, calorias que se liberan. Sin embargo, este modelo
de obesidad basado en la energia es mas complejo, puesto que, si fuera cierto, entonces
hacer mas ejercicio y comer menos deberia funcionar para todo el mundo, pero no es asi
(18). En esta linea, se han sugerido varios modelos que puedan explicar la complejidad de
la obesidad, por ejemplo, el modelo carbohidrato-insulina de la obesidad, sugerido por
primera vez por Gary Taubes en su libro “Good Calories, Bad Calories” en 2007 y
respaldado posteriormente en 2018 por Ludwig y Ebbeling (33), propone que una dieta
alta en carbohidratos (con predominio de grandes cantidades de azucar y almidon)
induce hiperinsulinemia postprandial. Los altos niveles de insulina desplazan las calorias
a los adipocitos en lugar de a los tejidos magros, lo que provoca una sensacion general
de inanicion en el organismo, por lo que la persona tiene una tasa metabdlica reducida y
se siente mas hambrienta. Sin embargo, este modelo fue cuestionado por Hall et al. (34)
en 2022, defendieron que el modelo carbohidrato-insulina no era adecuado y que el
modelo convencional basado en la energia era mas robusto. Argumentaron que el
cerebro es el responsable de la regulacion del peso corporal a través de una compleja
interaccion entre sefiales metabolicas, endocrinas y del sistema nervioso, que responden
a las necesidades energéticas intrinsecas del organismo en combinacion con influencias
ambientales externas. Segun Hall et al., el tejido adiposo actuaria como un organo
endocrino y la secrecion de leptina y otras adipoquinas seria directamente responsable
del aumento de la ingesta de alimentos (18). No obstante, no habria que olvidarse del
ambiente obesogénico en el que nos vemos en vuelto actualmente. Hay diferentes
factores ambientales que favorecen el consumo de calorias, como la flagrante aparicion
de cadenas de comida rapida, las ofertas de comidas y las bebidas hipercaléricas y la
facil disponibilidad de alimentos ultraprocesados baratos, forman parte del problema
(18). Los alimentos y bebidas que consumimos a diario desempefan un papel esencial en
nuestra salud general. Comer azucar y grasas saturadas en exceso y con frecuencia
repercute negativamente en la obesidad. El consumo excesivo de aztcar anadido es uno
de los factores mas importantes que inciden directamente en el desarrollo de la
obesidad a largo plazo (16), tanto es asi que, un analisis de los datos historicos de EE.UU.
muestra tendencias paralelas entre el aumento del consumo de aztcar anadido (en gran
parte procedente de las bebidas carbonatadas) y las epidemias de obesidad y diabetes
mellitus tipo 2. Los refrescos carbonatados son la mayor fuente de azticares anadidos en

la dieta; una racion tipica de 355 ml de refresco contiene 35,0-37,5 g de azucar y 140-150
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calorias. Segin datos de encuestas nacionales realizadas en EE. UU., la ingesta de
bebidas azucaradas ha disminuido ligeramente desde principios de la década de 2000,
pero los niveles de consumo siguen siendo elevados. Entre 2011 y 2014, se estim6 que los
adultos estadounidenses consumian 145 Kcal procedentes de bebidas azucaradas, lo que
corresponde al 6,5% de las calorias diarias. Este nivel de ingesta por si solo casi cumple
la recomendacion diaria de no mas del 10% de las calorias totales procedentes de
azucares anadidos o aztcares libres (35). Diferentes estudios han demostrado que la
fructosa 5,5 mM disminuye la expresion de GLUT4 (transportador de glucosa en las
celulas) en un 30-50 en los adipocitos diferenciados, y la ingesta excesiva de fructosa
aumenta significativamente el contenido de triglicéridos hepaticos, lo que perjudica la
sensibilidad a la insulina (36,37). La glucosa elevada perjudica directamente la
sensibilidad a la insulina en los hepatocitos y genera glucotoxicidad; si la glucotoxicidad
persiste, puede dar lugar a numerosas afecciones clinicas (16). Historicamente, el
consumo de grasas saturadas se ha relacionado con un mayor riesgo de obesidad.
Ingerir una comida con un alto contenido en grasas saturadas afecta a la sensibilidad a la
insulina y aumenta la glucemia posprandial y la inflamacion, lo que contribuye a la
obesidad. La grasa presente en los alimentos es mucho mas densa energéticamente que
las proteinas y los hidratos de carbono, pero tiene menos potencial para inhibir la
ingesta de alimentos y suscitar la secrecion de insulina; por lo tanto, se supone que el
exceso de grasas dietéticas se asocia positivamente con un aumento de la obesidad (16).
La OMS y las Guias Alimentarias para Residentes Chinos (Dietary Guidelines for Chinese
Residents) de 2016 recomiendan que no mas del 30% de la ingesta total de energia
proceda de las grasas, ya que algunos estudios han demostrado que una dieta rica en
grasas es un factor de riesgo importante para el aumento excesivo de peso. Sin embargo,
las Guias Alimentarias para los estadounidenses (Dietary Guidelines for Americans) 2015-
2020 eliminaron las limitaciones en la ingesta de grasas en la dieta, porque numerosos
estudios han demostrado que tanto las dietas altas en grasas como las dietas bajas en
grasas pueden estar relacionadas con la pérdida de peso en los paises occidentales.
Otros paises de ingresos altos y la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion han mantenido sus recomendaciones sobre la ingesta total
de grasas alimentarias en no mas del 35% de la ingesta energética diaria total. En sus
directrices se han centrado en componentes de la dieta como las grasas saturadas y los

hidratos de carbono complejos (38).
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11.6.24 Envejecimiento

El envejecimiento se asocia con cambios en la composicion corporal. El proceso
de envejecimiento reordena la masa grasa total, aumentando la probabilidad de
depositos de grasa ectopica en el higado y el musculo esquelético, asi como, la
deposicién de grasa visceral en el abdomen (16,39). Ademas, se ha descrito que el tejido
adiposo de los individuos delgados se ve afectada por la edad con una disminucion de la
replicacion preadipocitaria y la adipogénesis y un aumento de las citoquinas
proinflamatorias (39). Por otro lado, se ha informado que la disminuciéon del gasto
energetico desempena un papel fundamental en el aumento de la deposicion de grasa en
el proceso de envejecimiento. A partir de los 20 anos, la tasa de gasto energético en
reposo disminuye un 2-3 % por década, y la masa muscular esquelética se reduce un 40
% entre los 20 y los 70 afios de edad. Ademas, la actividad fisica disminuye y las personas

se vuelven sedentarias, lo que reduce a la mitad el gasto energético total en la vejez (16).

11.6.2.5  Sueno insuficiente

El sueno es un pilar fundamental para la salud. Por desgracia, la prevalencia del
suefio insuficiente es alta en la sociedad moderna, tanto es asi, que un tercio o mas de
los adultos de América, Europa y Asia duermen menos de las 7h por noche
recomendadas por las autoridades de salud publica para el mantenimiento de la salud.
Ademas, la sociedad actual se encuentra activa 24 h al dia, 7 dias a la semana, lo que
favorece el desajuste circadiano. Tanto el suefo insuficiente como el desajuste
circadiano son factores perjudiciales para la salud y se asocian con resultados adversos,
incluido un mayor riesgo de desarrollar obesidad (40). Por ejemplo, la corta duracion del
sueno (definida como menos de 5 o 6 horas al dia) se asoci6 con un aumento absoluto
del 38% en la incidencia de la obesidad en comparacion con la duracion normal del
suefio en un metaanalisis de estudios prospectivos de cohortes entre adultos (41). Por
otro lado, el sueno regula el metabolismo de la glucosa y la funcién neuroendocrina. La
falta de suenio reduce la intolerancia a la glucosa, la sensibilidad a la insulina y los niveles
de leptina y aumenta los niveles de cortisol y grelina (y, por tanto, el apetito) (18). De
forma similar a la privacion total de sueno, el suefio nocturno insuficiente aumenta el
gasto energético diario total, entorno en un 4-5% (~100 Kcal al dia) del gasto energético
diario total en poblacion joven sana. Cuando se controla la ingesta de energia durante el
suefio insuficiente y no se aumenta para compensar el mayor gasto energético, se
produce un balance energético negativo. Este balance energético negativo y los cambios
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en los niveles de las hormonas del apetito (en concreto, el aumento de la grelina y la
reduccion de la leptina) se asocian con un aumento de los indices de hambre durante los
dias de suefio insuficiente en poblaciones sanas. Cuando no se controla la ingesta de
energia en adultos delgados durante periodos de suefo insuficiente, se produce un
aumento de la ingesta de energia mayor que el aumento del gasto energético, lo que da
lugar a un balance energético positivo de 24 horas y a un aumento de peso. Entre las
posibles explicaciones del aumento de la ingesta energética durante la restriccion del
suefio, mas alla de las hormonas del apetito, se incluyen el aumento del gasto energético
que no parece adaptarse al suefio insuficiente continuado y la activacion de regiones

cerebrales asociadas a cambios en el hambre y la eleccion de alimentos (40).

11.6.2.6  Situacion socioeconomica

El estatus socioeconomico (ES) es un factor importante asociado a la obesidad.
Este puede determinarse utilizando variables como la educacion, los ingresos y la
ocupacion, considerandose que la educacion es la variable mas estable a lo largo del
tiempo. Un estudio de los datos recogidos en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(National Health and Nutrition Examination Survey, NHANES) estadounidense de 1971 a
1974, de 1976 a 1980, de 1988 a 1994 y de 1999 a 2000 de adultos de entre 20 y 60 anos
identifico6 tendencias en las tasas de obesidad entre los niveles de situacion
socioeconomica. En las tltimas 3 décadas, la prevalencia de la obesidad aument6 entre
los grupos de ES bajo, y aument6 de forma muy marcada entre los grupos de ES alto, lo
que condujo a una reduccion de las disparidades en las tasas de obesidad entre los
diferentes grupos de ES. Esta tendencia se mantuvo en todas las etnias/razas y de
género. Aunque el nivel socioeconémico bajo es un factor de riesgo establecido para la
obesidad, su impacto puede estar mediado en parte por el estrés psicosocial (42). Segun
Pampel et al. (43) la obesidad aumenta con el incremento del desarrollo econémico de un
pais. Ademas, se observaron una tendencia interesante: en los paises con ingresos mas
bajos, las personas con un ES mas alto tenian mas probabilidades de ser obesas,
mientras que, en los paises con ingresos mas altos, las personas con un ES mas alto
tenian menos probabilidades de ser obesas. Los autores atribuyeron este fenomeno al
hecho de que, en los primeros, la mejora del ES llevaba a consumir alimentos ricos en
calorias y a evitar la actividad fisica, mientras que, los individuos de paises con mayores

ingresos respondian con un aumento de la actividad fisica y una alimentacion sana.
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11.6.2.7 Microbiota

Dado que la microbiota intestinal estd intimamente implicada en la regulacion del
metabolismo energético, la respuesta inmunitaria y la inflamacion del huésped, los
cambios en su composicion pueden influir en el desarrollo de la obesidad. Un hallazgo
consistente en los estudios de la microbiota de la obesidad /sindrome metabdlico es una
disminuciéon notable en la diversidad microbiana (44-47), y se ha informado que las
proteobacterias eran el filo mas frecuentemente asociado con la obesidad (48). Un
desequilibrio con un aumento relativo de Firmicutes en comparaciéon con Bacteroidetes
suele estar implicado en la patogénesis de la obesidad (44,49,50). El predominio de
Firmicutes puede conducir a una mayor produccion de metabolitos a partir de
polisacaridos no digeribles que predisponen al huésped a una mayor absorcion de
energia, lo que aumenta el aumento de peso (44,51,52). Sin embargo, este desequilibrio
entre Firmicutes y Bacteroidetes no se ha reproducido en todos los estudios en
humanos que evaltuan la obesidad (44,49). Por otro lado, la alteracion de la microbiota
intestinal puede modular la permeabilidad intestinal y provocar la translocacion del
lipopolisacarido (LPS), que puede iniciar una inflamaciéon de bajo grado en el huésped
(44,53,54). El LPS es un componente de las paredes celulares de las bacterias
gramnegativas, que incluyen principalmente el filo Proteobacteria y los géneros
Bacteroides y Prevotella. La ingesta dietética rica en grasas se ha asociado a un aumento
del LPS plasmatico (44). La inflamacion, el estrés oxidativo y el metabolismo del huésped
se ven influidos por los acidos grasos de cadena corta (AGCC), que se producen cuando
la microbiota intestinal fermenta hidratos de carbono complejos. Los mecanismos
subyacentes a los efectos de los AGCC abarcan una compleja interaccion entre la dieta,
la microbiota intestinal y el metabolismo energético del huésped. Los AGCC mas
importantes son el acetato, el propionato y el butirato. El butirato sirve como sustrato
energético para los colonocitos, el propionato contribuye a la gluconeogénesis hepatica
y el acetato es utilizado por los tejidos periféricos. Entre los AGCC, el butirato
desempena un papel primordial, como la mejora de la sensibilidad a la insulina, la
regulacion del metabolismo energético, la mejora de la inmunidad y la modulacion de la

inflamacion y el estrés oxidativo (44,55,56).
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117 Adipogénesis

El tejido adiposo, en particular el tejido adiposo blanco, es el principal 6érgano de
almacenamiento de energia (57), y , ademas, el tejido adiposo es un 6rgano endocrino
activo que segrega numerosos péptidos bioactivos y proteinas que intervienen en el
control y mantenimiento de la actividad de otras células y organos. Estos factores
secretados por los adipocitos se denominan adipoquinas e incluyen citoquinas,
hormonas, factores de crecimiento y proteinas de fase aguda (58). El exceso de energia
se almacena en forma de lipidos, principalmente triglicéridos (TG), en los adipocitos a
traves del proceso de hiperplasia adipocitaria (formacion de nuevos adipocitos mediante
la diferenciacion de precursores conocidos como preadipocitos) o hipertrofia
(agrandamiento de los adipocitos existentes) (58,59); el conjunto de estos dos procesos
se denomina adipogénesis. Ademas, estos dos mecanismos dan lugar a un aumento de la
masa grasa y de la secrecion de acidos grasos, péptidos, citoquinas inflamatorias y

adipoquinas (57,58).

Existen tres tipos de tejidos adiposos: tejido adiposo blanco (WAT), tejido adiposo
pardo (BAT) y el tejido adiposo beige. E1 WAT es el tipo mas abundante de tejido adiposo
compuesto por adipocitos caracterizados por una gran gota lipidica unilocular cuya
funcion principal es el almacenamiento de energia. El WAT también segrega adipoquinas
como la leptina y la adiponectina para la homeostasis energética. Desde el punto de vista
anatémico, los depdsitos de tejido adiposo blanco pueden clasificarse en subcutaneos o
viscerales (58). A diferencia del WAT, que almacena energia, los adipocitos que
constituyen los tejidos adiposos pardos y beige se caracterizan por un mayor numero de
mitocondrias y muchas gotas lipidicas pequenas, y expresan altos niveles de proteina
desacoplante 1 (UCP1), que se considera el motor clave del programa de termogénesis,
en respuesta al estrés por frio o al estimulo B-adrenérgico (58,59). Ademas, el BAT
activado aumenta la eliminacion periférica de acidos grasos y glucosa para proporcionar
combustible para la termogénesis prolongada (58,60) y mejora la sensibilidad a la
insulina (60). Debido a sus propiedades de disipacion de energia y a sus efectos sobre el
metabolismo, el BAT humano se le ha correlacionado negativamente con la obesidad y ha
sido uno de los principales focos de investigacion metabdlica y antiobesidad en los

ultimos anos (60).
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Ademas del BAT clasico, también se han encontrado adipocitos de tipo
pardo/oxidativo (beige) en los depositos de WAT. Los adipocitos pardos y beige
comparten muchas caracteristicas, incluida la capacidad de disipacion de energia (60).
La funcién de los adipocitos beige es la termogénesis para mantener la temperatura
corporal; estas células expresan niveles de ARNm de UCP1 similares a los de los
adipocitos pardos (58). Sin embargo, proceden de linajes celulares distintos. Mientras
que los adipocitos pardos se originan a partir de células precursoras con ancestros
comunes a los miocitos, los adipocitos beige parecen desarrollarse a partir de células
precursoras similares a las de los adipocitos blancos (60). A su vez, los BAT existen en
depositos anatomicos distintos (en particular, el deposito interescapular), mientras que
los adipocitos beige se encuentran en WAT (en particular, en depositos subcutaneos)

(59).

La acumulacion de grasa viene determinada por el equilibrio entre la sintesis y la
degradacion de los TG. En cuanto a la alimentacion, los acidos grasos del tejido adiposo
pueden provenir de dos origenes distintos: los TG circulantes y la lipogénesis de novo

(DNL) (57).

1171 Diferenciacion adipocitaria

El receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy) se
caracteriza por ser el regulador maestro de la adipogénesis, ya que es indispensable para
la diferenciacion de los adipocitos en cultivo e in vivo (57-60). El proceso de
diferenciacion de adipocitos in vitro a partir de preadipocitos ha sido ampliamente
estudiado, el cual es un proceso complejo en el que intervienen muchos factores de
transcripcion y coactivadores diferentes que finalmente conducen a la activacion de
PPARy (60). Uno de los efectos secundarios mas importantes de PPARy es la activacion
del factor de transcripcion C/EBP-a (proteina de union a potenciador CCAAT alfa) (59),
el cual también es considerado un regulador maestro en la adipogénesis (58). Por lo
tanto, C/EBP-a junto con PPARy, funciona como un activador transcripcional
pleiotropico que promueve una mayor diferenciacion adipocitaria. Cuando se activan, el
C/EBP-a y el PPAR-y inducen y mantienen la expresion de genes adipogénicos clave,
como la proteina transportadora de glucosa tipo (GLUT) 4, la proteina de unién a acidos

grasos (FABP)-4 y la adiponectina, que son fundamentales para el correcto
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funcionamiento de los adipocitos, incluida su capacidad de respuesta a la insulina (60)

(Figura 2).

El modelo mas utilizado para estudiar la diferenciacion preadipocitaria es la linea
celular de ratén 3T3-L1. Estas células son inducidas por un céctel de diferenciacion que
activa simultaneamente las vias del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1),
los glucocorticoides y el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), dando lugar finalmente a
celulas acumuladoras de lipidos y sensibles a la insulina. Los primeros pasos implican
varias rondas de mitosis, a lo que se denomina expansion clonal, en la que la induccion
del factor de transcripcion C/EBP-p por la proteina de union al elemento de respuesta
al AMP ciclico y la fosforilacion por la proteina cinasa activada por mitogenos son pasos
cruciales. Posteriormente, la C/EBP-p también es fosforilada por la glucogeno sintasa
cinasa-3p, lo que impulsa el proceso adipogénico (60). Finalmente, se ha comprobado
que la accion de C/EBP-f en el proceso adipogénico depende de la accion conjunta de la

isoforma C/EBP-$ (61).
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Figura 2. La diferenciacion de los adipocitos es un proceso complejo y estrechamente regulado. La
diferenciacién de adipocitos in vitro es un proceso complejo en el que intervienen muchas vias de
sefializacion diferentes que conducen finalmente a la activacién de la proteina de union a potenciadores
CCAAT (C/EBP) y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR)-y. Estos factores de
transcripcion inducen y mantienen la expresion de genes adipogénicos clave, como el transportador de
glucosa-4 (GLUT-4), la proteina de unién a acidos grasos (FABP-4) y la adiponectina, que son fundamentales
para la funcion adecuada de los adipocitos. BMP-4, proteina morfogenética 6sea 4; GSK-3, glucégeno
sintasa cinasa 3. Imagen extraida de Hammarstedt et al. (60).
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1.2 Metabolismo lipidico

1.2.1 Sintesis de acidos grasos: Lipogénesis de novo

La lipogénesis de novo (DNL) o sintesis de nmovo de acidos grasos es la via
metabolica que sintetiza acidos grasos a partir de un exceso de hidratos de carbono.
Cuando la energia es excesiva en el organismo, la mayoria de los acidos grasos recién
sintetizados se esterifican para convertirse en TG y almacenarse (57,62). En condiciones
normales, la DNL se produce principalmente en el higado y en el tejido adiposo y se
considera que contribuye en menor medida al mantenimiento de la homeostasis de los
TG en suero. La mayor parte del contenido sérico de TG se obtiene de fuentes
dietéticas. Sin embargo, algunos estudios sugieren que la DNL hepatica podria
contribuir significativamente al contenido sérico de lipidos en individuos con una dieta

rica en carbohidratos (62).

Como se muestra en la Figura 3 en el flujo de carbonos de la glucosa a los acidos
grasos intervienen una serie de reacciones enzimaticas coordinadas. En primer lugar, la
glucosa proveniente de la dieta se somete a la glucolisis y al ciclo del acido tricarboxilico
(ciclo de Krebs o ciclo TCA) para producir citrato en la mitocondria, que se transporta al
citosol y se convierte en Acetil-CoA por la accion de la ATP-citrato liasa (ACLY). En
segundo lugar, la acetil-CoA resultante es carboxilada en malonil-CoA por la acetil-CoA
carboxilasa 1 (ACC1). En tercer lugar, la enzima acido graso sintasa (FASN), es la enzima
clave que limita la velocidad en la DNL, ya que convierte el malonil-CoA en palmitato,
que es el primer producto de acido graso en la DNL. Por dltimo, el palmitato se somete a
las reacciones de elongacion y desaturacion, en la que participa la estearil-CoA 1-
desaturasa (SCD1), para generar los acidos grasos complejos, como el acido estearico, el

acido palmitoleico y el acido oleico (57,62).
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Figura 3. Activacion transcripcional de la lipogénesis de novo en adipocitos en respuesta a dietas
ricas en azicar o grasas. Tras el consumo de hidratos de carbono, una parte de la glucosa circulante es
captada por los adipocitos a través del GLUT4 estimulado por la insulina y, a continuacion, mediante la
glucolisis en el citosol, la glucosa se convierte en piruvato, que es transportado a las mitocondrias para su
posterior oxidacion en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA). El citrato, un intermediario del ciclo TCA, se
exporta al citosol y se utiliza como sustrato para la lipogénesis de novo. La lipogénesis se regula
principalmente a nivel transcripcional y la proteina de union a elementos de respuesta a carbohidratos
(ChREBP) desempena un papel fundamental en la lipogénesis de los adipocitos. Los metabolitos de la
glucosa generados durante la glucdlisis activan la ChREBP-o, que, junto con la proteina X similar a Max
(Max-like protein, MLX), se une a los elementos de respuesta a carbohidratos (ChoRE) en los promotores de
genes diana, incluidos los que codifican la ATP-citrato liasa (ACLY), la acetil-CoA carboxilasa 1 (ACCI1), la
sintasa de acidos grasos (FASN), la estearoil-CoA 1-desaturasa (SCD1) y la ChREBP-B. A su vez, la ChREBP-f
inducida activa ain mas la expresion de su gen diana, que en ltima instancia promueve la sintesis de acidos
grasos. Otro factor de transcripcion lipogénico, la proteina-1 de unién a elementos reguladores del esterol
(SREBP-1), inducida por la insulina a mdaltiples niveles, puede desempefiar un papel menor en la lipogénesis
de los adipocitos. En comparacion con los hidratos de carbono, el consumo de grasas inhibe la lipogénesis
de novo en el adipocito principalmente a través del bloqueo de la activacion de ChREBP-B. FATP1: proteina
transportadora de acidos grasos 1; IR: receptor de insulina. Imagen extraida de Song et al. (57).

En el cuerpo humano, la via lipogénica estd activa al menos en los principales
tejidos metabolicos: el higado y el tejido adiposo. Sin embargo, se ha demostrado que la
lipogénesis hepatica es cuantitativamente mas eficiente que la lipogénesis en el tejido
adiposo. De hecho, la FASN, que se considera un marcador de la lipogénesis, se ha

clasificado como una proteina constitutiva en el higado (62).
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Se ha demostrado que la DNL es muy sensible a los cambios en el régimen
dietético. Por ejemplo, se ha comprobado que una dieta rica en carbohidratos induce un
aumento de la DNL hepatica que, a su vez, contribuye a la hipertrigliceridemia. Ademas,
no solo la cantidad sino también el tipo de carbohidrato dietético afecta a la tasa de
sintesis de acidos grasos de novo. La fructosa, en particular, se ha identificado como un
monosacarido con un efecto especialmente potente sobre la DNL. Se ha demostrado que
los aztcares simples son mas eficaces que los hidratos de carbono complejos para
estimular la DNL hepatica. La lipogénesis en el tejido adiposo responde menos que el

DNL hepatico a la sobrealimentacion aguda o prolongada de hidratos de carbono (62).

Existen muchas enzimas implicadas en la DNL, que se activan tras una comida
rica en carbohidratos. La proteina de union a elementos reguladores de esteroles
(SREBP)-1, la proteina de union a elementos de respuesta a carbohidratos (ChREBP) y los
receptores X hepaticos (LXRs) se identifican como los principales factores de
transcripcion lipogénicos en el higado en respuesta a la insulina, la glucosa y los acidos
grasos poliinsaturados, respectivamente. Sin embargo, solo el ChREBP parece ser el
principal impulsor de la DNL de los adipocitos, mientras que SREBP-1 parece ser un

actor menor en los adipocitos, pero el principal regulador de la DNL hepatica (57).

Por otro lado, la insulina posee un efecto sobre la expresion de genes lipogénicos
mediante la regulacion, principalmente, de SREBP-1 en células hepaticas y adipocitos. La
insulina activa la SREBP-1 hepatica tanto transcripcional como postraduccionalmente y
media en su exportacion del reticulo endoplasmico al ntcleo, donde se une a los

elementos reguladores de esteroles presentes en los promotores de los genes diana (62).

1.2.2 Degradacion de acidos grasos: Lipolisis y p-oxidacion

1.2.2.1 Lipolisis

Aunque los TG representan una forma eficiente e inerte para el transporte y
almacenamiento de acidos grasos, son incapaces de atravesar las membranas celulares
(63). En déficits de energia, el WAT experimenta un aumento de la lipolisis, que puede
definirse como la hidrdlisis de triglicéridos para generar acidos grasos y glicerol, que se
liberan al torrente sanguineo para su uso por otros 6rganos como sustratos energéticos.
La lipolisis se produce de forma ordenada y regulada, con diferentes enzimas (lipasas)

que acttan en cada paso. El TG se hidroliza por accion de la lipasa adipocitica de
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triglicéridos (ATGL) para formar diacilglicerol (DAG), luego la lipasa sensible a hormonas
(HSL) lo convierte en monoacilglicerol (MAG) y se produce la liberaciéon de un acido
graso en cada paso. Finalmente, el MAG se hidroliza mediante la lipasa de
monoglicéridos (MGL) para liberar el acido graso final y el glicerol (63,64). La liberacion
de acidos grasos a partir de TG por la lipolisis adipocitaria también es importante para
suministrar sustrato para la sintesis hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad

(VLDL) (64).

Las alteraciones de la lipolisis se asocian con frecuencia a la obesidad, incluyendo
un aumento de las tasas basales de lipolisis que puede contribuir al desarrollo de
resistencia a la insulina, asi como una menor capacidad de respuesta a la lipolisis
estimulada (63,64). Asi mismo, la disfuncion o deficiencia de las lipasas suele causar
patologias graves y se han asociado con la dislipidemia, la obesidad, la diabetes de tipo 2,
la enfermedad del higado graso no alcoholico (NAFLD), el cancer, las cardiopatias, la

caquexia y las enfermedades infecciosas, entre otras (63).

1.2.2.2 B-oxidacion de los acidos grasos

La p-oxidacion de acidos grasos mitocondrial es una de las principales vias de
produccion de energia a partir de lipidos con una importante funcion para la
homeostasis celular (65). Los sustratos para la p-oxidaciéon de acidos grasos mitocondrial
proceden de tres fuentes principales: (1) AG procedentes de la dieta o movilizados de
otros tejidos que entran en la célula a través del torrente sanguineo, (2) la sintesis de
novo de AG y (3) los AG liberados dentro de la célula a través de la hidrolisis de

fosfolipidos (PL) y TGs (65).

El primer paso de la B-oxidacion de acidos grasos es el transporte de los AG a la
matriz mitocondrial (Figura 4). Los AG procedentes de la dieta y del tejido adiposo se
transportan por el torrente sanguineo unidos a la albiumina y a las lipoproteinas. Al llegar
a las células diana, los AG de cadena corta y media atraviesan la membrana plasmatica
por difusion pasiva, mientras que, los AG de cadena larga son transportados activamente
a través de la membrana celular por transportadores proteicos especificos presentes en
la membrana plasmatica, a saber, las proteinas transportadoras de AG (FATP), la
translocasa de AG (FAT) y las proteinas de union a AG (FABP) (65,66). Una vez en el
citosol, los AG de cadena larga se convierten en ésteres de acil-CoA, mientras que los AG

de cadena corta y media se transforman en ésteres de acil-CoA dentro de la matriz
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mitocondrial. Dado que la membrana mitocondrial no es permeable a los ésteres de acil-
CoA largos, es necesaria la accion de diferentes enzimas. Este paso esta controlado por
el sistema carnitina palmitoiltransferasa (CPT), que consta de tres proteinas: CPT1,
carnitina-acilcarnitina translocasa (CACT) y CPT2 (65,66). La malonil-CoA, una molécula
derivada del metabolismo de la glucosa y primer intermediario de la lipogénesis, regula
la B-oxidacion de acidos grasos inhibiendo la CPT1, lo que convierte a esta enzima en el

paso que limita la velocidad de oxidacion mitocondrial de los AG (66).

Dentro de la matriz mitocondrial, la forma activada del acido graso (acil-CoA
graso) se degrada por B-oxidacion en unidades de acetil-CoA mediante un proceso
ciclico. Cada ciclo de p-oxidacién implica cuatro pasos enzimaticos, que dan lugar a la
liberacion de unidades de dos carbonos (como acetil-CoA) del acido graso, con
formaciéon de un acido graso mas corto. Estos pasos son catalizados por varias enzimas

con especificidades de longitud de cadena (65).

Finalmente, se ha postulado que la oxidaciéon defectuosa de los acidos grasos
contribuye a los trastornos asociados con la obesidad. Aunque existe cierta controversia
sobre este tema, se ha asociado que una disminucion de la capacidad de la B-oxidacion
de acidos grasos en humanos y roedores obesos contribuye a la acumulacién de lipidos y

a la lipotoxicidad (67).
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Figura 4. Representacion esquematica de la B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos. CACT,
carnitina acilcarnitina translocasa; CPT, carnitina palmitoiltransferasa; FABP, proteina de union a acidos
grasos; FAT, translocasa de acidos grasos; FATP, proteina transportadora de acidos grasos; LCHAD, 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga; MCAD, acil-CoA deshidrogenasa de cadena media; SCAD,
acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta; SCHAD, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena corta;
VLCAD, acil-CoA deshidrogenasas de cadena muy larga; LCEH, enoil-CoA hidratasa de cadena larga; SCEH,
enoil-CoA hidratasa de cadena corta; LCKT, 3-cetoacil-CoA tiolasa de cadena larga; MCKT, cetoacil-CoA
tiolasa de cadena media. Imagen extraida de Guerra et al. (65).

1.3 Resistencia a la insulina

Los efectos de la obesidad sobre el metabolismo de los macronutrientes estan
mediados principalmente por la resistencia a la insulina (68). La insulina es una hormona
liberada por las células B pancreaticas a la vena porta para su transporte al higado, que
es el principal lugar de eliminacion de esta (15). La principal funcion de la insulina es la
captacion y utilizacion de glucosa, aunque presenta otras importantes funciones
fisiologicas, como la promocion de la lipogénesis, la inhibicion de la gluconeogénesis y
glucogendlisis, y la prevencion de la degradacion proteica y la lipolisis (69,70). Cuando
tomamos una comida, el nivel de glucosa circulante en sangre aumenta; las células B
pancreaticas detectan y liberan insulina en funcién del nivel de glucosa. La insulina se

une a los receptores celulares situados principalmente en el musculo esquelético, el
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tejido adiposo y el higado (16). En el musculo y tejido adiposo, la unién de la insulina a su
receptor conduce a la fosforilacién en tirosina del sustrato-1 del receptor de insulina
(IRS-1), mientras que en el higado es el IRS-2, mediando asi el efecto de la insulina sobre
el metabolismo de la glucosa. El IRS-1 activa la fosfatidilinositol (PI)-3 cinasa, que
cataliza la fosforilacion 3’ de PI, PI-4 fosfato y PI-4,5 difosfato, y aumenta el transporte
de glucosa y la glucégeno sintasa. Esto activa segundos mensajeros que inician una
cascada de fosforilacion y desfosforilacion que estimula el transporte de glucosa (GLUT-
4), la fosforilacion de glucosa (hexocinasa II), la glucogeno sintasa (que controla la
sintesis de glucogeno) y, tanto, la fosfofructocinasa como la piruvato deshidrogenasa
(qQue regulan la glucdlisis y la oxidacion de glucosa). La sefalizacion de la insulina
también desempena un papel fundamental en la activacion de la 0xido nitrico sintasa,
que regula la produccion de o0xido nitrico, el cual es un potente vasodilatador y agente
antiaterogénico (71). Por lo tanto, la insulina permite que la glucosa entre en las células
para el metabolismo energético, la sintesis de acidos grasos y la sintesis de proteinas.
Cuando las células no responden adecuadamente a la insulina y no pueden utilizar la
glucosa para el metabolismo energético, el nivel de glucosa en sangre aumenta y las
células B pancreaticas producen mas insulina para compensar el elevado nivel de glucosa
en sangre circulante, lo que constituye la circunstancia inicial de resistencia a la
insulina. A medida que se desarrollan entornos resistentes a la insulina, las células B
contraatacan produciendo mas insulina en respuesta al deterioro del suministro de
glucosa. Si el estado de resistencia a la insulina se mantiene durante meses y anos, las
celulas B se esfuerzan continuamente por producir un exceso de insulina para
compensar la sobrecarga de glucosa. Debido a la sobrecarga continua, las células B se
desgastan, provocando un aumento de la glucosa en circulacion (16). Por lo tanto, el
término "resistencia a la insulina” se define como la resistencia a los efectos de la
insulina sobre la captacion, el metabolismo o el almacenamiento de glucosa por parte de
los tejidos diana de la insulina, como el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo
(68-70). En la obesidad, la resistencia a la insulina se manifiesta por una disminucion del
transporte y metabolismo de la glucosa estimulados por la insulina en los adipocitos y el
musculo esquelético, y por una supresion deficiente de la produccion de glucosa en el
higado. Se ha demostrado que varias adipoquinas como la leptina, la adiponectina y la
visfatina estimulan la sensibilidad a la insulina. Se ha propuesto que la adiponectina es

esencial en la sensibilidad a la insulina. Por otra parte, la resistina y la proteina de uniéon
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al retinol inducen resistencia a la insulina. En la obesidad, los niveles de expresion de los
receptores de adiponectina disminuyen, lo que reduce la sensibilidad a la adiponectina y

aumenta la resistencia a la insulina (68).

La insulina es un regulador critico de practicamente todos los aspectos de la
biologia adipocitaria, y los adipocitos son uno de los tipos celulares mas sensibles a la
insulina (68). Los estudios realizados en una variedad de modelos de ratéon de obesidad
demuestran una serie de procesos biologicos complejos pero interactivos en el tejido
adiposo que contribuyen a la resistencia a la insulina en todo el cuerpo (15), incluyendo
(1) 1a hipoxia adipocitaria, debido a la entrega inadecuada de oxigeno y el aumento de la
demanda de oxigeno de los adipocitos (72,73); (2) aumento del namero y de la proporcion
relativa de células inmunitarias proinflamatorias del tejido adiposo (macrofagos y células
T) y de la expresion de genes que codifican proteinas proinflamatorias (74); (3)
disminucion de la produccion y secrecion en el tejido adiposo de adiponectina, una
hormona insulinosensibilizante (75); (4) aumento de la actividad lipolitica del tejido
adiposo y de la liberacion de acidos grasos libres a la circulacion (76); y (5) alteraciones
metabolicamente deletéreas en el contenido de la carga de los exosomas derivados de
los macrofagos del tejido adiposo (77-79). Aunque se ha demostrado que cada uno de
estos factores causa resistencia a la insulina en modelos de raton y que revertir sus
efectos mejora la accion de la insulina, su importancia en la patogénesis de la resistencia

a la insulina en humanas es menos clara o atin no esta validada (15).

La obesidad a largo plazo genera una inflamacion sistémica de bajo grado y

resistencia a la insulina, esto genera diferentes complicaciones en el organismo.

1.4 Inflamacion

El tamano de los adipocitos aumenta con el aumento de peso, provocando la
muerte de los adipocitos debido a un suministro inadecuado de oxigeno ante la
expansion del tejido adiposo. Los adipocitos y tejidos adiposos agrandados liberan
entonces acidos grasos libres (AGL), especies reactivas del oxigeno (ROS) y citoquinas
proinflamatorias. Se cree que los acidos grasos activan la sefializacion del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-«B) y la via de las
proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK), concretamente la p38 MAPK, a través
de las vias mediadas por MyD88 y TRIF, tras la activacion de la expresion de TLR4 (Toll-

like receptor 4) en los adipocitos y macrofagos residentes, se produce un incremento del
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estrés en el reticulo endoplasmatico y se producen ROS, promoviéndose asi la secrecion
de citoquinas proinflamatorias (16). TLR4 es una proteina perteneciente a las TLR, las
cuales son una familia de proteinas transmembrana responsables de desempefar un
papel esencial en el sistema inmunitario innato. La funcién principal de la proteina TLR

radica en el control de las respuestas inflamatorias e inmunologicas (80).

Los tejidos adiposos obesos segregan varios tipos de adipoquinas
proinflamatorias, como la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), el factor de
necrosis tumoral a (TNF-o), la interleucina 1 beta (IL-1p) y la interleucina 6 (IL-6). La
MCP-1 secretada recluta monocitos en el proceso de quimiotaxis atrayendo el receptor 2
de quimiocinas con motivo C-C (CCR2) a los tejidos adiposos obesos. Una vez que los
monocitos se unen a los tejidos adiposos en el lugar de la inflamacion, los monocitos se

diferencian en macroéfagos (16,80,81).

El aumento del TNF-a sistémico en la obesidad promueve la actividad de las
proteinas inhibidor de la cinasa kappa B (IKK), p38 MAPK, cinasas c-Jun N-terminal
(INK) y proteina cinasa C (PKC), que se dirigen directamente a los residuos de serina de
la proteina sustrato del receptor de insulina (IRS) y alteran la fosforilacion de la tirosina,
lo que conduce a la resistencia a la insulina en los tejidos adiposo, muscular y hepatico
(16,80). El TNF-o también promueve la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTPI1B), que
deteriora la senalizacion de la insulina mediante la desfosforilacion de los residuos de
fosfo-tirosina en el receptor de insulina y la proteina IRS (16). El aumento de IL6 puede
inducir las vias de senalizacion JAK-STAT (cinasa jano-transductores de sefales y
activadores de la transcripcion) y aumentar la expresion de las proteinas SOCSI
(supresor de la sefializacion de citoquinas 1) y SOCS3, que pueden desregular la funcion
del receptor de insulina bloqueando estéricamente su interaccion con las proteinas IRS
o modificando la actividad de la cinasa, y bloqueando la posterior asociacion entre IRS-1
y fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) (16,80) . La IL-6 también puede inducir la expresion
del gen TLR-4 a través de la activacion de STAT3; y junto con la IL-1 potencian STAT3 y
NF-«B en los hepatocitos, causando inflamacion. La IL-1p activa la p38 MAPK a través del
receptor de IL-1B e impide la sefializacion de la insulina mediante la fosforilacion de

serina en IRS1/2 (16).

Los lipidos de la dieta pueden provocar cambios en los patrones de expresion de

las TLR. Ghanim et al. (82) comprobaron como la ingesta de una comida rica en calorias
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(910 Kcal), lipidos (51 g) y carbohidratos (88 g) por persona en sujetos delgados sanos
provoco cambios significativos en los TLR en el periodo posprandial, con un aumento de
TLR2 y TLR4 en las células mononucleares sanguineas. Esto refuerza la importancia
potencial de la inflamacién posprandial para la obesidad, la DMT2 y la fisiopatologia de

las enfermedades cardiovasculares (80).

Los acidos grasos saturados, en particular el acido laurico y el acido palmitico,
son capaces de estimular una respuesta inflamatoria a través de la via de senalizacion
TLR4. Ademas, los acidos grasos saturados también pueden inducir una respuesta
inflamatoria a traves de la activacion de TLR2, que forma heterodimeros en la membrana
plasmatica, junto con TLR1 o TLR6. Esto puede ser debido a que los acidos grasos
saturados representan un componente esencial de las endotoxinas bacterianas, las
cuales son reconocidas por las TLRs. El acido palmitico también deteriora las vias de
sefalizacion de la insulina al inducir la fosforilacion del IRS-1 en la posicion 307 del
residuo de serina. Este proceso reduce sus interacciones con el receptor de insulina y,
en consecuencia, disminuye la transduccién de sefiales inducida por la insulina. Ademas,
los acidos grasos saturados inducen resistencia a la accién de la insulina debido a la
accion antagonista del coactivador del receptor-gamma activado por el proliferador de
peroxisomas (PGC)-1 alfa. Este proceso induce la expresion de genes mitocondriales
implicados en la fosforilaciéon oxidativa y en la captacion de glucosa, que estd mediada

por la insulina (80).

Por otro lado, los acidos grasos poliinsaturados constan de dos familias (0-3 y o-
6) que se caracterizan por las ubicaciones del doble enlace, definidas por el primer doble
enlace en relacion con el grupo metilo terminal en la molécula de acido graso. Estos dos
acidos grasos no se sintetizan en el ser humano, por lo tanto, deben consumirse a través
de la dieta. Los acidos grasos poliinsaturados ©-3 y ©-6 generan modulaciones
relevantes en la respuesta inflamatoria porque son precursores de series diferentes de
eicosanoides, que tienen efectos distintos sobre la intensidad de la respuesta
inflamatoria. Asi, el acido ©-6 araquidonico genera eicosanoides de serie par, como la
prostaglandina E2 y el leucotrieno B4. Estos eicosanoides inducen efectos
proinflamatorios, como aumento de la permeabilidad vascular, vasodilatacion, fiebre y
quimiotaxis. Es importante sefialar que la prostaglandina E2 también tiene efectos

antiinflamatorios, como la reduccion de la produccion de IL-1y TNF-o. En cuanto a los
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efectos moleculares del acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 ©-3) y el acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6 »-3) en la modulacion de la respuesta inflamatoria, los
estudios han demostrado que estos acidos grasos inhiben la expresiéon de genes
inflamatorios, como la COX-2, la iNOS y la IL-1 en los macrofagos. A diferencia del efecto
estimulante de los acidos grasos saturados sobre la activacion de TLR2 y TLR4, el EPA 'y
el DHA son capaces de mitigar la activacion de la via del factor de transcripcion NF-xB

inducida por diversos agonistas (80).
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Figura 5. Posibles mecanismos celulares de la resistencia a la insulina inducida por la obesidad y el
proceso inflamatorio asociado. La insulina tiene posibles efectos sobre la homeostasis de la glucosa, el
metabolismo energético, el almacenamiento de energia y el crecimiento. La sobrealimentacion crénica y la
obesidad interceptan la acciéon de la insulina en el metabolismo celular, lo que aumenta los niveles
sistémicos de insulina, AGL, inflamacién y glucosa. Esta figura ilustra como los lipidos, la inflamacion y las
ROS interrumpen la via de sefalizacion de la insulina dirigida a los IRS. En la obesidad, estas quinasas
regulan negativamente las proteinas IRS tras una estimulacion prolongada de la insulina o activan vias no
relacionadas para inhibir la accion de la insulina mediante la fosforilacion de residuos de serina. El color rojo
indica el mecanismo molecular de la resistencia a la insulina asociada a la obesidad. El color verde claro
indica la via de senalizacion de la insulina modificada. Imagen extraida de Ahmed et al. (16).

1.5 Lipotoxicidad

La obesidad no so6lo se asocia a la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo,
sino también en los tejidos no adiposos. Los efectos nocivos de la acumulacion de lipidos
en tejidos no adiposos se conocen como lipotoxicidad. Ademas de reducir la eliminacioén
de acidos grasos de la circulacion, el aumento de la masa de tejido adiposo libera mas

AGL a la circulacion, lo que, a su vez, incrementa los niveles plasmaticos de AGL en la
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obesidad. Asi mismo, una vez elevados los niveles plasmaticos de AGL, se inhibe la
accion antilipolitica de la insulina. De este modo, la tasa de liberacion de AGL a la
circulacién aumentara ain mas (83). Por tanto, la sobreproduccién crénica de AGL y la
deposicion de lipidos procedentes de la dieta en la obesidad, asi como la
sobrealimentacion provocan lipotoxicidad en las células de los musculos, el corazén, el

higado, el pancreas y otros 6rganos (16).

Maris et al. (84) afirmaron que la resistencia a la insulina no s6lo esta inducida por
la propia acumulacion de grasa en los tejidos adiposos, sino también por la
proinflamacion causada por la deposicion de grasa ectOpica (84). La grasa ectopica
produce lipidos toxicos, como ceramidas y diacilglicéridos (DAG), altera la via PI3K,
activa los complejos PKC, INK e IKK, genera ROS, favorece el desarrollo de estrés en el
reticulo endoplasmico y el endurecimiento de la membrana, induce la inflamacién y
activa la apoptosis. Las grasas alimentarias también activan las vias de sefalizacion
intracelular de MAPK y NF-«B, y regulan al alza la expresion de NALP3 y la

proinflamacion sistémica (16).

1.6 Disfuncion mitocondrial y especies reactivas de oxigeno

La mitocondria es un organulo esencial que genera energia en forma de Adenosin
Trifosfato (ATP) en una via catalitica para mantener la funcion fisiologica normal. Cuenta
con procesos dinamicos para adaptarse sistémicamente en entornos metabdlicos como
la mitofagia, la apoptosis, la fusion y la fisiéon. La disfunciéon de la dinamica mitocondrial
provoca la pérdida de integridad y funciones, perjudica la produccion de energia y causa
diversas alteraciones y danos metabolicos. Estos procesos disfuncionales danan el ADN
mitocondrial, lo que puede detener la produccion de energia, generar ROS e inducir
estrés oxidativo y apoptosis (16). Ademas, es bien sabido que las mitocondrias son las
principales fuentes generadoras de ROS. Los acidos grasos que se acumulan en las
proximidades de las mitocondrias son vulnerables a la peroxidacion lipidica inducida por
las ROS. Posteriormente, estos peroxidos lipidicos podrian tener efectos lipotdxicos
provocando disfuncion mitocondrial y los efectos antes comentados (83). La obesidad y
el consumo excesivo de nutrientes se asocian con disfunciones mitocondriales. Esta
disfuncion mitocondrial puede ocurrir en varios 6rganos, en el caso de la obesidad se
supone que la mayoria tiene lugar en los tejidos adiposos, los musculos y el higado, ya

que estos oOrganos estan implicados en procesos de alta energia con una sobrecarga
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excesiva de nutricion y lipidos (16). La sobrecarga de acidos grasos afecta a las
mitocondrias en tres fases. Al principio, con la acumulacion de acidos grasos se induce
la produccion de ROS. En la segunda fase, se observa un aumento de la conductancia
protonica mitocondrial o el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. En la altima
fase, los acidos grasos pueden provocar la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa. Una vez inducida la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial, se facilita la liberacion de hidrolasas y activadores catabolicos de las
mitocondrias. Estas enzimas catabolicas, asi como el cese de las funciones
bioenergéticas y redox de las mitocondrias, conducen finalmente a la muerte celular.
Realmente, los acidos grasos provocan estrés oxidativo y alteraciones en la estructura y
funcion mitocondrial; y el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa es uno de los
efectos deletéreos mas reconocidos de los acidos grasos (83). Finalmente, se ha
comprobado que las caracteristicas de las mitocondrias en los individuos obesos son
diferentes en comparacion con las de los individuos delgados. Debido a la sobrecarga de
lipidos y glucosa, las mitocondrias producen mas ROS de las necesarias. En las
mitocondrias sanas, menos del 5% del oxigeno recogido produce ROS; mientras que, en
el caso de la obesidad, las mitocondrias producen una cantidad incontrolable de ROS,

que generan los danos comentados anteriormente (16).

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son moléculas senalizadoras esenciales
que se generan como producto del metabolismo celular (85-87) y desempenan un papel
importante en el desarrollo de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas asociadas
(87); si no se controlan bien, pueden danar las proteinas, los lipidos y el ADN (85,87). Las
ROS estan conformadas por: anién superdxido (<O;), peroxido de hidréogeno (H:O.),
radical hidroxilo (+*OH), o6xido nitrico (NO), hipoclorito (ClO") y peroxinitrito (ONOO")
(16,85,87). El lugar mas importante, donde se producen las ROS, es la mitocondria,
debido al desacoplamiento de electrones a través de la cadena respiratoria (85-87),
aunque también pueden producirse en organulos de la membrana plasmatica, y
sistemas, como el reticulo endoplasmatico, lisosomas, peroxisomas y por enzimas
citosolicas (87). Se cree que el dafio producido por las ROS se debe a un desequilibrio
entre la generacion de estas y la capacidad de eliminacion de ROS por parte de los
sistemas antioxidantes de las células. Para mantener a las ROS en niveles adecuados, los
tejidos tienen componentes antioxidantes que actuan sinérgicamente para reducir la

citotoxicidad de los radicales libres. Las moléculas antioxidantes que se encuentran de
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forma natural son el glutation, la ubiquinona, la tiorredoxina y el urato. También existen
proteinas, como la ferritina, la transferrina, la lactoferrina y la ceruloplasmina, con
propiedades antioxidantes, ya que estas se unen y secuestran metales de transicion que
pueden iniciar reacciones oxidativas. Ademas, los tejidos presentan enzimas con
actividad antioxidante, como la superdxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa
(GPx), la glutation reductasa (GR), la glutation S-transferasa (GST), la catalasa (CAT), la
tiorredoxina reductasa (TR), las peroxiredoxinas (Prx) y la NAD(P)H: Ubiquinona

oxidorreductasa (NQO1) (86,87).

Se creé que entre el 0.2 % y el 2 % del oxigeno consumido en la célula se emite en
forma de ROS. En la mayoria de los tipos celulares, el principal lugar de generacion de
ROS es la cadena de transporte electronico, que se encuentra en las crestas de la
membrana interna mitocondrial (85-87). Una pequena proporcion de electrones no
atraviesan completamente la cadena de transporte electronico y reaccionan
directamente con el oxigeno, dando lugar a la formacion de Oz, el cual es altamente
reactivo y tiene una vida media corta del orden de 1 ms. Tradicionalmente, se ha
considerado a los complejos I y III como los sitios clave de la generacion de ROS; sin
embargo, estudios recientes han indicado que al menos otras 10 enzimas mitocondriales,
como el complejo II, también estan implicadas (88). La produccion de <O, esta regulada
por varios factores, como el estado funcional de los complejos individuales, el estado
redox de la CoQ, el potencial de membrana, las proteinas de desacoplamiento (UCP) y el
ensamblaje del supercomplejo (Figura 6) (85). La enzima SOD convierte rapidamente el
O, en peroxido de hidréogeno (H:0,). El H,O. es mas estable que el *O, pero puede
difundirse a través de las membranas, lo que significa que puede afectar a las
biomoléculas presentes en toda la célula. Para eliminar este H.O. actian las enzimas

CAT, GPx y TR transformandolo en H.O (85-87).

Por otro lado, se ha comprobado como la obesidad aumenta la produccion de
ROS e induce la peroxidacion lipidica en adipocitos, higado y muasculos esqueléticos de
humanos (16). Se ha propuesto que este exceso de ROS genera senales falsas y enganosas
sobre el estado energético. Este exceso de senales enganosas estimula la secrecion de
insulina y el almacenamiento de lipidos, de forma inapropiada (86). Esto reduciria
transitoriamente la glucosa en sangre, induciendo asi el hambre, seguido del consumo

de alimentos, la secrecion de insulina y el aumento del almacenamiento de grasa. En
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ultima instancia, la hiperinsulinemia prolongada provoca resistencia a la insulina y
aumenta las reservas de lipidos por encima de la capacidad normal de los adipocitos, lo
que induce la inflamacion del tejido adiposo, altera el perfil lipidico circulante y favorece

el deposito ectopico de grasa (86).
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Figura 6. Regulacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno por la cadena de transporte
de electrones (ETC). La representaciéon esquematica destaca los principales lugares de generaciéon de aniéon
superoxido y los medios para su detoxificacion. Las tres vias principales que regulan el aumento de la
generacion de anioén superdxido son: 1) la disfuncion de la ETC, sobre todo en el complejo I; 2) la
transferencia inversa de electrones (RET), por la que una reserva de CoQ muy reducida transfiere electrones
de vuelta a Complejo I, que luego se separan para formar superdxido; y 3) un potencial de membrana
excesivamente alto aumenta la probabilidad de que los electrones actiien fuera de la ETC para formar
superdxido. Dos vias principales conocidas para disminuir la generacion de superoéxido incluyen: 4) el
desacoplamiento de la membrana interna por las proteinas de desacoplamiento (UCP) u otros
desacopladores que disipan parte del potencial de membrana; y 5) el aumento de la eficacia de la
transferencia de electrones por los supercomplejos ETC que conduce a la disminucién de la generacion de
superoxido en el Complejo I. Imagen extraida de McMurray et al. (85).

Ademas, el reticulo endoplasmatico (RE) es otro organulo crucial en una célula
eucariota, aunque su funcion principal es la sintesis, el plegamiento y el transporte de
proteinas, el RE también controla muchos procesos celulares, como la inflamacion y el
metabolismo lipidico, a través de la via de senalizacion de la respuesta a proteinas no
plegadas. Ademas, participa en el almacenamiento de glucosa, proteinas e iones de
calcio (16,87). El estrés generado en el RE ha sido designado como el actor clave en el

desarrollo de la disfuncion metabodlica asociada a la obesidad. Se ha comprobado en
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ratones como durante la obesidad y la sobrealimentacion, la alta carga de lipidos y
proteinas desplegadas/mal plegadas se acumulaban en el RE, lo que provocaba estrés
del RE e inflamacion croénica del tejido adiposo y el higado (16). Por otro lado, los
depositos internos del RE liberan niveles elevados de Ca*, lo que provoca una disfunciéon

mitocondrial y la generacion de ROS mitocondriales (87).

1.7 Principales patologias asociadas

La obesidad es un factor de riesgo de varias enfermedades, en particular la
diabetes mellitus de tipo 2 (DMT2), la enfermedad del higado graso no alcohdlico (non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD), la esteatohepatitis no alcohdlica (non-alcoholic
steatohepatitis, NASH), las enfermedades cardiovasculares (ECV) y algunos tipos de

cancer (69).

1.7.1 Diabetes mellitus

La diabetes es un grupo de enfermedades metabolicas caracterizadas por la
hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de insulina, en la accion de la
insulina o en ambas. La hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia con dafos a largo
plazo, disfuncion e insuficiencia de diferentes organos, especialmente los ojos, los

rinones, los nervios, el corazon y los vasos sanguineos (89). Existen 4 tipos de diabetes:

1. Prediabetes: los niveles de aztcar en sangre son mas altos que lo habitual,
pero sin alcanzar niveles lo suficientemente altos para que se diagnostique
diabetes tipo 2. La prediabetes lo pone en mayor riesgo de presentar
diabetes tipo 2, enfermedad del corazon y derrame cerebral (90).

2. Diabetes mellitus tipo 1: se deba a una reaccion autoinmune que destruye

las células beta del pancreas, provocando que el organismo sea incapaz de
producir insulina y las personas deben recibir insulina todos los dias para
sobrevivir. Aproximadamente entre 5-10% de las personas que tienen
diabetes presentan diabetes tipo 1y esta suele aparecer en la infancia y
adolescencia, aunque puede presentarse a cualquier edad. La destruccion
autoinmune de las células beta tiene multiples predisposiciones genéticas
y también esta relacionada con factores ambientales. Aunque la obesidad
no es un factor de riesgo para el desarrollo de esta patologia, la presencia

de obesidad no es incompatible con el diagndstico (89,90).
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3. Diabetes mellitus tipo 2: en este caso no se produce destruccion

autoinmune de las células beta, si no que las personas presentan
resistencia a la insulina y suelen tener una deficiencia relativa de insulina.
En un primer principio, estas personas no necesitan tratamiento con
insulina para sobrevivir. Aunque las personas con este tipo de diabetes
puedan tener niveles de insulina que parecen normales o elevados, se
esperaria que los niveles mas altos de glucosa en sangre de estos
pacientes diabéticos dieran lugar a valores de insulina ain mas elevados si
la funcion de sus células beta hubiera sido normal. Asi pues, la secrecion
de insulina es defectuosa en estos pacientes e insuficiente para
compensar la resistencia a la insulina (89). Es un proceso que evoluciona a
lo largo de muchos afios y generalmente se diagnostica en los adultos
(89,90). La mayoria de los pacientes con esta forma de diabetes son
obesos, asi mismo, la propia obesidad provoca cierto grado de resistencia
a la insulina. Los pacientes que no son obesos segin los criterios
tradicionales de peso pueden tener un mayor porcentaje de grasa corporal
distribuida predominantemente en la region abdominal (89).

4. Diabetes gestacional: la diabetes gestacional aparece en mujeres

embarazadas que nunca han tenido diabetes (90) y durante muchos anos
se ha definido como cualquier grado de intolerancia a la glucosa durante el
embarazo. Aunque la mayoria de los casos se resuelven con el parto, la
definicion se aplica tanto si el trastorno persiste después del embarazo
como si no, y no excluye la posibilidad de que la intolerancia a la glucosa
no reconocida haya precedido al embarazo o haya comenzado
concomitantemente con éste (89). Ademas, este tipo de diabetes aumenta
el riesgo de padecer diabetes tipo 2, tanto en las madres como en los hijos,

en un futuro (90).

La obesidad es conocida por ser el mayor factor de riesgo en el desarrollo de
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Los adultos con un IMC >35 kg /m? tienen 20 veces mas
probabilidades de desarrollar DMT2 que los que tienen un IMC entre 18.5 y 24.9 kg/m?
Ademas, el 80% de los pacientes con DMT?2 tienen sobrepeso o son obesos. Se cree que

la causa principal de la DMT?2 es la resistencia a la insulina provocada por la obesidad en

44



los tejidos no adiposos, combinada con una secrecion insuficiente de insulina por parte

de las células beta pancreaticas (69).

1.7.2 Enfermedades cardiovasculares

El sistema cardiovascular esta formado por el corazén y sus vasos sanguineos. La
enfermedad cardiovascular, también conocida como cardiopatia, se refiere a las 4
entidades siguientes: enfermedad arterial coronaria o cardiopatia coronaria, enfermedad
cerebrovascular, arteriopatia periférica y ateroesclerosis. Las enfermedades
cardiovasculares (ECV) se mantienen entre las 2 principales causas de muerte en
Estados Unidos desde 1975 con 1 de cada 4 muertes, y las enfermedades del corazon
ocuparon la primera causa de muerte en 2015 seguidas de 595.930 muertes relacionadas
con el cancer (91). Segiin la OMS (92), las ECV son la principal causa de muerte en el
mundo, estimandose unos 17,9 millones de muertes al afio en 2019. Mas de cuatro de
cada cinco muertes por ECV se deben a infartos de miocardio y accidentes
cerebrovasculares, y un tercio de estas muertes se producen prematuramente en
personas menores de 70 afnos. Los factores de riesgo modificables mas importantes de
las ECV son una dieta poco saludable, la inactividad fisica, el consumo de tabaco y el
consumo nocivo de alcohol. Los efectos de los factores de riesgo modificables pueden
manifestarse en forma de aumento de la tension arterial, de la glucosa en sangre, de los

lipidos en sangre y de sobrepeso y obesidad (91,92).

Aunque las ECV pueden surgir directamente de diferentes etiologias, abordar los
factores de riesgo asociados al desarrollo de la ateroesclerosis es lo mas importante
porque es un denominador comun en la fisiopatologia de la ECV. La ateroesclerosis es el
proceso patogénico de las arterias y la aorta que puede causar enfermedades como
consecuencia de la disminucion o ausencia de flujo sanguineo por estenosis de los vasos
sanguineos (91). En la ateroesclerosis se produce el deposito e infiltracion de sustancias
lipidicas en las paredes de las arterias de mediano y grueso calibre, las cuales activan las
celulas endoteliales de los vasos y promueven el reclutamiento de células inmunes;
inicialmente, plaquetas, macrofagos y células dendriticas; que favorecen el posterior
desarrollo de respuestas celulares y humorales mediadas por linfocitos T y B. Se
desarrolla asi una respuesta inflamatoria que media la formacion de placas de ateroma y

estrechamiento de las arterias (93,94). Por lo tanto, en este proceso intervienen
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multiples factores: dislipidemia, fendmenos inmunolégicos, inflamacion y disfuncion

endotelial (91).

Los ensayos clinicos y los estudios epidemioldgicos han demostrado que la
obesidad puede aumentar el riesgo de ECV, como la enfermedad arterial coronaria, la
insuficiencia cardiaca y la ateroesclerosis. Ademas, la obesidad guarda una estrecha
relacion con otros factores de riesgo de ECV, como la hipertension, la resistencia a la
insulina y la dislipidemia. La obesidad provoca hipertrofia, principalmente del ventriculo
izquierdo, disfuncion e inflamacion del tejido adiposo, lo que en dultima instancia

modifica la estructura y la funcion del sistema cardiovascular (7,69).

Por otro lado, el deposito ectopico de TG en otros 6rganos conduce a una
acumulacion anormal de grasa alrededor del corazon, lo que a su vez se ha relacionado
con el riesgo de ECV. En los pacientes con obesidad y resistencia a la insulina, el exceso
de AGL se acumula en los cardiomiocitos, lo que da lugar a un aumento de ROS a través
de la oxidacion de acidos grasos y, finalmente, conduce a la disfuncién mitocondrial.
Ademas, el aumento del deposito de lipidos en el miocardio induciria una miocardiopatia

debido a la lipotoxicidad cardiaca (69).

Las adipoquinas se consideran un vinculo entre la obesidad y la ECV. La leptina,
adiponectina, resistina, visfatina y citoquinas inflamatorias, pueden modular el tono
vascular, la migracion y proliferacion de células musculares lisas, la inflamacion y el

estrés oxidativo, aumentando asi el riesgo de factores de ECV (69).

Como ya se ha visto, la ateroesclerosis es la principal causa de las ECV, y la
obesidad es un importante factor de riesgo de ateroesclerosis. El exceso de TG
acumulado en los adipocitos es transportado por las VLDL en la circulacion. Estas
particulas penetran facilmente en la pared arterial, y sufren oxidaciéon y otras
modificaciones para producir proinflamacion. Los macrofagos se combinan con las
lipoproteinas para convertirse en células espumosas, un rasgo distintivo de las lesiones
ateroscleroticas tempranas. La acumulacion excesiva tejido adiposo puede aumentar las
citoquinas inflamatorias, TNF-o, IL-6 e IL-1B, que a su vez promueven la migracion de

macrofagos al tejido adiposo y aumentan el nimero de células espumosas (69).
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1.7.3 Enfermedad del higado graso no alcohdlico

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (non-alcoholic fatty liver disease,
NALFD) es una afeccion metabdlica causada por una serie de trastornos metabolicos
como la acumulacién excesiva de lipidos, el estrés oxidativo, la inflamacion y la
apoptosis (95,96) (Figura 7). Debido al gran nimero de factores de riesgo de esta
patologia, especialmente factores de desregulacion metabdlica, en 2020 un panel
internacional de expertos lider6 un proceso de consenso para desarrollar un término
mas apropiado para el estudio de esta enfermedad. El término propuesto fue
enfermedad del higado graso asociada a disfuncion metabdlica (metabolic dysfunction-
associated fatty liver disease, MAFLD) (97), sin embargo, durante la presente tesis
doctoral se utilizara la terminologia anterior de NAFLD, ya que la bibliografia consultada
no incluia el nuevo término adoptado. La NALFD se define como un sindrome clinico-
patologico, cuya caracteristica principal es la acumulacion de grasa en el tejido hepatico,
principalmente en forma de triglicéridos, superior al 5% del peso del higado y que no
pueden explicarse por un consumo excesivo de alcohol (es decir, >30 g al dia). Esta
patologia es una de las principales causas de enfermedad hepatica crénica en todo el
mundo, y la primera en los paises occidentales. Su incidencia entre las enfermedades
hepaticas cronicas ha aumentado del 47 al 75% en los Gltimos afios, como consecuencia
de esta elevada prevalencia, se espera que la NAFLD se convierta en la principal causa de
hepatopatia terminal, trasplante de higado y carcinoma hepatocelular en la préxima

década (98,99).

Una de las razones de la elevada prevalencia de la NAFLD es que esta fuertemente
vinculada con las caracteristicas del sindrome metabodlico, como la obesidad central, la
resistencia a la insulina, la diabetes mellitus de tipo 2, la hipertension arterial y la
dislipidemia (98,99). Los pacientes con NAFLD suelen tener un patron dietético poco
saludable caracterizado por un alto consumo de grasas esterificadas con acidos grasos
libres saturados, colesterol y fructosa y, por otro lado, una baja ingesta de antioxidantes

y grasas esterificadas con acidos grasos libres poliinsaturados (98).

La acumulacién de grasa hepatica genera multiples senales que alteran el
metabolismo lipidico y glucidico, dando lugar a la presencia de vacuolas intracelulares
de grasa, falta de capacidad para realizar el proceso de B-oxidacion mitocondrial,

generacion de estrés oxidativo, desarrollo de mecanismos proinflamatorios vy,
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finalmente, apoptosis hepatocelular (99) (Figura 7). La acumulacion de grasa en las
celulas del higado se denomina esteatosis hepatocelular y se clasifica en dos tipos:
macrovesicular y microvesicular. En la esteatosis macrovesicular, una sola gota de grasa
grande o gotitas de grasa mas pequenas y bien definidas ocupan el citoplasma de los
hepatocitos, empujando el ntcleo hacia la periferia. En la esteatosis microvesicular, el
citoplasma de los hepatocitos esta lleno de pequefas gotas de lipidos y el ntcleo esta

situado en el centro de la célula. La esteatosis en NAFLD suele ser macrovesicular (100).
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Figura 7. Los acidos grasos libres son fundamentales en la patogénesis de la NAFLD. Los acidos
grasos libres procedentes de la lipolisis de triglicéridos en el tejido adiposo llegan al higado a través de la
sangre. Otro factor importante que contribuye al flujo de acidos grasos libres a través del higado es la DNL.
Los dos destinos principales de los acidos grasos en los hepatocitos son la B-oxidacién mitocondrial y la
reesterificacion para formar triglicéridos. Los triglicéridos pueden exportarse a la sangre en forma de VLDL
o almacenarse en gotas lipidicas. Cuando la eliminacion de acidos grasos a través de la B-oxidacion o la
formacion de triglicéridos se ve desbordada, los acidos grasos pueden comienzan a formar especies
lipotoxicas que conducen al estrés del RE, el estrés oxidativo y la activacion del inflamasoma. Estos procesos
son responsables del fenotipo de NAFLD con lesion hepatocelular, inflamacién, activacion de células
estrelladas y acumulacion progresiva de matriz extracelular en exceso. Las modificaciones del estilo de vida,
que incluyen habitos alimentarios saludables y ejercicio regular, reducen la sobrecarga de sustratos
mediante la disminucién de la ingesta y el desvio de sustratos metabdlicos a los tejidos metabdlicamente
activos y, por tanto, pueden prevenir o revertir la NAFLD. Imagen extraida de Friedman et al. (101).

El desarrollo de esta enfermedad fue explicado por Day y James (102) hace casi

dos décadas mediante la hipotesis de “two-hits” o dos etapas. La primera etapa se

48



caracteriza por una acumulacion de grasa, especialmente triglicéridos, en los
hepatocitos y donde se produce la RI. Esta condicion aumentaria la vulnerabilidad del
higado a otros factores dafinos, denominados colectivamente como segundo “hit", como
podria ser un aumento en los niveles de estrés oxidativo, inflamacién y un principio de
fibrosis. Esta segunda etapa impulsaria la progresion de la esteatosis macrovesicular a la
NASH, seguida por una fibrosis, y posteriormente, se alcanzarian etapas finales
irreversibles como remodelaciéon cirrética con insuficiencia hepatica y, por ultimo,

hepatocarcinogenesis (98) (Figura 8).

Sin embargo, con el paso del tiempo esta teoria ha evolucionado, y esta
progresion se ha explicado mediante una teoria “multi-hit” o de impactos multiples
(98,101). Son muchas las vias moleculares que contribuyen al desarrollo de NASH, y ni
siquiera se sabe con certeza si la NASH siempre va precedida de un higado graso no-
alcoholico. Ademas, es probable que los factores patogénicos no sean idénticos en todos
los pacientes. Asi pues, tanto los mecanismos que conducen a la enfermedad como sus
manifestaciones clinicas son muy heterogéneos (101). Segiin este punto de vista, la RI,
seria el primer “hit” o etapa que desencadena la enfermedad, dando lugar a elevaciones
hepatocelulares de AGLs; estas moléculas serian los principales factores patogénicos
que hacen que el higado sea extremadamente vulnerable a los “hits” o impactos

posteriores, mencionados anteriormente (98).
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Figura 8. Representacion de hipotesis de “two-hits” y teoria del “multi-hit” o impactos multiples en
la progresion clinica del NAFLD/MAFLD. La NAFLD comprende un amplio espectro de lesiones hepaticas,
que van desde la esteatosis macrovesicular simple (higado graso) a la esteatohepatitis, con inflamacion,
fibrosis y lesiéon hepatica combinadas, que progresa a cirrosis y, finalmente, a carcinoma hepatocelular. El
“hit” o impacto inicial es la resistencia a la insulina, que conduce a un aumento de la captacion y sintesis de
acidos grasos libres almacenados en forma de triglicéridos, lo que da lugar a una esteatosis simple. En la
progresion hacia estadios mas avanzados de la enfermedad pueden intervenir otros efectos multiples que
actllan como agresiones superpuestas, como el estrés oxidativo, los mediadores inflamatorios de origen
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hepatico (por ejemplo, las citocinas inflamatorias derivadas de las células de Kupffer) y de fuentes
extrahepaticas (por ejemplo, las adipoquinas y los lipopolisacaridos de la microbiota intestinal), las
agresiones apoptoéticas y la regeneraciéon compensatoria resultante, la adquisicion de un fenotipo
profibrético y los factores genéticos proesteatdticos, entre otros. La NASH puede producirse incluso sin
esteatosis, lo que respalda la opiniéon de que la esteatosis no es un factor causal en el desarrollo y la
progresion de la NASH. Adaptacion de Bessone et al. (98) generada a partir de BioRender.

1.7.4 Sindrome metabolico

El sindrome metabolico (MetS) no es una tnica enfermedad, sino que es definida
por la combinacion de varias enfermedades metabdlicas conectadas de origen
metabolico, ambiental y/o genético (103). En ellas se incluyen obesidad abdominal,
resistencia a la insulina, disglucemia (reduccion de la tolerancia a la glucosa y/o
reduccion de la glucosa en ayunas), dislipidemia aterogénica e hipertension (103,104).
Estas alteraciones se evaltan mediante seis indices para realizar del MetS: perimetro de
cintura, niveles de glucosa en ayunas, niveles de triglicéridos, niveles de colesterol y
niveles de HDL-colesterol y presion arterial (104). Existen muchas definiciones para esta
patologia, aunque todas ellas son similares, en el caso de la Federacion Internacional de
Diabetes (104,105) considera que un individuo presenta MetS si posee una circunferencia
de cintura superior a 94 cm en hombres o 80 cm en mujeres junto con la presencia de

dos o mas de los siguientes factores:

1. Glucosa plasmatica superior a 100 mg /dL o diabetes diagnosticada

2. HDL-colesterol inferior a 40 mg/dL en hombres, 50 mg/dL en mujeres o
tratamiento especifico para esta afeccion

3. Triglicéridos plasmaticos superiores a 150 mg/dL o tratamiento especifico
para esta afeccion

4. Presion arterial superior a 130 mm Hg (sistolica) o 85 mm Hg (diastolica) o

tratamiento especifico para hipertension

Saklayen (105) estim6 que casi el 25 % de la poblacion mundial padece MetS, y
aunque esta varia entre paises y, a veces, es complicada de estimar segn la definicion
empleada. Segan el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), en Estados
Unidos se ha producido un aumento del 35 % en la prevalencia del MetS desde la
aparicion del término en la década de 1980 hasta 2012 (104). La incidencia del MetS
coincide con la de la obesidad y la DMT2 (104,105). Alrededor del 85 % de los pacientes
con DMT2 también padecen MetS y, por tanto, tienen un mayor riesgo de ECV (104). En

el caso de la poblacion europea, la prevalencia del MetS difiere segan la definicion, la
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localizaciéon geografica y la poblacién examinada, pero se calcula que oscila entre el 13 %

y el 36 % (106).

La fisiopatologia del MetS (Figura 9) engloba diferentes mecanismos que se han
tratado en los diferentes apartados anteriores. Como ya se ha visto, la obesidad se ha
convertido en una epidemia mundial debido a los estilos de vida sedentarios, el alto
consumo de comida rapida y otros entornos socioecondémicos obesogénicos. Los
individuos pueden adquirir el MetS debido a una susceptibilidad genética a la obesidad y
a respuestas proinflamatorias. Se cree que intervienen diferentes mecanismos como:
inflamacion del tejido adiposo, estrés celular, acumulacion lipidica en el musculo
esquelético, esteatosis hepatica, disfuncién del sistema nervioso auténomo, resistencia a
la leptina y relaciones cruzadas entre sistemas de sefnalizacion. En este tltimo aspecto,
la obesidad y la hipertension pueden estar relacionadas por las interacciones entre los
sistemas de senalizacion de la insulina y la renina-angiotensina. Por otro lado, la
resistencia a la insulina y la disfuncion endotelial, asi como la resistencia a la insulina y la
inflamacion, tienen relaciones reciprocas. Se ha comprobado como el MetS provoca un
aumento inusual del sistema renina-angiotensina-aldosterona en el sistema
cardiovascular (103). Entre los mecanismos propuestos, la resistencia a la insulina, la
inflamacion cronica y la activacion neurohormonal parecen ser los principales factores

en la progresion del MetS y su posterior transicion a ECV y DMT2 (104).
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Figura 9. Mecanismos que ponen de relieve la fisiopatologia de la MetS. La predisposiciéon genética,
la alta ingesta calorica y la inactividad fisica contribuyen a alterar el sistema renina-angiotensina y a
aumentar el tejido adiposo visceral, lo que a su vez promueve un aumento de las citoquinas proinflamatorias
y de las principales adipoquinas. Al aumentar el nimero de acidos grasos libres se produce alteraciones en
el metabolismo glucidico y lipidico, disminuyendo la captaciéon de glucosa por parte del masculo
esquelético, un aumento de la resistencia a la insulina y la gluconeogénesis hepatica, y acumulacién de
triglicéridos y acidos grasos a través de la lipogénesis de novo. Todas estas alteraciones favorecen el
desarrollo de DMT2 y ECV. Imagen extraida de Fahed et al. (104).

e

1.7.5 Cancer

De acuerdo con la Agencia para Investigaciéon sobre el Cancer (Agency for
Research on Cancer) (IARC) se sabe que la obesidad esta asociada a 13 tipos de cancer,
entre ellos los de mama, Gtero, ovario, es6fago, estobmago, colon y recto, higado, vesicula
biliar, pancreas, rifién, tiroides y meninges, asi como al mieloma multiple. La relacion de
la obesidad con el cancer es biolégicamente compleja. Se cree que los efectos
relacionados con la obesidad acttan generando un dano sobre el ADN y/o las vias de
reparacion de este a través de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
produciéndose asi una inestabilidad genética inducida por la obesidad. El estrés

oxidativo (OS) podria ser inducido por la formacién de ROS, y el OS promueve la
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modificacion de la estructura de carbohidratos, proteinas, fosfolipidos y acidos
nucleicos mediante el proceso de oxidacion. Ademas, la remodelacion lipidica celular
inducida por la obesidad afecta a multiples facetas de la fisiologia relevantes para la
carcinogénesis. Los lipidos de las reservas de los adipocitos proximos pueden
transferirse a las células cancerosas para ser utilizados como fuente de energia y
promover el crecimiento tumoral. Ademas, la obesidad puede conducir al desarrollo de
cancer a través de la conversion de los acidos grasos en lipidos de sefializacion

protumorigénica (69).

1.8 Otras patologias asociadas

Hipertension

La obesidad afecta a la hipertension, ya que se ha encontrado una asociacion
entre un aumento de la presion sanguinea con la ganancia de peso corporal. Los
mecanismos de la obesidad y de la hipertension relacionada con la obesidad son
complejos y a veces interdependientes. Los principales factores, aparte de los factores
genéticos y ambientales, se deben al sistema nervioso simpatico, a la funcion renal y
suprarrenal, al endotelio, a las adipoquinas y a la resistencia a la insulina. La obesidad,
incluso cuando no se acompana de un aumento de la presion arterial, presenta signos de
activacion adrenérgica, como un aumento de los valores plasmaticos de norepinefrina y
de la frecuencia cardiaca en reposo. La presencia concomitante de obesidad e
hipertension se asocia a una activacion simpatica de mayor grado que la observada en

cada condicion fisiopatologica (107).
Enfermedades neurodegenerativas

La obesidad afecta a las funciones fisiologicas de varios 6rganos, contribuyendo
al deterioro general de la salud. En el cerebro, la obesidad podria provocar un amplio
espectro de alteraciones homeostaticas, como una mayor incidencia de estrés oxidativo,
inflamacion, agregacion de proteinas, disfuncion mitocondrial, alteracion de los niveles
hormonales, resistencia a la insulina y compromiso de la barrera hematoencefalica.
Todos estos cambios podrian perjudicar la plasticidad sinaptica y la neurogénesis, junto
con la muerte neuronal, lo que en ultima instancia conduciria a un fallo de la funcion
cognitiva. Las alteraciones mencionadas, junto con la caracterizacion de la obesidad por

un estado inflamatorio de bajo grado, han establecido un vinculo entre la obesidad y las
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enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple, la enfermedad de

Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (108).
Enfermad crénica renal

El sobrepeso, la obesidad y el sindrome metabolico se han identificado como
factores de riesgo independientes de la enfermedad renal cronica (ERC) y la enfermedad
renal terminal. La relacion entre obesidad y ERC es compleja (109). Numerosos factores
estan implicados en el desarrollo de la enfermedad renal en la obesidad, como la
resistencia a la insulina, la lipotoxicidad, la fibrogénesis, disbiosis de la microbiota
intestinal, la desregulacion de las adipoquinas, la hipertension y el aumento de la presion
arterial glomerular. Clinicamente, la ERC relacionada con la obesidad se caracteriza por
proteinuria, albuminuria, glomerulomegalia, glomeruloesclerosis progresiva y reduccion
de la funcion renal (109,110). La ERC es un problema de salud publica de primer orden en
todo el mundo, que afecta aproximadamente al 13.4 % de la poblacion mundial. Los
sintomas mas comunes en pacientes con ERC incluyen alteraciones del suefio, debilidad,

fatiga, dolor y picor en la piel (110).
Sindrome de apnea obstructiva del sueio

El sindrome de apnea obstructiva del sueno (SAOS) es un trastorno respiratorio
comun durante el suefo en el que las vias respiratorias se estrechan o colapsan durante
el suefio, provocando apnea obstructiva del sueno. Este trastorno respiratorio
relacionado se caracteriza por hipopnea y apnea ventilatoria; estas alteraciones
respiratorias provocan hipoxia, lo que conduce a hipoxemia, hipercapnia, sueno
fragmentado, despertares nocturnos recurrentes, mayor esfuerzo respiratorio y
aumento de la actividad nerviosa simpatica. La incidencia del SAOS en la poblacién
general de 30 a 60 anos es del 24 % en los hombres y del 9 % en las mujeres, y existen
casi 1.000 millones de personas afectadas en todo el mundo, lo que ha suscitado una
preocupacion extremadamente importante (111). Existe una correlacion lineal entre la
obesidad y la apnea obstructiva del suefio. En las personas obesas, los depositos de grasa
en el tracto respiratorio superior estrechan las vias respiratorias; se produce una
disminucion de la actividad muscular en esta region, lo que provoca episodios de hipoxia
y apnea que, en ultima instancia, dan lugar a la apnea del suenio. Estos episodios de

hipoxia/apnea provocan una disminucién del oxigeno disponible en los tejidos
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corporales y los vasos sanguineos. La disminucion de la oxigenacion provoca hipoxia
tisular, que es el principal factor que contribuye a la aterosclerosis, el principal factor de

riesgo de las ECV (112).
Asma

La obesidad es un factor de riesgo importante la enfermedad del asma tanto en
nifios como en adultos. Ademas, la obesidad materna y el aumento de peso durante el
embarazo se asocian de forma independiente con un riesgo aproximadamente entre un
15% y un 30 % mayor de asma en la descendencia. Este riesgo no estd mediado
unicamente por la propia obesidad del nifio. Los mecanismos implicados pueden incluir
cambios inflamatorios o de otro tipo durante el embarazo o la vida postnatal temprana, y
estos mecanismos podrian explicar por qué el aumento excesivo de peso en la infancia
también se ha relacionado con sibilancias recurrentes y asma. En nifios o adultos obesos
los mecanismos se deben a un aumento en la produccion de citoquinas proinflamatorias,
asociado a la resistencia a la insulina y/o alteraciones en el metabolismo lipidico. Tanto
nifios como adultos obesos tienden a padecer asma mas grave que los niflos/adultos
delgados y tener una respuesta menor a los medicamentos para esta afeccion. Los
adultos obesos presentan un riesgo entre 4 y 6 veces mayor de ser hospitalizados en
comparacion con los adultos delgados con asma. Casi el 60% de los adultos con asma

grave en Estados Unidos son obesos (113).
Osteoartritis

La obesidad sigue siendo el factor de riesgo mas importante para la incidencia y
la progresion de la osteoartritis (OA). Se creia que la principal causa de la OA era la
sobrecarga de las articulaciones debida al exceso de peso, que a su vez provoca la
destruccion del cartilago articular. Sin embargo, se han descubierto otros factores que
podrian tener una implicacion mayor como la deposicion adiposa, la resistencia a la
insulina y, sobre todo, la coordinacion inadecuada de las respuestas inmunitarias innata
y adaptativa pueden conducir al inicio y la progresion de la OA asociada a la obesidad.
Cada vez es mas evidente que en la articulacion sinovial se reclutan multiples células
inflamatorias que desempenan un papel importante en los cambios patologicos de la

articulacion sinovial. La interaccion entre una variedad de células inmunitarias y otras
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células que residen en las articulaciones articulares puede constituir un circulo vicioso

que provoque cambios patologicos de la articulacion articular en individuos obesos (114).
Calculos biliares

La presencia de calculos biliares es una afecciéon con una alta prevalencia global
de aproximadamente el 10-20 %; se presenta principalmente en pacientes con exceso de
peso corporal, ya que el principal factor de riesgo asociado al desarrollo de esta afeccion
es la presencia de obesidad central. El desarrollo de calculos biliares esta causado por el
desequilibrio entre el sistema higado-vesicula biliar-intestino, en el que se llevan a cabo
los procesos de sintesis del colesterol. Las alteraciones en estos procesos se deben al
desequilibrio en el transporte de lipidos biliares, en las enzimas de esterificacion del
colesterol y en las vias de senalizacion reguladoras, asi como en la motilidad de la
vesicula biliar. Se ha establecido que uno de los mecanismos fisiopatolégicos por los que
la obesidad aumenta el riesgo de desarrollar calculos biliares se debe al incremento de
los niveles plasmaticos de insulina, ya que niveles mas elevados de insulina plasmatica
estimulan la actividad de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa
provocando una hipersecrecion de colesterol. Otro factor implicado en la patogénesis de
los célculos biliares es la leptina. Algunos estudios en modelos animales han observado
una disminucion de los cristales de colesterol cuando hay resistencia a la accion de la

leptina (115).
Pancreatitis

La obesidad aumenta la pancreatitis aguda a través de calculos biliares,
hipertrigliceridemia, firmacos e intervenciones para perder peso. Las personas obesas y
con sobrepeso tienen mayor incidencia de enfermedad biliar y, en consecuencia,
pancreatitis. La enfermedad biliar causa pancreatitis aguda por calculos biliares, que
causan reflujo biliar o aumentan la presion del conducto pancreatico. Ademas, las
personas obesas presentan niveles mas elevados de triglicéridos en sangre
(hipertrigliceridemia) y esto se relaciona con la pancreatitis, debido a la insolubilidad de
los triglicéridos en el medio acuoso de la sangre, lo que provoca microtrombos en la
vasculatura pancreatica provocando isquemia e infarto pancreatico. Ademas, se ha
comprobado que los tratamientos quirargicos de la obesidad aumentan la incidencia de

pancreatitis debido a obstrucciones de los conductos biliares o un aumento de la
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presion en estos y el pancreas. Por tltimo, la acumulacién de depositos de grasa en el
pancreas agrava esta patologia, debido a la hidrdlisis de acidos grasos insaturados en los
adipocitos, los cuales son liberados al exterior celular, provocando la necrosis de las
células acinares pancreaticas. Asi mismo, la necrosis de la grasa peripancreatica

aumenta la severidad de la pancreatitis (116).

1.9 Tratamientos contra la obesidad

El sobrepeso y la obesidad, asi como las enfermedades no transmisibles
relacionadas, son en gran medida prevenibles y controlables. Segan la OMS (1) se
recomienda limitar el consumo de bebidas azucaradas y alimentos hipercaloricos, limitar
la ingesta de energia procedente de grasas totales y azucares, y se deberia fomentar el
desarrollo de una vida sana, impulsando comportamientos alimentarios saludables,
aumentando el consumo de frutas y verduras, asi como de legumbres, cereales
integrales y frutos secos; y la practica de una actividad fisica de forma regular. Por otro
lado, habria que evitar el tabaco y el alcohol y mejorar la duracion y calidad del sueno,
asi como, la salud emocional y mental. Controlar o perder peso para prevenir el
empeoramiento de los individuos obesos parece ser un método eficaz, pero puede ser
muy dificil de cumplir a largo plazo. Los métodos de pérdida de peso incluyen una mayor
actividad fisica, modificaciones en la dieta, cirugia bariatrica e intervenciones

farmacologicas (69).

1.9.1 Tratamientos no farmacoldgicos

1.9.1.1 Intervenciones dietéticas

La pérdida de peso mediante tratamientos dietéticos esta basada en lograr un
déficit neto de kilocalorias, es decir, que el flujo de energia entrante (ingesta de energia
alimentaria) debe ser inferior al flujo de energia saliente (el gasto energético total). Por
tanto, la mayoria de las intervenciones dietéticas para perder peso se basan en algin

tipo de restriccion energética, que puede llevarse a cabo de diferentes maneras (117,118).

1.9.1.11  Restriccion calorica

La restriccion calorica es una intervencion dietética, que representa una
estrategia eficaz para la reduccion de peso, en la que se reduce la ingesta calorica. Esto
influye en la plasticidad de los tejidos adiposos y modifica la funcion endocrinologica del

tejido adiposo y del musculo esquelético (69).
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Las dietas bajas en calorias y muy bajas en calorias (DBC y DMBC) limitan la
ingesta energética a 800-1600 Kcal/dia y <800 Kcal/dia, respectivamente. Las DMBC
producen una pérdida de peso superior a corto plazo en comparacion con las DBC (-16,1
kg frente a -9,7 kg, respectivamente). La pérdida de peso con las DMBC se consigue
principalmente a través de una pérdida de grasa corporal total. Sin embargo, los
beneficios a largo plazo de las DMBC son menos pronunciados, y las cifras de pérdida de
peso son mas comparables a las de los DBC (-6,3% frente a -5%, respectivamente)
debido a un mayor aumento de peso debido a un efecto “rebote” (61% frente a 41%,
respectivamente) (117). Las DMBC incluye a las dietas cetogénicas, muy bajas en
carbohidratos y altas en grasas. Aunque ambas dietas se han recomendado para el
tratamiento de la obesidad, sus efectos sobre el metabolismo lipidico y los mecanismos a
traves de los cuales puede promover la pérdida de peso siguen siendo controvertidos
(119). Segan Ellenbroek et al. (120) tras un tratamiento a largo plazo, la dieta cetogénica
provoca un aumento de los marcadores plasmaticos asociados a la dislipidemia y la
inflamacioén, como el colesterol, los triglicéridos, la leptina, la proteina quimiotactica de
monocitos-1, la IL-18 y la IL-6, sin pérdida de peso. Sin embargo, en otros trabajos se
refieren efectos opuestos (119). Por lo tanto, las DMBC solo deben utilizarse como parte
de una intervencion integral sobre el estilo de vida y con la supervision médica adecuada
debido a las rapidas pérdidas de peso y a los posibles efectos secundarios (118). De
hecho, la Guia AHA/ACC/TOS 2013 para el tratamiento del sobrepeso y la obesidad en
adultos sugirio que las DMC se prescriban solamente en casos limitados, como en la

preparacion para la cirugia bariatrica (121).

1.9.11.2  Composicion de macronutrientes

Los 3 principales macronutrientes son los lipidos, glucidos (hidratos de carbono)
y proteinas, los cuales aportan 9, 3.75 y 4 Kcal por gramo, respectivamente. La grasa
(lipidos) es el macronutriente menos saciante, mas facil de absorber y mas densamente
caldrico, lo que la convierte en el principal objetivo para las intervenciones de
adelgazamiento (117,118). Las dietas bajas en grasas son una estrategia estandar de
pérdida de peso y, por lo general, menos del 30% de las calorias proceden de las grasas.
Este tipo de dietas son muy similares a las dietas DBC y DMBC, de hecho, la mayoria de
las dietas bajas en grasas utilizadas para el tratamiento de la obesidad incluyen la
restriccion caldrica. Varios mecanismos podrian contribuir a la pérdida de peso con las

dietas bajas en grasas. Algunos de ellos tienen que ver con la propia limitacion de grasas,
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mientras que otros son consecuencia del aumento de la proporciéon de hidratos de

carbono y proteinas que se produce con la restriccion de grasas (118).

Las dietas bajas en carbohidratos hacen hincapi¢é en la restriccion de
carbohidratos y su sustitucion por grasas y/o proteinas. Las dietas bajas en
carbohidratos incluyen 60-130 g de carbohidratos al dia (< 20%-45% de la ingesta
energética diaria). Mientras que las dietas muy bajas en carbohidratos recomiendan
menos de 60 g de carbohidratos al dia (118). En general, las dietas bajas en carbohidratos
producen mayores pérdidas de peso a corto plazo (<6 meses) que las dietas bajas en
grasas, pero a largo plazo (>12 meses) son mas o menos equivalentes (118). Sin embargo,
gran parte de esta pérdida a corto plazo se ha sido atribuida a la pérdida de reservas de
glucogeno y agua, que asciende a 1-2 kg en los primeros 14 dias, tras los cuales el ritmo

de pérdida de peso se ralentiza (117).

Las dietas cetogénicas muy bajas en carbohidratos son una de las formas mas
populares de dietas bajas en carbohidratos y estan disefiadas para inducir la cetosis. En
este tipo de dietas se restringen los carbohidratos a menos de 20 g/dia durante la fase 1,
que suele durar hasta 12 semanas, y luego se aumentan gradualmente hasta 80-100
g/dia. La cantidad de restriccion de carbohidratos necesaria para alcanzar la cetosis
varia segin la persona, pero suele ser inferior a 50 g/dia. Estas dietas suelen aportar
entre un 70% y un 80% de grasas, ya que ingerir demasiadas proteinas puede impedir la
cetosis (porque los aminoacidos pueden convertirse en glucosa a través de la
gluconeogénesis). Aunque este tipo de dietas genere una rapida de peso, la adherencia a
largo plazo para este tipo de dietas es baja (118) y puede inducir un aumento de
marcadores proinflamatorios, como ya se coment6 en la seccion 1.9.1.1.1. Muchos de los
argumentos a favor de reducir la ingesta de los hidratos de carbono hacen referencia a
los efectos de los alimentos de alto indice glucémico, como los almidones refinados y el
azucar. Segun el modelo hidratos de carbono-insulina, las dietas ricas en hidratos de
carbono aumentan la secrecion postprandial de glucosa e insulina y desvian los
combustibles metabolicos de la oxidacion hacia el almacenamiento en el tejido adiposo,

lo que reduce el gasto energético y aumenta el apetito (118).

Las proteinas son altamente saciantes, por lo tanto las dietas hiperproteicas se
utilizan con el objetivo de reducir el consumo excesivo pasivo de otros macronutrientes

menos saciantes y mas densos en energia (117). Las dietas hiperproteicas prescriben >
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25% de calorias procedentes de proteinas o > 1,6 g de proteinas por kg de peso corporal.
El mayor contenido en proteinas es una caracteristica de muchas dietas bajas en grasas
y carbohidratos. Sin embargo, existe bastante controversia en si realmente este tipo
dietas producen efectos resefables en la pérdida de peso, en comparacién con otros
tipos de dietas o con una dieta baja en proteinas (117,118). Diferentes meta-analisis han
mostrado que no existen diferencias significativas o son minimas en comparacion con
una dieta baja en proteinas y baja en grasas (122,123) o una dieta alta en carbohidratos
(124). Una mayor ingesta de proteinas evita la pérdida de masa libre de grasa durante la
pérdida de peso, especialmente en los adultos mayores. Una dieta rica en proteinas en
comparacion con una dieta moderada en proteinas también puede crear un balance
energetico negativo, que contrarreste la termogénesis adaptativa durante el

mantenimiento de la pérdida de peso (118).

1.9.1.1.3  Patrones alimentarios

Muchos cientificos y consumidores han desplazado su atencion hacia los
patrones dietéticos en lugar de centrarse en alimentos o tipos de alimentos especificos.
Este enfoque tiende a hacer mas hincapié en la calidad y la naturaleza de los
macronutrientes que en la cantidad y centrandose mas en la salud que en la pérdida de
peso per se. Un buen ejemplo de patréon dietético es el de la Dieta Mediterranea, basada
en un consumo elevado de frutas, verduras, legumbres y granos; un consumo moderado
de grasas (mayoritariamente grasas monoinsaturadas), lacteos (principalmente queso) y
vino, y un consumo reducido de carne (pescado y aves de corral en lugar de carne roja)

(117,118).

1.9.1.14  Nutracéuticos y compuestos bioactivos

En 1989, De Felice introdujo el término “nutracéutico” como combinacion de los
términos “nutricion” y “farmacéutico” (125). Los nutracéuticos son alimentos/productos
derivados de alimentos que tienen efectos beneficiosos para la salud y pueden utilizarse
para prevenir enfermedades cronicas en lugar de curarlas. Debido a sus efectos
terapéuticos seguros, estos productos han ganado mucha atencion, ya que previenen la
aparicion de varias enfermedades potencialmente mortales, como la DMT2, el cancer y
los trastornos neurodegenerativos. Los nutracéuticos abarcan desde suplementos

dietéticos (proteinas, vitaminas y minerales), compuestos puros hasta componentes
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derivados de fuentes naturales. Dado que los nutracéuticos presentan una amplia gama

de sustancias, sus mecanismos también son muy diversos (126).

La obesidad y sus patologias asociadas (seccion 17), se caracterizan por un
metabolismo alterado (glucidico y lipidico, mayoritariamente) junto a un estado
proinflamatorio y prooxidante, por lo tanto, los tratamientos de estas enfermedades no
deben centrarse Gnicamente en la reduccion del peso corporal, de hecho, en la seccion
1.1.2 se describe a individuos con peso e IMC normal, sin signos visuales de obesidad,
pero con alteraciones metabolicas similares a pacientes tradicionalmente obesos. Por
ello, también deben existir tratamientos enfocados en mejorar el estado fisiologico y
metabolico del individuo, hasta alcanzar una homeostasis, asi como intervenciones
basadas en la prevencion en lugar del tratamiento. En este sentido, los nutracéuticos o
compuestos bioactivos presentes en las especies vegetales, como ahora describiremos,

juegan un papel fundamental.

Es ampliamente conocido, que el consumo de una dieta sana, como es el caso de
una dieta mediterranea, favorece la disminucion de la obesidad y sus complicaciones.
Estas dietas se caracterizan por la presencia de verduras, cereales o legumbres que
contienen compuestos simples o mixtos con efectos sinérgicos. A estos compuestos se
denominan compuestos bioactivos o fitoquimicos, y se encuentran en todas las plantas
como metabolitos secundarios. La concentracion de compuestos bioactivos (como fibra
dietética, minerales, vitaminas, acidos grasos, proteinas, algunos hidratos de carbono y
compuestos fenolicos) varia en funcion de las partes de la fase de crecimiento de la

planta y de la estacion del ano (127).

Entre los distintos tipos de compuestos funcionales, aquellos relacionados con el
sindrome metabolico, enfermedades cardiovasculares, resistencia a la insulina y
hepatopatia no alcoholica han atraido gran atencion. Especialmente relevantes son los
derivados de semillas de plantas aromaticas y leguminosas, debido a su contenido en
compuestos fendlicos, fibra y otros compuestos antioxidantes (128-131). Por un lado, las
leguminosas tienen una importancia nutricional notable, aunque también contienen
diversos compuestos no nutricionales que tradicionalmente se consideraban
antinutrientes con efectos negativos (132). Sin embargo, se ha demostrado que estos

componentes poseen actividad biolodgica positiva, contribuyendo a la preservacion del
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genoma y siendo ttiles en el tratamiento nutricional de patologias asociadas al sindrome

metabolico (133,134).

Los compuestos bioactivos naturales presentes en los alimentos se han
relacionado con diferentes efectos en la obesidad, como la disminucién de la respuesta
inflamatoria y el estrés oxidativo, la inhibicion de la adipogénesis y la lipogénesis, la
induccion de la apoptosis, la regulacion de los genes implicados en la adipogénesis, la
lipolisis y la oxidacioén de los acidos grasos (127). Asi mismo, se ha comprobado como
diferentes compuestos bioactivos pueden ser utilizados en la prevencion y el

tratamiento del MAFLD (135).

En la naturaleza se han identificado cerca de 8000 compuestos polifenodlicos y
estos se clasifican en flavonoides, acidos fendlicos, lignanos, estilbenos, alquilfenoles,
curcuminoides, furanocumarinas, terpenos fenolicos y otros (87,127). Los compuestos
polifenolicos son los fitoquimicos mas abundantes en las dietas basadas en frutas y
verduras, y estan biodisponibles en el sistema circulatorio tras su absorcion por el
intestino, después de la ingestion de alimentos (127), aunque, la absorcion de estas

moléculas puede ser pobre y poseer un metabolismo rapido (87).

Los flavonoides son fitoquimicos fenodlicos que constituyen importantes
componentes de la dieta humana. Se dividen en subgrupos en funcion del grado de
oxidacion de los anillos que confirman su estructura. Existen seis subgrupos principales:
(1) flavonoles, como el kaempferol y la quercetina, (2) flavanoles, como la epicatequina,
(3) flavonas, como la apigenina; (4) isoflavonas, como la genisteina; (5) flavanonas, como
la hesperetina, la naringenina; y (6) antocianinas, como la cianidina o la delfinidina, la
malvidina. Segun diferentes estudios, los flavonoides se han relacionado con la
reduccion de peso debido a la reduccion del tejido adiposo, la estimulacion de la B-
oxidacion y la inhibicion de la adipogénesis y la lipogénesis al disminuir la expresion de
la lipoproteinlipasa (LPL), SREBP1c y PPARy. Ademaés, durante la respuesta inflamatoria,
los flavonoides podrian inhibir la expresion y secrecion de citoquinas proinflamatorias
(87,127). Bloquean el TLR y regulan varias vias relacionadas con la inflamacion, como NF-
kB, MAPK, PI3K/AKT, IKK/INK y JAK/STAT, regulando asi la respuesta inmunitaria.

También interfieren en la regulacion de las células inmunitarias (87).
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Los compuestos fendlicos también controlan la diferenciacion de los adipocitos y
el metabolismo de los lipidos, ya que disminuyen la actividad de la lipasa pancreatica y la
permeabilidad del intestino, a través de su interacciéon con la microbiota intestinal.
Ademas, algunos compuestos fendlicos pueden activar la Sirtuina 1 (Sirtl) y son
inductores potenciales de la biogénesis mitocondrial a través de la activacion de PGC-1a
mediada por la desacetilacion y, también, disminuyen la disfuncion mitocondrial. Por
otro lado, los compuestos fenolicos secuestran los radicales libres, aumentan la
actividad y la expresion de las enzimas antioxidantes e inhiben la expresion de las
enzimas productoras de ROS. Finalmente, también presentan propiedades como
quelantes de metales (87). Los compuestos fenolicos neutralizan las ROS mediante la
donacion de un electron o un atomo de hidrégeno (87,127), ejercen una actividad
coantioxidante con las vitaminas esenciales, inhiben las vias de la oxidasa y del acido
araquidonico y regulan al alza las enzimas SOD, CAT y GPX. También promueven la
expresion de enzimas antioxidantes implicadas en la sintesis de glutation y el

metabolismo de farmacos de fase II, a través de la regulacion de la via Nrf2 /Keapl (87).

Finalmente, aunque no son moléculas como tal, también habria que considerar a
los péptidos bioactivos procedentes de fuentes alimentarias vegetales como una
alternativa en el tratamiento de la obesidad y sus patologias asociadas, ya que estos
poseen importantes efectos sobre la salud humana por su capacidad para reforzar el
sistema inmunitario y mejorar la salud. En concreto, los péptidos bioactivos pueden
actuar regulando la saciedad, reduciendo la hipertension y los niveles de colesterol y
poseer efectos antimicrobianos, antitromboticos, antioxidantes, antiinflamatorios y
antidiabéticos. Este ultimo debido a que intervienen descendiendo o inhibiendo la
actividad de las enzimas a-glucosidada y dipeptidil peptidasa-4, las cuales presentan un

papel importante en desarrollo de DMT2 (136).

Por otra parte, la actividad agricola proporciona ademas de semillas y frutos,
otras partes de la planta que son habitualmente tratadas como residuos agricolas. En el
caso de las semillas, estas terminan siendo tratadas como un residuo o como un
componente no absorbible que pasa inalterado por el tracto gastrointestinal. Sin
embargo, son una potente fuente de nutrientes y compuestos bioactivos. Este aspecto
ha sido menos estudiado y, sin embargo, puede tener una gran proyeccion puesto que

este material se puede utilizar para la extraccion de proteina, aceites o compuestos
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bioactivos con aplicaciones novedosas en el ambito del tratamiento nutricional de
diferentes patologias que puede ayudar a reducir las dosis necesarias de farmacos en
determinados casos. Este nuevo enfoque ofrece una nueva oportunidad puesto que
permite el reciclado de material vegetal proporcionandole un valor afiadido y reforzando

el concepto de economia circular dentro de la industria alimentaria.

1.9.1.2 Ejercicio fisico

Los beneficios esperados de la actividad fisica, o ejercicio fisico, incluyen efectos
positivos en la pérdida de peso, pero también pérdida de grasa junto con la preservacion
de la masa magra, asi como el posterior mantenimiento de la pérdida de peso (137). El
ejercicio regular puede reducir el riesgo de desarrollar obesidad y las complicaciones y
enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad, como la MAFLD y DMT2. Ademas,
tiene implicaciones en la regulacion epigenética, el envejecimiento, la sensibilidad y
resistencia a la insulina, la prevencion de enfermedades cardiovasculares, y otras como
la esclerosis multiple, las enfermedades pulmonares, la enfermedad de Parkinson, etc
(138,139). El ejercicio fisico tiene estos potentes efectos sobre el metabolismo, no so6lo
por sus conocidos efectos sobre el metabolismo del musculo esquelético, sino también
como resultado de las adaptaciones metabodlicas que confiere en otros multiples tejidos,
como el higado, el tejido adiposo, el pancreas y el sistema cardiovascular mediante la
activacion de una variedad de moléculas senalizadoras, hormonas, citoquinas y otros

mecanismos (139) (Figura 10).

Durante el ejercicio fisico, existen cuatro fuentes enddgenas principales de
energia: la glucosa plasmatica derivada de la glucogenolisis hepatica, los acidos grasos
libres liberados de la lipolisis del tejido adiposo y de la hidrolisis de triglicéridos en las
VLDL, el glucégeno muscular y los triglicéridos intramiocelulares disponibles dentro de
las fibras musculares esqueléticas. Las grasas y los hidratos de carbono se oxidan
simultaneamente, pero su contribucion relativa depende de diversos factores, como la

duracion y la intensidad del ejercicio (138).

El muasculo esquelético es el mayor tejido metabolico del cuerpo y es crucial para
la eliminacion de glucosa en reposo y durante el ejercicio. El musculo esquelético usa
glucégeno muscular y glucosa plasmatica como combustible, mejorando la accion de la
insulina y la oxidacion y almacenamiento de glucosa. El entrenamiento de resistencia

aumenta la oxidacion de acidos grasos y reduce los lipidos intermedios en los musculos.
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Durante el ejercicio de alta intensidad y corto, los muasculos usan sus propias reservas de
glucosa y grasa, pero en ejercicios prolongados necesitan sustratos externos, a partir del
higado y tejido adiposo. El ejercicio incrementa la movilizacion del glucégeno hepatico y
la gluconeogénesis. También mejora la supresion de producciéon de glucosa hepatica por
la insulina, mejora las enzimas hepaticas séricas, aumenta la oxidacion hepatica de
acidos grasos, a la par que disminuye la actividad de enzimas lipogénicas, afectando a la
secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y reduciendo la
hipertrigliceridemia (139,140). Las mioquinas, como la IL-6, regulan estos cambios
metabolicos. La oxidacion de grasas aumenta con ejercicio prolongado, y las demandas
energéticas se satisfacen movilizando acidos grasos libres controlados por insulina,

catecolaminas y el péptido natriurético auricular (139).

Actualmente es bien sabido que la inflamacion cronica de bajo grado y el estrés
oxidativo desempenan un papel central en la etiologia de varias enfermedades cronicas.
Curiosamente, el ejercicio fisico regular ha sido implicado en la modulacion tanto del
metabolismo oxidativo como del estado inflamatorio en la mayoria, si no en todas, de las
enfermedades mencionadas (140) a lo largo de este texto. El ejercicio fisico intenso y
prolongado restringe el flujo sanguineo visceral, privando de oxigeno a los tejidos y
aumentando la produccion de ROS. El higado, que produce el 90% del glutation (GSH)
circulante, juega un papel crucial en el estado redox. Los niveles hepaticos de GSH
aumentan tras un ejercicio agotador, indicando estrés oxidativo. Este estrés refleja un
desequilibrio en la sintesis y plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico del
hepatocito, con mayor produccion de ROS y una disminucion de la actividad de
importantes enzimas antioxidantes, como la SOD, CAT y GPx. A pesar de estas
alteraciones, se ha demostrado que el ejercicio fisico regular mejora la capacidad
antioxidante y el funcionamiento mitocondrial del higado, aumentando su resistencia a
danos (140). Sun et al. (141) encontraron niveles elevados de GSH en mitocondrias de
higado de rata tras 4 semanas de entrenamiento, lo que se atribuy6 a una mayor
actividad antioxidante. Asi mismo, Yuan et al. (142) comprobaron como un
entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) reducia los niveles de ROS en
higados de ratas obesas al aumentar la actividad enzimatica de CAT, SOD y GPx, y de
forma mas pronunciada que un entrenamiento continuo de intensidad moderada. El
entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) es un tipo de protocolo que alterna

periodos de entrenamiento de alta intensidad con intervalos de baja intensidad. Con los
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intervalos activos o pasivos, el HIIT puede permitir a los individuos completar ejercicios
de alta intensidad con un mayor volumen de entrenamiento. En la Gltima década, el HIIT
se ha convertido en un tema de amplio interés de la promocion de la salud en
comparacion con el entrenamiento aerobico clasico, ha demostrado efectos similares o
mejores sobre la pérdida de grasa visceral y hepatica, la mejora de la resistencia a la
insulina y la funcion cardiovascular, a la vez que es mas eficiente en términos de tiempo

(143).

De forma similar a lo observado en los niveles de ROS, un episodio agudo de
ejercicio fisico produce un aumento de la respuesta inflamatoria al aumentar la
produccion y movilizacion de citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, el ejercicio
fisico de forma regular es considerado una potente herramienta antiinflamatoria cuando
se realiza a intensidades controladas. Por ejemplo, el ejercicio fisico regular se asocia
con una reduccion de las citoquinas inflamatorias, las adipoquinas y otros marcadores
relacionados con lesiones en el higado. Parece que el entrenamiento de intensidad
moderada-alta induce vias antiinflamatorias a través de varios mecanismos, como la
supresion de las citoquinas proinflamatorias, la mejora del estado antiinflamatorio del

endotelio y la regulacion a la baja de la expresion de los TLR (140).
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Figura 10. Representacion de las adaptaciones y los efectos metabolicos del ejercicio sobre los
organos periféricos claves implicados en la regulacion de la homeostasis energética en respuesta al (A)
ejercicio fisico agudo y (B) al ejercicio fisico de forma prolongada. (A) En respuesta al ejercicio agudo, el
musculo moviliza inmediatamente la glucosa almacenada y luego los acidos grasos y absorbe glucosa y
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acidos grasos del plasma para satisfacer la demanda energética. Durante el ejercicio sostenido, el tejido
adiposo y el higado movilizan acidos grasos libres y sintetizan glucosa, respectivamente, para seguir
proporcionando combustible al misculo. Mientras tanto, aumenta el gasto cardiaco y se incrementa la
perfusiéon microvascular de los tejidos periféricos, el reclutamiento capilar, la permeabilidad de la membrana
muscular y el transporte de sustratos. Estos cambios se asocian a cambios en los flujos de sustratos y en la
secrecion de glucagon e insulina por el pancreas. (B) La realizacion de ejercicio fisico de forma prolongada
provoca adaptaciones crénicas. El ejercicio fisico mejora el VO2 max., disminuye la frecuencia cardiaca y la
presion arterial en reposo y aumenta la masa muscular total. Mejora la funcién de las células beta y la
captacion de glucosa en sangre por los musculos, el tejido adiposo y el higado, y mejora la sensibilidad a la
insulina de los tejidos periféricos. Mejora la capacidad de movilizacion de acidos grasos libres del tejido
adiposo, junto con una mayor capacidad del higado para producir glucosa y una disminucion de la
lipogénesis de novo. También aumenta la capacidad de oxidacion de las grasas en el higado y los musculos,
junto con una mayor capacidad oxidativa y biogénesis mitocondrial. El resultado es una reduccion de los
depositos de tejido adiposo visceral y del almacenamiento de grasa ectopica. En conjunto, estas
adaptaciones estructurales, funcionales y metabolicas mejoran la capacidad aerodbica, la sensibilidad a la
insulina de todo el cuerpo, el control de la glucosa, la capacidad oxidativa y reducen la hipertrigliceridemia y
la inflamacion croénica. Estos cambios reducen el riesgo de desarrollar resistencia a la insulina, DMTZ2,
MAFLD, ECV, MetS, obesidad y, en ultima instancia, la mortalidad prematura. IMTG, triacilgliceroles
intramusculares; TG, triglicéridos. Imagen extraida de Thyfault y Bergouignan (139).

1.9.2 Tratamientos farmacologicos

Se recomienda aplicar el tratamiento farmacologico para el mantenimiento de la
pérdida de peso, en combinacion con una dieta hipocaldrica y un ejercicio fisico 6ptimo.
Los medicamentos contra la obesidad estan indicados en individuos con un IMC 230
kg/m? o si 227 kg/m? en presencia de una o mas comorbilidades (117,144). La Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) y la Food Drug Administration (FDA) revisaron sus
criterios de aprobaciéon reglamentaria de estos tipos de farmacos, destacando en
particular la importancia de la seguridad cardiovascular y del sistema nervioso central
(144). En base a eso, se recomienda interrumpir el tratamiento a los 3 meses si se ha

conseguido una pérdida de peso inferior al 5 % mientras se tomaba el farmaco (117).
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Tabla 1. Medicamentos aprobados por la EMA y FDA para el tratamiento de la obesidad

(69,117,144).
. . .. Sitio de accion Efectos
Farmaco Mecanismo de accién cps s .
periférico secundarios
Sintomas
Orlistat Inhibidor lipasa pancreatica Estomago gastrointestinales,
lesién hepatica
Intestino delgado Nguseas/ V,é mitos,
Liraglutida Agonista GLP-1R y péncreas diarrea, calculos
biliares
. Nauseas/vomitos,
Semaglutida Agonista GLP-1R Intestl{lo delgado diarrea, calculos
y pancreas biliares
Convulsiones,
Antagonista de los receptores palpitaciones,
N];lllltl:::;irzl/ opiaceos/Inhibidor de la recaptacion Ninguno elevaciones
de dopamina y noradrenalina transitorias de la
presion arterial
Fentermina/ Simpaticomimeético/antiepiléptico Ninguno Depresion,
Topiramato ideacion suicida

Los farmacos contra la obesidad actualmente aprobados (Tabla 1) se dirigen a las
vias periféricas y centrales para disminuir la ingesta de energia mediante la reduccion
del apetito y el aumento de la saciedad (144). El Orlistat tiene principalmente un efecto
periférico; inhibe las lipasas gastricas y pancreaticas, disminuyendo asi la absorcion de
las grasas de la dieta (117,144) en hasta un 32% de las grasas ingeridas, las cuales se

excretan por las heces (117).

Los agonistas del receptor del péptido similar al glucagon (GLP1-R), Liraglutida y
Semaglutida se utilizan cada vez mas para el tratamiento de la DMT2 (69). Estos
farmacos acttian a nivel central, disminuyendo el apetito, y a nivel periférico, en el
pancreas, aumentando la secrecion de insulina, y en el tracto gastrointestinal,
provocando una disminucion de la motilidad intestinal y un retraso del vaciado gastrico

(117,144).

La Naltrexona es un antagonista de los receptores opioides que inhibe la via de la
POMC, mientras que el Bupropion es un antidepresivo e inhibidor de la recaptacion de
noradrenalina y dopamina que estimula directamente las células POMC. Al combinar
ambos farmacos se produce una actuaciéon de forma sinérgica para aumentar la
produccion de péptidos POMC vy, por tanto, disminuir la ingesta de alimentos (117,144).

Ademas, se cree que ambos farmacos tienen un efecto sinérgico en la supresion de los
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centros del hambre localizados en el hipotalamo (117), ya que actian sobre las vias de

recompensa, como demuestran los estudios de resonancia magnética funcional (144).

La Fentermina combinada con Topiramato esta aprobada para el tratamiento a
largo plazo de la obesidad (117,144). La Fentermina es un simpaticomimético menos
potente que otras anfetaminas en la liberacion de dopamina y, por lo tanto, se asocia a
un menor riesgo de abuso de sustancias (144). Mientras que, el Topiramato, es un
farmaco antiepiléptico (117), el cual es un agonista del dcido gamma-aminobutirico,
antagonista del glutamato e inhibidor de la anhidrasa carbonica que ha demostrado
suprimir el apetito, a través de mecanismos que ain no estan claros. Los estudios en
animales han demostrado un aumento del gasto energético y una mejora de la

sensibilidad a la insulina, pero esto atin no se ha confirmado en humanos (117,144).

En los ensayos clinicos aprobados por la FDA, se ha podido comprobar una
pérdida de peso corporal total temprana de al menos el 5% con todos los farmacos
descritos, no obstante, el objetivo es una pérdida de peso mayo, ya que una pérdida de
peso corporal total del 5-10% se asocia a una reduccion del riesgo de diversas
complicaciones metabolicas, esqueléticas y anatomicas de la obesidad, y puede ser
necesaria una pérdida de peso corporal total >15% para mejorar las ECV. La eficacia de
estos farmacos actualmente para la pérdida de peso sigue siendo modesta, con la
excepcion de los agonistas de GLP-1R, y en particular la Semaglutida, que puede lograr
una pérdida de peso superior al 15%. Aunque algunos resultados obtenidos de diferentes
ensayos clinicos mostraron una mejoria de la esteatosis hepatica con los agonistas de
GLP1-R, no existen pruebas de reducciéon de la fibrosis hepatica con ninguno de los
otros medicamentos, por lo que es un parametro que requiere estudios a mas largo
plazo para mostrar beneficios. Hasta la fecha, siguen faltando datos sobre el efecto de
los farmacos en relaciéon con las ECV (144). Ninguno de los farmacos antiobesidad
aprobados actualmente ha demostrado ser eficaz para la prevencion primaria de las ECV
o para reducir los principales eventos cardiovasculares adversos o la mortalidad entre
los pacientes con obesidad. La mayoria de las muertes relacionadas con la obesidad se
deben a ECV, por lo que la mejora de la salud cardiovascular se convierte en un objetivo

primordial de los farmacos para perder peso (69).

En el caso de la MAFLD, las opciones de tratamiento farmacologico

recomendadas por las directrices para los pacientes con esta patologia son escasas y, en
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la actualidad, la Asociacion Europea y Americana para el Estudio del Higado solo
recomiendan la vitamina E y el ligando del PPAR-y, la Pioglitazona, para determinados
pacientes. Aparte de estas dos intervenciones, existen otros farmacos mecanicamente
diferentes que han mostrado beneficios en el tratamiento del MAFLD. Los agonistas de
GLP-IR han mostrado efectos positivos, sin embargo, se cree que estos act@ian
mejorando la esteatosis, pero no la fibrosis hepatica, por lo que se ha indicado su uso
para el tratamiento de la obesidad y DMT2. Por otro lado, existen estudios sobre los
inhibidores de cotransportador de sodio y glucosa tipo 2 que han mostrado
sistematicamente una reduccién de las transaminasas hepaticas y una mejora de los
biomarcadores basados en imagenes, por lo que podrian ser una opcion de tratamiento

para los pacientes diabéticos y no diabéticos con MALFD (145).

1.9.21 Mecanismo de accion de los agonistas del GLP1-R

El péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP1) es una hormona incretina de 30
aminoacidos producida y secretada principalmente por las células L de ileon y del colon
tras la ingestion de alimentos (146,147). La secrecion de GLP1 es muy rapida y tiene dos
fases: la fase temprana se produce entre 5 y 15 minutos después de la ingestion de
nutrientes, mientras que la fase tardia surge entre 30 y 60 minutos después, con dos
picos diferentes. El GLP1 se secreta principalmente en dos formas, GLP1 (7-36) y GLP1 (7-
37), que son las formas bioactivas con un efecto insulinotropico equipotente (146). En la
posicion 2 de su secuencia de aminoacidos, las isoformas GLP1 (7-36) y (7-37) son
escindidas e inactivadas por la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), en <2 min desde su
liberacion. Para contrarrestar la actividad de la DPP-4 y aumentar la biodisponibilidad
del GLP1 circulante, se han desarrollado inhibidores de la DPP-4, también conocidos
como gliptinas. Ademas, se han sintetizado agonistas de GLP-1R (GLP-1RA) resistentes a

la escision de DPP-4 (146,148).

El GLP-1 estimula la secrecion postprandial de insulina y somatostatina a partir
de las células beta y células delta del pancreas, respectivamente. La secrecion de
insulina se produce de forma dependiente de la glucosa para controlar el aumento de la
carga de carbohidratos y lipidos. Por otro lado, la somatostatina inhibe la secrecion de
glucagon de las células alfa de los islotes a través del receptor de somatostatina-2 (146-
148). En su conjunto, esto produce un descenso de la glucosa plasmatica, ademas, los

GLP-1R se expresan de forma diferencial en el cerebro y la estimulacion de los
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receptores centrales de GLP-1 por el GLP-1 endogeno y analogos de GLP-1 suprime la
ingesta de alimentos, aumenta la saciedad y retrasa el vaciado gastrico (147). Por otro
lado, el GLP1 disminuye la absorcion de lipidos al reducir la produccion intestinal de
quilomicrones y la hipertrigliceridemia postprandial, que son factores predictivos del

riesgo cardiovascular (146).

Se ha demostrado que los GLP-1RAs aumentan la secrecion de insulina y
disminuyen la de glucagon de forma dependiente de la glucosa, de forma similar a GLP1,
lo que se traduce en una reduccion de los niveles de glucosa en sangre, con un riesgo
bajo de producirse hipoglicemia (146-148). Ademas, los GLP-1RAs mejoran la regulaciéon
del apetito, el vaciamiento gastrico, y también mejoran multiples efectos fisiopatolégicos
mas alla del control glucémico, en el higado se reduce la produccion de glucosa y la
lipogénesis de novo, y se aumenta la sensibilidad a la insulina; en el tejido adiposo se
reduce la resistencia a la insulina y la lipolisis; y han mostrado efectos cardioprotectores

(148).

1.9.3 Tratamiento quirargico

La cirugia bariatrica es segura y muy eficaz para reducir el peso, las
comorbilidades asociadas a la obesidad y la mortalidad. La cirugia bariatrica es
apropiada para pacientes con un IMC >40 kg /m? o >35 kg/m? con comorbilidades, o que
hayan fracasado en sus intentos de dieta y ejercicio, o que no padezcan enfermedades
psicoldgicas significativas (69,117). Independientemente del tipo de cirugia bariatrica
realizada, sus efectos sobre la pérdida de peso y las comorbilidades asociadas son
superiores en comparacion con las intervenciones no quirtrgicas (117). La cirugia
bariatrica (Figura 11) incluye la banda gastrica ajustable, el bypass gastrico en Y de Roux,
la gastrectomia en manga, y la derivacién biliopancreatica con cruce duodenal. Mientras
que la banda gastrica y la gastrectomia en manga son puramente restrictivas por
naturaleza, los dos dultimos procedimientos también provocan una malabsorcion

significativa (69).

Aunque los beneficios de la pérdida de peso entre los individuos con obesidad
grave son incuestionables, estos beneficios deben considerarse en el contexto de las
complicaciones quirargicas. Las complicaciones a medio y largo plazo han sido bien
descritas, entre ellas figuran la obstruccion intestinal, la Glcera marginal, la hernia

ventral y los célculos biliares. Las complicaciones metabolicas descritas incluyen la
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nefrolitiasis y la hipoglucemia. Las deficiencias minerales y vitaminicas, asi como la

recuperacion de peso, se han notificado en un nimero variable de pacientes (149).

Banda gastrica  Bypass gastrico Gastrectomia Derivacién
ajustable en Y de Roux en manga biliopancreatica
con cruce duodenal

Figura 11. Diagrama de las opciones de cirugia bariatrica. Adaptacion de Wolfe et al. (149).

o 4 . L] ]
2 Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

La hipoétesis de investigacion de este proyecto de tesis plantea que es posible
mejorar la salud de la poblacion a través de intervenciones que combinan la
administracion de un nutracéutico, a partir de diferentes extractos derivados de
excedentes de semillas silvestres o cultivadas, con un protocolo de entrenamiento

intervalico de alta intensidad (HIIT) disefiado para el tratamiento de cambios

metabolicos asociados a la obesidad y la resistencia a la insulina.
Objetivos
Objetivo general

Contribuir a la prevencion y manejo de patologias cronicas relacionadas con la
obesidad derivadas de habitos alimentarios y de estilo de vida poco saludables a través

de diferentes intervenciones individuales o combinadas (nutracéutico derivado de
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semillas y ejercicio fisico vs tratamiento farmacoldgico) y promover estrategias de

sostenibilidad ambiental.
Objetivos especificos

1. Preparar extractos de las semillas seleccionadas. Caracterizacion quimica de su
actividad antioxidante.

2. Desarrollar un nutracéutico con los extractos que muestren mayor potencial
bioactivo. Validacion a nivel quimico y celular e identificacion de compuestos
bioactivos. Ensayo de su bioaccesibilidad in vitro, ausencia de toxicidad y
estimacion de la dosis a utilizar.

3. Desarrollar en ratas Sprague-Dawley un modelo experimental de obesidad,
enfermedad hepatica no alcoholica y resistencia a la insulina mediante la
administracion de una dieta alta en grasa y fructosa. Deteccion de alteraciones en
parametros metabolicos, funcionalidad hepatica y en la microbiota intestinal.

4. Ensayar los efectos individuales de las intervenciones (nutracéutico, protocolo de
entrenamiento de alta intensidad y farmaco agonista del receptor de GLP-1 sobre
un tratamiento base de restriccion caldrica) en las principales alteraciones
inducidas por la obesidad asociadas a parametros metabolicos, funcionalidad
hepatica y microbiota intestinal.

5. Ensayar los efectos combinados del protocolo de entrenamiento de alta
intensidad con la administracion del nutracéutico o la administracion del farmaco
agonista del receptor de GLP-1 en las principales alteraciones inducidas por la
obesidad asociadas a parametros metabolicos, funcionalidad hepatica y

microbiota intestinal.

3 Material y Métodos

3.1 Material vegetal

Las diferentes especies vegetales utilizadas se encuentran en la Tabla 2. Las
semillas fueron adquiridas por el grupo de investigacion (AGR-145) en un supermercado
local o suministradas por la empresa biotecnologica CELLBITEC S.L. (Almeria), lavadas y
molidas hasta obtener un polvo fino (tamafio de particula de 0.18 mm) con un molinillo
(Jata). Ademas, se incluy6 el fruto maduro de Argan (Argania spinosa) y las hojas de

Salicornia (Salicornia spp.) suministradas también por la empresa CELLBITEC S.L.
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Tabla 2. Especies vegetales empleadas

Familia Nombre cientifico Nombre comin
Amaranthaceae Salicornia spp. Salicornia
Apiaceae Coriandrum sativum Cilantro
Asteraceae Cynara scolymus Alcachofa
Cucurbitaceae Citrullus lanatus Sandia

Lens culinaris var. Castellana

Lenteja pardina var.
castellana

Lens culinaris var. Caviar

Lenteja pardina var. caviar

Lens culinaris var. Pardina

Lenteja pardina var. pardina

Lens culinaris var. Verdina

Lenteja pardina var. verdina

Lens culinaris var. verdina

Lenteja pardina var. verdina

Pui pui
Medicago sativa Alfalfa
Onobrychis vicifolia Zulla
Garrofon

Phaseolus Lunatus L.

Phaseolus Vulgaris var. Black

Alubia negra

Fabaceae Phaseolus Vulgaris var. Black
Tolosana

Alubia tolosana

Phaseolus Vulgaris var.
Brown

Alubia marrén

Phaseolus Vulgaris var. Pinto

Alubia pinta

Phaseolus Vulgaris var. Red

Alubia roja

Phaseolus Vulgaris var.
White

Alubia blanca

Trigonella foenum-graecum

Fenogreco

Vigna angularis

Azuki

Vigna radiata Judia mungo
Vigna unguiculata Judia carilla
Melissa officinalis Melisa
Lamiaceae Ocimum basilicum Albahaca
Origanum vulgare Orégano
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Sapotaceae Argania spinosa Argan

Solanaceae Capsicum annuum Pimiento

3.2 Extractos funcionales

3.2.1 Hidrolizados proteicos

Los hidrolizados proteicos de las diferentes semillas fueron obtenidos mediante
una extraccion en medio acuso alcalino de acuerdo con Martinez-Villaluenga et al. (150)
y una hidrolisis proteica segtin la metodologia de Megias et al. (151). Para ello, 3-5 g de
harina de semillas fueron resuspendidos en 15-20 mL de agua tipo I que contenia sulfito
de sodio (Na:SOs) (Panreac Quimica, Barcelona, Espafa) (0.25 % p/v) y, a continuacion,
se ajusto el pH a 8.8. La suspension se mantuvo en agitacion durante 30 min a 33 °Cy
con pH constante (Agitador magnético IKA® C-MAG HS 7). Posteriormente, la
suspension se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min a temperatura (T?) ambiente
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf). Con el objetivo de aumentar el rendimiento, se repitid
una segunda extraccion y centrifugado sobre el precipitado anterior. Las proteinas
presentes en la suspension final fueron secuencialmente hidrolizadas por la adicion de la
proteasa proveniente de Bacillus licheniforme (P4860, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.) y la proteasa de Aspergillus oryzae (C2605, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.).
La hidrolisis se realizé del siguiente modo: se afiadieron cloruro calcico (CaCl) (Panreac
Quimica, Barcelona, Espana) y sulfato de magnesio (MgSOs) (VWR International, Lovaina,
Bélgica) en una cantidad suficiente como para alcanzar una concentracion de 1 mM en la
suspension proteica y esta se mantuvo en agitacion a 47 °C durante 20 min, ajustandose
el pH a 8.8. A continuacion, se anadio la proteasa proveniente de Bacillus licheniforme y
pasada media hora, la proteasa de Aspergillus oryzae; manteniéndose en todo momento
las condiciones previas. Para la primera hidrolisis, la proporcion enzima/sustrato fue de
0.3 Unidades de Anson (UA)/g prot; mientras que para la segunda 100 Unidades de
leucina aminopeptidasa (LAPU)/g prot. El pH fue ajustado durante todo el proceso de
extraccion mediante la adicion de hidroxido de potasio (KOH) (VWR International,
Lovaina, Bélgica) 3M. El producto obtenido se liofilizé (Liofilizador Cryodos-50,

TELSTAR, Madrid, Espana) para determinar el rendimiento de extraccion.
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3.2.2 Extractos etanolicos

La harina de semillas de las diferentes especies vegetales, de las hojas de
Salicornia spp. y de la pulpa de Argania spinosa fue extraido por duplicado seglin la
metodologia de Martinez et al. (152). Para ello 3-5 g de harina fueron resuspendidos en
15-20 mL de una solucion hidroalcohoélica compuesta por 50 % etanol (EtOH) (VWR
International, Lovaina, Bélgica), 50 % agua tipo 1y 0.25 % acido clorhidrico (HCI) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 12N. Se mantuvo en agitacion durante 30 min a 4 °C y pH
2 (Agitador magnético IKA® C-MAG HS 7). Previo a la extraccion, se burbuje6 una
corriente de nitrogeno (N:) a través de las muestras para generar una atmosfera
reductora, previniendo cualquier potencial oxidacion. Después de la extraccion, la
suspension se centrifugd a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C (Centrifuge 5810 R,
Eppendorf). El pH fue ajustado durante todo el proceso de extraccion mediante la
adicion de HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 6N. Con el objetivo de aumentar el
contenido en compuestos fenolicos se almacend el sobrenadante y se repitid una
segunda extraccion y centrifugado sobre el precipitado anterior. Finalmente, ambos
sobrenadantes se mezclaron y almacenaron a -20 °C hasta su analisis. Para evaluar el
rendimiento del extracto etanolico, se evaporaron 3 alicuotas de 1 mL a T* ambiente
durante 1 h y 30 min utilizando un evaporador de vacio Savant DNA120 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los extractos evaporados se liofilizaron durante 24 h
(Liofilizador Cryodos-50, TELSTAR, Madrid, Espafia). A continuacion, se calculo el peso
seco del extracto y se referencio a un volumen de 1 mL de extracto inicial, asi como por

mg de extracto.

Alternativamente, se desarrollaron extractos etanolicos mediante Soxhlet en
medio acido. Para ello 2.5 g de harina de las muestras se resuspendieron en 20 mL de
solucion extractora compuesta por EtOH:H:O tipo 1:HCI 12N (50:50:0.4) y sonicados
durante 1 min (Vibracell™ 75185). La mezcla anterior se traspaso a dedales de extraccion
de celulosa grado 501 33x80 mm (VWR International, Lovaina, Bélgica). A continuacion,
estos se llevaron a un extractor de solventes semiautomatico SER 148 (VELP Scientifica)
y se anadieron 70 mL de la solucion extractora anterior a los vasos de extraccion. El
cartucho con la muestra qued6 inmerso en la solucion extractora durante 20 min a
180 °C. Inmediatamente después, el cartucho se elevd para no estar inmerso en la

solucion extractora, y se continud el proceso de extraccion durante 60 min a 180 °C.
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Finalmente, se recogio el extracto y se almacend a -20 °C. Al igual que en el caso
anterior, para evaluar el rendimiento del extracto etandlico, se evaporaron alicuotas de 1
mL a T* ambiente durante 1 h y 30 min utilizando un evaporador de vacio Savant DNA120
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los extractos evaporados se
liofilizaron durante 24 h (Liofilizador Cryodos-50, TELSTAR, Madrid, Espana). A
continuacion, se calculo el peso seco del extracto y se referenci6 a un volumen de 1 mL

de extracto inicial, asi como por mg de extracto.

3.3 Pruebas de capacidad antioxidante

3.3.1 Determinacion de los compuestos fenolicos totales

El contenido total de compuestos fenolicos se evalu6 mediante un ensayo
colorimétrico de Folin-Ciocalteu modificado, descrito por Dewanto et al. (153). Una
alicuota de 125 pL de hidrolizado proteico o extracto etanodlico o una solucioén estandar
de acido galico (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) (0-600 pg/mL) se mezclaron con
500 pL de agua tipo 1y 125 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu (MP Biomedicals, OH, EE.
UU.). Las muestras se mantuvieron en oscuridad durante 6 min y después se mezclaron
con 1.25mL de una solucion al 10% (p/v) de carbonato de sodio (Na:COs) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) e hidroxido de sodio (NaOH) (PanReac AppliChem,
Barcelona, Espana) 1 M. Tras ajustar el volumen a 3 mL utilizando 1 mL de agua tipo I, las
muestras se mantuvieron en oscuridad a T?* ambiente durante 90 min. A continuacion, se
centrifugé6 la mezcla a 3000 rpm durante 10 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf) y se
midi6 la densidad oOptica del sobrenadante a A=750 nm (Multiskan FC Microplate
Photometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los resultados se midieron
por cuadruplicado y se expresaron como pg de acido galico equivalente (GAE) por mg de

extracto.

3.3.2 Determinacion de la capacidad de captacion del radical ABTS™

Se determino la capacidad antioxidante de los hidrolizados proteicos o extractos
etanolicos mediante un ensayo de captacion de radicales libres basado en el método de
Miller et al. (154), en el que se hizo uso del acido 2,20-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonico) (ABTS) como generador de radicales libres, para medir la capacidad
antioxidante total de un fluido. Para generar el radical libre ABTS™, se requirié de la

reaccion quimica entre el ABTS (Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Alemania) (7 mM)
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y el persulfato de potasio (K:S:0s) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) (4.9 mM)
durante al menos 4 h en ausencia de oscuridad, formandose una soluciéon estable de
color azul-verde oscuro. Para poder utilizar dicha solucion fue necesario diluirla hasta
conseguir una absorbancia de 0.6 a A=620 nm (Multiskan FC, fotobmetro de microplacas,
Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China). Posteriormente, 6 uL de hidrolizado proteico
o extracto etanolico evaporado o una soluciéon estdndar de acido galico (Panreac
Quimica, Barcelona, Espana) (0-60 pg/mL), se mezclaron con 294 uL de la solucion de
ABTS anterior diluida y se incubaron durante 1 minuto en ausencia de luz. A
continuacion, se midio la densidad optica de las muestras a A=620 nm (Multiskan FC,
fotometro de microplacas, Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China). El blanco de la
prueba se realiz6 con 6 pl de agua y 294 pl de la solucion de ABTS. Los resultados se
midieron por cuadruplicado y se expresaron como pug de equivalente de acido galico

(GAE) por mg de extracto.

3.3.3 Determinacion de capacidad reductora de hierro

El poder reductor férrico se determin6 mediante el método de Oyaizu et al. (155)
con ligeras modificaciones. A 500 pL de hidrolizado proteico o extracto etandlico o una
solucion estandar de acido galico (Panreac Quimica, Barcelona, Espafa) (0-80 pg/mL) se
le adiciono6 1.25 mL de tampoén fosfato 0.2 M pH 6.6 y 1.25 mL de ferricianuro de potasio
(Ks[Fe(CN)s]) (Panreac Quimica, Espana, Barcelona) al 1 %. La mezcla se incub6 a 50 °C
durante 30 min. A continuacion, se afiadié 1.25 mL de acido tricloroacético (C.HCl;05)
(VWR International, Lovaina, Bélgica) 10%. Después de una centrifugacion a 3000 rpm
durante 10 min (Centrifuge 5430 R, Eppendorf), 2 mL de sobrenadante se mezclaron con
2 mL de agua tipo I y 0.4 mL de cloruro férrico (FeCls) (Panreac Quimica, Espana,
Barcelona) 0.1%. A continuacion, se midio la densidad oOptica de las muestras a A=700 nm
(Multiskan FC, fotometro de microplacas, Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China).
Los resultados se midieron por cuadruplicado y se expresaron como pg de equivalente

de acido galico (GAE) por mg de extracto.

3.34 Determinacion de la capacidad quelante de Fe
El método descrito por Decker y Welch (156) se utilizO para determinar la
capacidad quelante del ion ferroso de los hidrolizados proteicos y los extractos

etanolicos. A 335 pL de las muestras anteriores se les adicion6 35 uL de cloruro ferroso

(FeCl>*4H,0) (Merck, Darmstadt, Alemania) 2 mM y 1630 pL de piperazina-N,N’-bis(acido
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2-etanesulfonico) (PIPES) (Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China) 0.15 N. La mezcla
se mantuvo en oscuridad durante 45 min. Tras la centrifugacion a 3000 rpm durante 8
min (Centrifuge 5430 R, Eppendorf), 253 pL del sobrenadante se mezclaron con 13 pL de
agua tipo I y 17 pL de sal sodica del acido 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-4',4"-
disulfonicoferrozina (FerroZine, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) (5 mg/mL) y se
incubaron 10 min en oscuridad. A continuacion, se midi6é la densidad oOptica de las
muestras a A=570 nm (Multiskan FC, fotbmetro de microplacas, Thermo Fisher Scientific,
Shanghai, China). El blanco de la prueba se realiz6 anadiendo agua tipo I en lugar de
muestra. Una absorbancia mas baja indicaba una mayor capacidad de quelacion de iones

ferrosos, que se calculo6 de la siguiente manera:
Capacidad de quelacion de ion ferroso (%) = [1~(AbS 570 nm, muestra/ADS 570 nm, controt X100

Los resultados fueron medidos por cuadruplicado y expresados como Unidades
de Actividad Quelante (UAQ) por mg de extracto. Representando una unidad la

capacidad de quelar el 50% del ion ferroso presente en la disolucion.

3.3.5 Capacidad de inhibicion de la peroxidacion lipidica

Los homogeneizados de encéfalo, utilizados como aceptores de radicales libres,
fueron preparados a partir de ratas (250-300 g de peso) que fueron alojadas y
mantenidas en fotoperiodo de luz/oscuridad 12/12 h y a una temperatura de 22 + 1 °C,
con acceso libre a la comida y el agua. Los animales fueron anestesiados con ketamina
(Fatro Ibérica, Barcelona, Espana) (75 mg/kg peso corporal) y xilazina (Fatro Ibérica,
Barcelona, Espana) (10 mg/kg peso corporal) y el encéfalo fue extraido y homogeneizado
usando el método de Oboh et al. (157) con pequenas modificaciones. El encéfalo
completo fue homogeneizado en frio con tampon 1.15 % de cloruro de potasio (KCI)
(Panreac Quimica, Barcelona, Espana) suplementado con 0.1 % Triton X-100 (Merck,
Darmstadt, Alemania) (en una relacion 1:10, 1 g de tejido/10 g de tampon) y centrifugado
a 7000 rpm durante 25 min a 4 °C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf). El sobrenadante fue
recogido y almacenado a -80 °C hasta su utilizacion. Las ratas provenian de la Unidad de
Experimentacion de la Universidad de Granada y el alojamiento y uso de los animales
fueron llevados a cabo siguiendo las guias de la Directiva del Consejo de la Comunidad
Europea (European Union Council, 2010) y del Comité Etico de Experimentacién Animal

de la Universidad de Granada.
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Las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS) fueron medidas en el
homogeneizado de encéfalo como marcador de la peroxidacion lipidica tras el
tratamiento oxidativo tal y como fue descrito por Ohkawa et al. (158) con modificaciones
que a continuacion se detallan: en tubos Pyrex®(Corning, Corning, Nueva York, EE. UU.)
con tapon de rosca se anadieron 100 pl de homogeneizado de encéfalo, 100 uL de
cloruro férrico (FeCls) (Panreac Quimica, Espana, Barcelona) 5 mM, 100 pL de perdxido
de hidrégeno (H:O.) (PanReac AppliChem, Barcelona, Espafa) 1 mM, 1300 pL de KCl
0.15% (p/v) y finalmente se suplementaron con 150 pL de los diferentes extractos
etanolicos realizados. Se realizaron cuatro réplicas por muestra. Como control se
utilizaron mezclas de oxidacion formadas por 100 pL FeCls 5 mM, 100 pL H:O; 1 mM y
1450 pL de KCI 0.15%. Todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante 1 h
(Memmert®). La reaccion se detuvo por adicion de 1500 pL de HCl 0.25 N (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.); 15% acido tricloroacético (VWR International, Lovaina,
Bélgica), 1.34 mM acido dietilentriaminopenta acético (DETAPAC) (Panreac Quimica,
Espafa, Barcelona), 0.5 % butilhidroxitolueno (BHT) (Panreac Quimica, Espana,
Barcelona), 300 pL de dodecilsulfato sodico (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.)
al 8.1% y 300 pL de acido tiobarbittrico (TBA) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EE.UU.) al 3%; las muestras fueron después incubadas a 75 °C durante 1 h, enfriadas a T?
ambiente y centrifugadas a 4000 rpm durante 15 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf).
Finalmente, los sobrenadantes fueron recogidos y su absorbancia fue determinada a
A=532 nm para detectar la formacion de TBARS. El porcentaje de inhibicion de la

peroxidacion lipidica fue calculado usando la ecuacion:
% Inhibicion = [100-(100*(A1/Ao))]
Ao = absorbancia del control.
A = absorbancia de las diferentes muestras.

Una unidad de capacidad antioxidante (UCA) fue definida como la cantidad de
muestra que inhibe la formacion de TBARS un 50 %. Los resultados fueron expresados

como UCA/mL.

3.4 Formulacion del nutracéutico

Los extractos obtenidos de semillas que mostraron el mayor potencial bioactivo

en base a su capacidad antioxidante, conjuntamente con su mayor rendimiento de
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extraccion fueron seleccionados para disefnar la combinacion nutracéutica. Ademas, se
selecciono el extracto etanolico obtenido del fruto de Argania spinosa. La combinacion

final fue la siguiente:

e Hidrolizados proteicos (80 %)
» Lens culinaris var. Castellana (20 %)
»  Vigna angularis (20 %)
»  Onobrychis viciifolia (20 %)

= Trigonella foenum-graecum (20 %)

e Extractos etanoélicos (20 %)
= Argania spinosa (4 %)
»  Origanum vulgare (4 %)
»  Coriandrum sativum (4 %)
» Citrullus lanatus (4 %)
»  Cynara scolymus (4 %)
La formulacion nutracettica fue sometida a las pruebas de capacidad
antioxidante previamente comentadas en el apartado 3.3: determinacion de los
compuestos fenolicos totales y determinacion de capacidad antioxidante: captacion del

radical ABTS-+, capacidad reductora de hierro y capacidad quelante de hierro.

3.5 Digestibilidad in vitro en continuo

Para evaluar la digestibilidad y la bioaccesibilidad de la capacidad antioxidante de
la formulacion nutracéutica disenada, se llevdo a cabo un método in vitro de flujo
continuo mediante el protocolo de Minihane et al. (159) y Shen et al. (160), siguiendo las
recomendaciones de INFOGEST para las soluciones de digestion salival, gastrica e
intestinal, asi como las proporciones alimento:secrecion digestiva, con algunas
modificaciones (161). Este modelo pretende simular las condiciones fisiologicas del
tracto gastrointestinal superior, es decir, las fases oral, gastrica e intestinal delgada
(Figura 12). Para simular la fase oral, a la formulacion nutraceutica liofilizada (2.5 g) se le
adicion6 32 mL de solucion salival y se incub6 a 37 °C en agitacion continua durante 2
min dentro del equipo de digestion. El equipo de digestion consistio en un recipiente
hermético con agitacion (UFSC20001, EMD Millipore, EE. UU.) con un disco de filtracion
10 kDa (PLGC06210, EMD Millipore, EE. UU.) en su fondo (mantenido en agua tipo I 1h
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previo a su utilizacion), dentro de una estufa (Incudigit-TFT, JP Selecta, Barcelona,
Espana), en el que se puede realizar un proceso de filtracion mediante presion, a través
de la inyeccion de nitrogeno (N2), y obtener un filtrado mediante la presion generada, el
cual es recogido en tubos falcons. A continuacion, se simul6 la fase gastrica afiadiendo 31
mL de solucién gastrica y se llevd a pH 2 afnadiendo acido clorhidrico (HCI) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 6 N. A la mezcla anterior se afadié 1 mL de solucion de
pepsina (P6887, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) al 5.2 % (p/v) diluida en HCI 0.01 N
y se llevo a incubacion durante 2 h a 37 °C. Tras la digestion con pepsina se simul6 la
fase intestinal, para lo que a la mezcla anterior se anadieron 54 mL de solucion
intestinal. Ademas, para compensar el pH de la mezcla de digestion se incluyé una
membrana de dialisis con anién bicarbonato (HCOs") y agua tipo I hasta un volumen final
de 5 mL con una cantidad de bicarbonato de sodio (NaHCOs) (PanReac AppliChem,
Barcelona, Espaiia) equivalente a la acidez valorable de la soluciéon gastrica para ajustar
el pH de la digestion intestinal a 7.5. Previamente, la membrana de dialisis con un tamario
de poro de 14 kDa (DTV12000.02.30, Medicell Membranes Ltd, Londres) fue cortada en
un fragmento de 7 cm de longitud y se mantuvo en agua tipo [ durante 12 h a 4 °C antes
de su utilizacion. Todo ello se digiri6 durante 30 min a 37 °C en agitacion dentro del
equipo de digestion en continuo. Inmediatamente después se vacio el contenido de la
membrana de dialisis y se afladieron 15 mL de una soluciéon pancreatina (P7545, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y sales biliares (B8631, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.). De nuevo el contenido se mantuvo 2 h en agitaciéon a 37 °C, recolectandose
fracciones cada 30 min. Cuando acabo6 el proceso, tanto el contenido del interior de
equipo de digestion en continuo (retenido), como el contenido de los tubos fuera del
equipo de digestion en continuo (dializado) fueron conservados a -20 °C hasta su
posterior andlisis. Se determino la capacidad antioxidante en dializados y retenidos de la
formulacion nutraceatica mediante las diferentes pruebas que se incluyen en el

apartado 3.3.
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Solucion salival (pH 7):

KCl

KH,PO,
NaHCOs
MgCl.-6 H.O
(NH,4).CO3
HCl

CaClz

H-O tipo |

151 mM
3.7mM

6.8 mM

0.15 mM
0.06 mM

1.1 mM

1.5 mM
hasta 32 mL

Solucion gastrica (pH 3):

KCl

KH,PO,4
NaHCOs
NaCl
MgCly6 H.O
(NH4):CO3
HCl

CaCl

H.O tipo |

6.9 mM

0.9 mM

25 mM

47.2 mM
0.12 mM
0.5 mM
15.6 mM
0.15 mM
hasta 31 mL

Solucion intestinal (pH 7):

KCl

KH>PO4
NaHCOs
NaCl
MgCly6 H.O
HCl

CaCly

H-O tipo |

6.8 mM

0.8 mM

85 mM

38.4 mM
0.33 mM
8.4 mM

0.6 mM
hasta 54 mL
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Figura 12. Esquema del proceso de digestion in vitro en continuo. Imagen generada a partir de
BioRender.

3.6 Identificacion de compuestos bioactivos

3.6.1 Compuestos fenolicos

El perfil de compuestos fenolicos de la formulacion nutracettica se identifico
mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UPLC) (Acquity H Class, Waters,
Milford, MA, EE. UU) acoplada por espectrometria de masas de QTOF (Synap G2, Waters)
en la unidad de Espectrometria de Masas del Centro de Instrumentacion Cientifica
(Facultad de Farmacia, Universidad de Granada). Antes del analisis por espectrometria de
masas, las muestras se filtraron a través de filtros de disco de nailon de 0.22 pm
(Millipore). Se inyectaron en el cromatografo 10 uL de la solucion final. La separacion
analitica de los compuestos fenolicos se realizé en una columna analitica ACQUITY HSS
T33 (100 mm = 2,1 mm de diametro interno, 1.8 m). Se utiliz6 una fase movil consistente
en un programa de gradiente que combinaba agua desionizada con 0.5 % de acido
acético (CHsCOOH) como disolvente A y acetonitrilo (CH3CN) con 0.5 % de acido acético
como disolvente B. Las condiciones iniciales fueron 95 % de A y 5 % de acido acético. Se
establecio un gradiente lineal para alcanzar el 95 % (v/v) de B a los 18 min. El tiempo
total de ejecucion fue de 18 min y el tiempo de posretardo de 5 min. El caudal de la fase
movil fue de 0,4 mL/min. Tras la separacién cromatografica, se realiz6 un analisis de
espectrometria de masas de alta resolucion en ionizacion por electrospray negativo
(ESIve). Se utilizo nitrogeno de gran pureza como gas para la desolvatacion (600 L/h)y

el cono (30 L/h). Los espectros se registraron en el intervalo masa/carga (m/z) 50-1200.
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Todos los compuestos se identificaron basandose en sus tiempos de retencion (RT) y
masa de sus fragmentos (MS). El analisis de los cromatogramas se realizé con el software
MassLynx V4.1 (Waters Corporation, Milford, MA, EE.UU.). Se utiliz6 la base de datos
Chemspider y LOTUS para validar los compuestos identificados haciendo coincidir al

menos tres de sus fragmentos.

3.6.2 Péptidos bioactivos

La identificacion de péptidos bioactivos de la formulacion nutracéutica fue
realizada por el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion (CSIC,
Madrid, Espana) se emple6 una cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
AcclaimPepMap 100 C18 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), los péptidos
se separaron en un nano Easy-nLC 1000 (Proxeon) acoplado a una fuente ionica con
nanoelectrospray (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los espectros de
masas se adquirieron en un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Las muestras se resuspendieron en acido
trifluoroacético (TFA) al 0.1 % de manera que se alcanzara una concentracion de 2
mg/mL. Se sometieron a vortex 10 s, sonicacion 3 min y disgregacion de restos solidos
con tips de punta ultrafina. Se repiti6 todo el proceso y finalmente se centrifugaron las
muestras a 13000 g a T* ambiente 2-3 min. En ningtn caso se alcanzo la resuspension
completa. Ante la persistencia de los pellets, se procesaron alicuotas de 10 pL de los
sobrenadantes diluyéndolos a la mitad, con otros 5 pL. de TFA 0.1 %. Se conservo el resto
de cada muestra resuspendida. Las alicuotas se purificaron con columnas de fase
reversa C18 ZipTip (millipore) y se resuspendieron en acido férmico al 01% /
acetonitrilo (ACN) 2 %. En todos los casos se inyectaron 1/5 de los volumenes de las
alicuotas en el LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Tras
retener los péptidos en una precolumna AcclaimPepMap 100 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.), se eluyeron en una columna AcclaimPepMap 100 C18, 25 cm de
longitud, 75 um de diametro interno y 3 um de tamafio de particula (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los péptidos se separaron en un gradiente de 120 min
(90 min de 0-35 % de Buffer B; 10 min 35 %-45 % Buffer B; 5 min 45 %-95 % Buffer B; 10
min al 95 % Buffer B; 1 min 95 %-100 %, y 4 al 100 % Buffer B (Buffer A: 0.1 % acido
formico, 2 % ACN; Buffer B: 0.1 % acido féormico en acetonitrilo) con un flujo de 250

nL/min en un nano Easy-nLC 1000 (Proxeon) acoplado a una fuente ionica con
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nanoelectrospray (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los espectros de
masas se adquirieron en un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) trabajando en modo positivo. Los espectros de
masas correspondientes al barrido completo (m/z 400-2.000) se obtuvieron en el
Orbitrap con una resolucién de 60.000 y se seleccionaron los 15 iones mas intensos de
cada barrido para su fragmentacion mediante disociacion inducida por colision (CID) en
la trampa idnica, con la energia de colision normalizada al 35 %. Los iones con carga
Uinica o sin asignacion de carga se desecharon. Se llevé a cabo una exclusion dinamica
con una duracion de 45 s. Para la busqueda e identificacion de secuencias peptidicas los
archivos de espectros (*.raw) se enfrentaron a la base de datos SwissProt con taxonomia
Viridiplantae (2347000 secuencias), usando el motor de busqueda MASCOT (version 2.3,
Matrix Science). Las busquedas se realizaron mediante ProteomeDiscoverer (version
1.4.1.14, Thermo Fisher Scientific). En los parametros de btsqueda se estableci6 como
modificacion fija la carbamidometilacion de cisteinas, y como modificacion dinamica, la
oxidacion de metioninas. La tolerancia de la seleccion de los precursores y los iones
producto se fijo en 10 ppm y 0.5 Da, respectivamente. La identificacion de los péptidos
se valido mediante el algoritmo Percolator usando un valor q < 0.01 (162). Por otro lado,
mediante la herramienta peptide ranker (163) se calculd la probabilidad de que los
péptidos fuesen bioactivos. Esta herramienta establece que cuando el valor de
prediccion es superior a 0.5 el péptido tiene muchas probabilidades de ser bioactivo.
Posteriormente se busco su perfil bioactivo utilizando la base de datos BIOPEP.UWN
(164). Esta base de datos define el potencial bioactivo de un péptido enlazando su
secuencia de aminoacidos con la de otros péptidos con actividades biologicas

demostradas experimentalmente.

3.7 Experimentos en cultivos celulares

3.71 Lineas celulares

Los experimentos de cultivo celular tuvieron como objetivo estudiar la influencia
de la formulacion nutraceutica sobre la viabilidad y el estado metabdlico de las lineas
celulares HT-29 (Centro Instrumentacion cientifica, Universidad de Granada) y HepG2
(Centro Instrumentacion cientifica, Universidad de Granada) solas o sometidas a estrés
oxidativo. La linea celular HT-29 es una linea de adenocarcinoma colorrectal humano

con morfologia epitelial y que crece adherida a la superficie del matraz de cultivo

86



formando una monocapa, mientras que HepG2 es una linea celular tumoral humana de
carcinoma hepatocelular que presenta una morfologia similar a la epitelial. Ademas,
durante el periodo de estancia predoctoral, bajo la supervision del Dr. Rui Eduardo
Castro, en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Lisboa se evalu6 el efecto de la
formulacién nutracettica sobre la lipotoxicidad en la linea celular de hepatocitos
murinos AMLI12 (Alpha mouse liver 12) (ATCC, CRL-2254). Las células se mantuvieron en
una incubadora estéril a 37 °C y 5% de CO; utilizando como medios de cultivos
suplementados con suero bovino fetal (FBS) (Gibco, Life Technologies) (10 %): 1) McCoy’s
5a modificado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y penicilina-estreptomicina (Pen
Strep) (10000 unidades/mL-10000 ug/mL) (1%) para HT29, 2) RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) suplementado con L-Glutamina (1 %) y Pen Strep (1 %)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) para HepG2 y 3) DMEM/F-12 + GLUTAMAX™
(Gibco, Life Technologies) suplementado con Insulina-transferrina-selenio (ITS-G) (1 %)
(Gibco, Life Technologies), dexametasona (DEXM) (0.0001 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE.UU.) y antibiotico-antimicotico (A/A) (1 %) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE.UU.) para AMLI2. Antes de iniciar los experimentos, las células se lavaron con
una solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.),
se trataron con solucion de tripsina al 0.25 %-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.) durante 5 min y se contaron con Trypan Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.) (0.4 %, preparado en PBS), utilizando una camara de Neubauer (Zuzi®). Las
lineas celulares HT-29 y HepG2 fueron sembradas en placa de 96 pocillos a una
concentracion de 510* células/mL en 150 uL. de McCoy’s 5a modificado, 10 % FBS, 1%
Pen Strep (HT-29) o RPMI 1640, 10 % FBS, 1 % Pen Strep (HepG2). La linea celular AMLI12
fue sembrada en placa de 48 pocillos a una concentracion de 110 células/mL en 250 pL
de DMEM/F-12 + GLUTAMAX™, 10 % FBS, 1% ITG-S, 0.0001 % DEXM, 1% A/A; en
placas para cultivo celular 60 x 15 mm (Falcon, Fisher Scientific) a una concentracion de
210° células/mL en 2 mL de DMEM/F-12 + GLUTAMAX™, 10 % FBS, 1 % ITG-S, 0.0001 %
DEXM, 1% A/A, y en placas para cultivo celular 35 x 15 mm (Falcon, Fisher Scientific) a
una concentracion de 110° células/mL en 1 mL de medio DMEM/F-12 + GLUTAMAX™,
10 % FBS, 1% ITG-S, 0.0001 % DEXM, 1% A/A.
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3.7.2 Tratamiento del nutracéutico para ensayos in vitro

El extracto de la formulacion nutracéutica liofilizada fue preparado en
condiciones de esterilidad, para ello, 9 mg se resuspendieron en 1.8 mL de agua tipo I
esterilizada mediante autoclave y bajo campana de flujo laminar. A continuacion, fueron
homogenizadas mediante agitacion en vortex y sonicacion en bafo durante 30 min
(Fisherbrand™ 11205 Advanced Ultrasonic Cleaner). Inmediatamente después, las
preparaciones fueron filtradas sucesivamente con filtros estériles de acetato de celulosa
sin surfactantes con un tamafo de poro de 0.45 pm y 0.20 um (Sartorius, Gottingen,
Alemania), para eliminar particulas no disueltas y los posibles microorganismos
presentes en la formulacion. Ademas, las preparaciones fueron calentadas a 95 °C
durante 10 min en un bloque térmico (AccuBlock™ Digital Dry Bath, Labnet) para
inactivar la potencial accion de las proteasas presentes en los hidrolizados proteicos
incluidos en la formulacion. Previo a las diferentes condiciones de estrés oxidativo, se
ensayaron diferentes concentraciones del nutracéutico en las diferentes lineas celulares
empleadas, para determinar la concentracién maxima del nutracéutico que mantuvo la
viabilidad e integridad de cada linea celular y emplearlas en los siguientes ensayos
celulares. Para ello, la formulacion nutracettica fue diluida en el medio indicado sin FBS
para cada linea celular McCoy’s 5a modificado, 1 % Pen Strep (HT-29), RPMI-1640, 1 % L-
Glutamina, 1% Pen Strep (HepG2) y DMEM /F-12 + GLUTAMAX™, 1% ITG-S, 0.0001 %
DEXM, 1% A/A (AML12) e incubada durante 24 h. Para estudiar los cambios en el estado
metabolico de las células se hizo uso del ensayo MTT de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio (AppliChem) (165) en las lineas celulares HT-29 y
HepG2. Con este mismo objetivo se realizo el ensayo MTS de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (Promega) en la linea celular
AMLI2. Ademas, en esta misma linea se evalu6 la muerte celular y la toxicidad generada
por la formulacion nutraceutica mediante el ensayo LDH (Roche Diagnostics GmbH,

Mannhein, Alemania) y ensayo ToxiLight (Lonza), respectivamente.

3.7.3 Capacidad antioxidante in vitro del nutracéutico

Se generaron condiciones de estrés oxidativo en las lineas celulares HT-29 y
HepG2 mediante la adicion de H.O, (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) y dicloruro
de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo (Paraquat, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). En primer

lugar, se cultivaron las células en placa de 96 pocillos y se ensayaron concentraciones
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crecientes de H.0. y Paraquat (0.5-4 mM) durante 6 h y 16 h, respectivamente, para
encontrar la concentracion que disminuyera en un 50 % la viabilidad celular. A
continuacion, para evaluar la capacidad antioxidante diferentes concentraciones de la
formulacion nutracettica fueron ensayadas en las lineas celulares HT-29 y HepG2 en
placa de 96 pocillos, en ausencia o presencia de las concentraciones previamente
seleccionadas de H:0. y Paraquat a partir del ensayo anterior (Figura 13). Para
determinar la viabilidad celular se hizo uso del ensayo MTT. A continuacion, se detalla el

protocolo experimental:

Protocolo experimental en placa de 96 pocillos

e Dia 1. se sembr6o en cada pocillo 5x10* células en 150 puL de McCoy’s 5a
modificado, 10 % FBS, 1% Pen Strep (HT-29) o RPMI 1640, 10 % FBS, 1% L-
Glutamina, 1 % Pen Strep (HepG2) hasta el dia siguiente, cuando se alcanz6 un
96% de confluencia.

e Dia 2: se desech6 el medio de cada pocillo y se sustituyé por 150 pL de
McCoy’s 5a modificado, 1% Pen Strep (HT-29) o RPMI 1640, 1 % L-Glutamina,
1% Pen Strep (HepG2) sin FBS. Se incub6 durante 24 h.

e Dia 3: inicio del pre-tratamiento. Se retir6 el medio de cada pocillo y, a
continuacion, se anadieron las concentraciones correspondientes de la
formulacion nutracettica a cada pocillo. La formulacion nutracettica (NT) fue
diluida en el medio de cultivo indicado sin FBS para cada linea celular McCoy’s
5a modificado, 1% Pen Strep (HT-29) o RPMI-1640, 1 % L-Glutamina, 1% Pen
Strep (HepG2). El volumen de cada pocillo es de 200 pL. Se dejaron incubar
durante 24 h.

e Dia4:

» Ensayo H:0 para la mitad de la placa, se reemplazé el medio de
cultivo indicado sin FBS (200 pL) para cada linea celular McCoy’s 5a
modificado, 1% Pen Strep (HT-29) o RPMI-1640, 1% L-Glutamina, 1%
Pen Strep (HepG2) y se incub6 durante 18 h. Para la otra mitad de las
placas, se retir6 el medio de cada pocillo y se trataron las células con
las concentraciones seleccionadas de H.O. (200 pL) durante 6 h.
Inmediatamente después, se retir6 el medio de las células tratadas con

H;O; y se anadi6 200 pL del medio de cultivo indicado sin FBS para
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cada linea celular McCoy’s 5a modificado, 1% Pen Strep (HT-29) o
RPMI-1640, 1% L-Glutamina, 1% Pen Strep (HepG2) y se incubo
durante 12 h.

» Ensayo Paraquat: para una mitad de la placa, se reemplaz6 el medio de
cultivo indicado sin FBS (200 pL) para cada linea celular McCoy’s 5a
modificado, 1% Pen Strep (HT-29) o RPMI-1640, 1% L-Glutamina, 1%
Pen Strep (HepG2) y se incub6 durante 16 h. Para la otra mitad de las
placas, se retir6 el medio de cada pocillo y se trataron las células con
las concentraciones seleccionadas de Paraquat (200 pL) durante 16 h.

¢ Dia 5: se retir6 el medio de cultivo de cada pocillo y se determiné la viabilidad

celular mediante el ensayo MTT.
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Figura 13. Disefio experimental placa de 96 pocillos. Imagen generada a partir de BioRender.

3.7.4 Ensayo in vitro del nutracéutico sobre la lipotoxicidad

Se generaron condiciones de lipotoxicidad en la linea celular AML12 mediante la
adiciéon de acido palmitico (PA) (125 puM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). En
primer lugar, se cultivaron las células en : 1) placa de 48 pocillos a una densidad de 1-10*

células/mL en 250 pL. de DMEM/F-12 + GLUTAMAX™, 10 % FBS, 1% ITG-S, 0.0001 %
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DEXM, 1% A/A; 2) en placas para cultivo celular 60 x 15 mm (Falcon, Fisher Scientific) a
una densidad de 2-10° células/mL en 2 mL de DMEM /F-12 + GLUTAMAX™, 10 % FBS, 1 %
ITG-S, 0.0001 % DEXM, 1% A/A, y 3) en placas para cultivo celular 35 x 15 mm (Falcon,
Fisher Scientific) a una concentracion de 1-10° células/mL en 1 mL de medio DMEM /F-12
+ GLUTAMAX™, 10 % FBS, 1% ITG-S, 0.0001% DEXM, 1% A/A. Tras 48 h de
incubacién, se anadieron las concentraciones correspondientes de la formulacion
nutracedatica diluidas en el medio anterior sin FBS y como un control positivo se afiadio
también el farmaco semaglutida y se incubaron durante 1 h. La semaglutida fue diluida
en dimetilsulfoxido (DMSO) (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) segun las
indicaciones del fabricante (Bachem), asi como las concentraciones utilizadas. En placa
de 48 pocillos se sembraron 6 réplicas por cada una de las concentraciones de
formulacion nutraceutica y semaglutida utilizadas, mientras que en sendas placas para
cultivo celular (60 x 15 mm y 35 x 15 mm) se sembraron 4 réplicas por concentracion.
Tras la hora de incubacion, a 3 de las réplicas de cada una de las concentraciones de
formulacion nutracettica y semaglutida utilizadas en placa de 48 pocillos y a 2 réplicas
de las sendas placas para cultivo celular (60x15 mm y 35x15mm) con las
concentraciones de formulacion nutraceutica y semaglutida utilizadas, se les anadi6 PA
a una concentracion final de 125 uM y se incubaron durante 24 h (Figura 14). Tras lo cual
en la placa de 48 pocillos se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante el ensayo
MTS (Promega), de muerte celular mediante ensayo de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) (Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Alemania) y de toxicidad mediante ensayo
ToxiLight (Lonza). Por otro lado, las placas para cultivo celular de 60 x 15 mm y 35 x 15

mm fueron utilizadas para la extraccion de ARN (ver apartado 3.7.9).
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Figura 14. (A) Disefio de la placa de 48 pocillos y (B) de placas para cultivo celular para la
determinacion del efecto in vitro sobre la lipotoxidad de la formulaciéon nutraceutica (NT) y de la
semaglutida (SEM) a dos concentraciones diferentes. Imagen generada a partir de BioRender.

3.7.5 Determinacion de acumulacion de triglicéridos

Para determinar la capacidad de la formulacion nutraceatica y la semaglutida de
disminuir la acumulacion de triglicéridos las células fueron tratadas con PA (125 uM) y
tefiidas con 9-(dietilamino)-5H-benzo[a]fenoxazin-5-ona (Nile Red). El Nile Red es un
colorante liposoluble, el cual es una excelente sonda para la deteccion de lipidos neutros
y mediante su combinacion con fluorescencia permite detectar lipidos intracelulares en
diferentes organismos (166). Para ello, se cultivaron en placa de 48 pocillos a una
densidad de 110* células/mL en 250 yuL. de DMEM /F-12 + GLUTAMAX™, 10 % FBS, 1%
ITG-S, 0.0001% DEXM, 1% A/A durante 48 h. A continuacion, se anadieron las
concentraciones correspondientes de la formulacion nutracettica diluidas en el medio
anterior sin FBS (6 réplicas por concentracion) y del semaglutida diluidas en DMSO
(PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) (6 réplicas por concentracion) y se incubaron
durante 1 h. Inmediatamente después, a 3 de las réplicas de cada una de las
concentraciones de la formulacion nutraceutica y semaglutida utilizadas se les afiadio
PA a una concentracion final de 125 pM. Se incubaron durante 24 h, tras lo cual se retir6d
el medio de cultivo celular y se anadio Nile Red (5 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.,) diluido en medio de cultivo (200 pL por pocillo) y se incubé durante 1 h. A
continuacion, se descarto el medio de cultivo y se lavaron las células con 200 pL de PBS
para remover el exceso de colorante. Se descarto el contenido y se volvieron a afadir
200 pL de PBS. Se midio la intensidad de fluorescencia (rexcitacion=552 Y Aemision=636 nm)
utilizando un lector de microplacas multimodo Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, EE.UU.). Se normalizaron los resultados mediante la actividad LDH de las
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celulas viables tras la disrupcion celular al final del ensayo utilizando Cytotoxicity
Detection Kit"s (Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Alemania). Para ello se descarto el
PBS de la placa anterior y las células se incubaron con la solucion de lisis (100
uL/pocillo) durante 30 min, para liberar al exterior el contenido en LDH intracelular.
Después del tiempo de incubacion, se traspasaron 50 pL de cada pocillo a una placa de
96 pocillos nueva y se les afiadi6 50 pL de mezcla de reaccion (1.12 pL de catalizador +
48.88 pL de solucion de tincion) y se incubd en oscuridad durante 10-30 min.
Finalmente, se medi6 la absorbancia a A=490 nm, con Areferencia=620 nm, en un fotémetro
de microplacas Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China). Los resultados

fueron expresados como la relacion entre fluorescencia/absorbancia.

3.7.6 Determinacion de la viabilidad celular: MTT y MTS

Para determinar la viabilidad celular tras someter a las lineas celulares de HT-29 y
HepG2 a condiciones de estrés oxidativo (H.O:y Paraquat) en placa de 96 pocillos y a la

linea celular AML12 a condiciones proinflamatorias (PA) en placa de 48 pocillos.
MTT

Se preparé la solucion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT, AppliChem) a una concentracion final de 0.5 mg/mL. Para realizar el
ensayo, en primer lugar, se descart6 el medio de cultivo y a cada pocillo se anadieron
200 pL de la solucion anterior de MTT. Se incub6 en oscuridad durante 2-3 h en el
incubador para cultivo celular, tras lo que se retir6 el medio y se anadié a cada pocillo
200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) y 25 uL de
tampoén de glicina de Sorensen (5.8 g de NaOH + 7.5 g de Glicina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.) pH 10.5 en 100mL de agua tipo I), se agit6 hasta completa disolucion
y se midio la absorbancia a =492 nm en un fotémetro de microplacas Multiskan FC

(Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China).
MTS

Se realizé segln las indicaciones del fabricante CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega), para ello, se descarto el medio de cultivo
y a cada pocillo se le anadieron: 1) 100 uL de medio de cultivo; 2) 1 uL. de solucion de
metosulfato de fenazina (PMS) y 3) 20 uL de solucion de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS). Se incub6 en oscuridad
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durante 1 h en el incubador para cultivo celular, tras lo que se traspasé el medio a una
placa de 96 pocillos nueva y se midi6 la absorbancia a =492 nm en un fotometro de

microplacas Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China).

3.7.7 Determinacion de la muerte celular: LDH

Se determiné la citotoxicidad o muerte celular tras someter a las células a
condiciones proinflamatorias en placa de 48 pocillos mediante un ensayo de actividad de
lactato deshidrogenasa (LDH), ya que el incremento en la actividad LDH en el
sobrenadante del cultivo es proporcional al numero de células lisadas. El ensayo se
realizd segin el Cytotoxicity Detection Kit"™S (Roche Diagnostics GmbH, Mannhein,
Alemania) con ligeras modificaciones. En esta ocasion la mezcla de reaccion por pocillo
consistio en 2.22 uL de catalizador y 100 puL de solucion de tincion. En una placa de 96
pocillos se traspasaron 50 pL del sobrenadante de cada pocillo y se afiadieron 50 pL de
la mezcla de reaccion. Se dejo incubar 10 min y se midio la absorbancia a A=490 nm, con
Areferencia=620 nm, en un fotometro de microplacas Multiskan FC (Thermo Fisher

Scientific, Shanghai, China).

3.7.8 Determinacion de toxicidad: TOXILIGHT

Se determindé la toxicidad tras someter a las células a condiciones
proinflamatorias en placa de 48 pocillos mediante un ensayo de deteccion de la
liberacion de adenilato kinasa (AK) por parte de células danadas. El ensayo se realizo
segun ToxiLight™ bioassay kit (Lonza) con ligeras modificaciones. En una placa de 96
pocillos compatible para luminiscencia se traspasaron 50 pL del sobrenadante de cada
pocillo y se afiadieron 50 pL del reactivo de deteccion de AK. Se dejo incubar durante 5
min y se midi6é la luminiscencia en un multilector GloMax (GloMax-Multi+ Detection

System; Promega Corp., Madison, WI, EE. UU.).

3.7.9 Extraccion de ARN

Tras el ensayo bajo condiciones proinflamatorias en la linea celular AML12 en
placas para cultivo celular 60 x 15 y 35 x 15 mm, se retir6 el medio de cultivo y se
anadieron 1.5 y 1 mL de PBS (Gibco™), respectivamente. Con ayuda de un raspador
celular se recogieron las células y el volumen final 500 y 300 pL, respectivamente, fue
destinado para la extracciéon de ARN. A continuacion, la suspension anterior se

centrifugd a 600 g durante 5 min a T* ambiente (Centrifuge 5430 R, Eppendorf) y se
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descarto el sobrenadante. Sobre el pellet se afiadieron 500 pL de TRIZOL® (Invitrogen) y
se almacenaron las muestras a -20 °C durante 24 h para facilitar la lisis celular.
Posteriormente y tras la descongelacion de las muestras, se anadieron 100 uL de
cloroformo (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) y se agitaron vigorosamente en
vortex durante 15 s. Las muestras se incubaron de 2-3 min a T? ambiente y se
centrifugaron a 12000 g durante 15 min y a 4°C. Se obtuvieron 3 fases bien
diferenciadas, una fase superior acuosa que contiene ARN, una interfase y una fase
organica inferior roja que contiene proteinas y ADN. Se recogi6 la fase superior,
traspasandose a tubo libre de ARNasas (Corning, Nueva York, EE. UU.), sobre este se
anadieron 250 pL de isopropanol (PanReac AppliChem, Barcelona, Espafa), el contenido
de los tubos mezcld por inversion y se incubd 10 min a T? ambiente. Inmediatamente
después, las muestras se centrifugaron a 12000 g durante 10 min y a 4°C. El
sobrenadante se descartd y se anadieron 400 pL de EtOH 70 % (VWR International,
Lovaina, Bélgica) preparado con agua tipo I autoclavada para lavar el ARN. Se agito
brevemente en vortex y se centrifugaron las muestras a 7500 g durante 5 miny a 4 °C. A
continuacion, se descartd el sobrenadante y el precipitado se sec6 a T? ambiente
durante 10 min. Este fue resuspendido, en un volumen de agua tipo I libre de ARNasas
entre 30-100 puL en funcidon de su tamano. Finalmente, las muestras se incubaron
durante 10 min a 55 °C en un bloque térmico (Thermo shaker, Lan Technics Model MS-
100) para facilitar la disolucion del precipitado. Las muestras se almacenaron a -20 °C
hasta su posterior utilizacion. EI ARN aislado fue cuantificado en un espectrofotometro
ND-1000 (NanoDrop) y su calidad analizada mediante el indice de A=260/A=280 que se
establecio entre 1.90 a 2.00.

3.7.10 Retrotranscripcion y qPCR: mi-ARN

La retrotranscripcion de ARN total de las muestras para la sintesis de ADN
complementario (ADNc) de micro-ARNs (mi-ARNs) se llevo a cabo utilizando TagMan™
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) con
ligeras modificaciones. En tiras de 8 tubos para reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se realizé una mezcla de 10 ng de ARN con 9.25 pL de Master Mix que contenian
los componentes necesarios para llevar a cabo la retrotranscripcion del material
genético (Tabla 3) y con 0.75 pL del cebador especifico para cada mi-ARN (RT Primer
20X, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) (Tabla 4).
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Tabla 3. Componentes de la mezcla de reaccion (Master Mix) de la retrotranscripcion.

Componente Volumen para 1 reaccion (uL)

100 mM nucledsidos trifosfato 015
(dNTPS) (con timidina trifosfato (dTTP)) ’

MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 50 U/uL 1.00
10X Tampon de transcripcion reversa 1.50
Inhibidor de ribonucleasas 0.19
Agua libre de nucleasas 6.41
Volumen total de Master Mix 9.25

Tabla 4. Genes incluidos en el analisis de mi-ARN.

Gen Assay ID
U6* 001973
miR-21 000397
miR-34a 000426
miR-122 002245
miR-192 000491

* U6 es un pequenno ARN nuclear (ARNsn) en lugar de un mi-ARN, que se

usa como gen endogeno en el analisis de estos ultimos.

Finalmente, la muestras (con 15 pL de volumen final) se someten a un programa
en el termociclador para producir la retrotranscripcion de la muestra de ARN a ADNc:

30 min a 16 °C, 30 min a 42 °C y 5 min 85 °C.

La PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) fue realizada en un equipo
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.) y haciendo uso de una placa de 384 pocillos, a los que a cada uno se anadio 0.5
uL de TagMan™ Small RNA Assay (20X) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), 5
uL de TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.),
3.84 pL de agua libre de nucleasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y 1 uL. de ADNc.
Las condiciones reaccion vienen recogidas en la Tabla 5. Los niveles de expresion
relativas de los mi-ARNs de interés en relacion con el gen endogeno U6 se calcularon
como 2%°¢T, Estos ensayos se llevaron a cabo bajo la supervision del Dr. Rui Eduardo

Castro, en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Lisboa.
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Tabla 5. Condiciones de reaccién qPCR.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion de la enzima 95 °C 20s 1
Desnaturalizacion 95 °C s 1
Anillamiento y extension 60 °C 20s 40

3.7.11 Retrotranscripcion y qPCR: ARNm

La retrotranscripcion de ARN total de las muestras para la sintesis del acido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) de ARN mensajero (ARNm) de genes de
interés se llevo a cabo utilizando NZY Reverse Transcriptase (Nzytech, Lisboa, Portugal)
con ligeras modificaciones. En tiras de 8 tubos para reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se realiz6 una mezcla de 1-2 pg de ARN total con 2 pL de Random hexamers y 1 uL
de dNTPs. Para algunos ARN ricos en guanina-citosina o acidos nucleicos con alto grado
de estructura secundaria, puede ser necesario un paso de desnaturalizacion, por lo que
se incub6 la mezcla a 65 °C durante 5 min (Termociclador XT°¢, VWR International,
Lovaina, Bélgica). A continuacion, se anadieron 2 pL de 10x Reaction Buffer y 1 uL de NZY
Reverse Transcriptase, y se centrifugé brevemente (Mini Star Blueline 521-21319, VWR
International, Lovaina, Bélgica). Las muestras (con 20 pL de volumen final) se sometieron
a un programa en el termociclador para producir la retrotranscripcion de la muestra de

ARN a ADNc: 10 min a 25 °C, 50 min a 50 °C y 5 min 85 °C.

La PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) fue realizada en un equipo
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.) y haciendo uso de una placa de 384 pocillos, a los que a cada uno se anadio 2.5
uL de SYBR Green Master Mix (SensiFastTM SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline USA Inc,
Taunton, MA, EE.UU.)) (el cual se une a la molécula de ADN y permite su cuantificacion
mediante fluorescencia), 0.2 pL de cada cebador (forward y reverse primer, Eurofins
Genomics, Ebersberg, Alemania) (Tabla 6) y 0.1 uL de agua tipo I libre de nucleasas
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). A esta mezcla se le anadieron 2 uL del ADNc
anterior y previamente diluido 1/4. Por ultimo, la expresion relativa de los genes se
calculod por el método del ciclo umbral (2724<") y los resultados se normalizaron con

respecto al nivel endogeno de la hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT). Estos

97



ensayos se llevaron a cabo bajo la supervision del Dr. Rui Eduardo Castro, en la Facultad

de Farmacia de la Universidad de Lisboa.

Tabla 6. Secuencia de los cebadores para el analisis de expresion génica de ARNm.

Gen Cebador Forward Cebador Reverse

Hprt GGTGAAAAGGACCTCTCGAAGTG ATAGTCAAGGGCATATCCAACAACA
Srebfl GCAGGACACTGAGAGACCCC GTACCCACTGGCCTTCTCAC
Cptla TGGACCCAAATTGCAGTGGT GCATCTCCATGGCGTAGTAGT

3.8 Ensayos in vivo
3.8.1 Fase 1: Desarrollo de un modelo de obesidad inducida por la dieta

3.8.1.1 Animales y disefno experimental

En primer lugar, se realizo un ensayo para el desarrollo del modelo experimental
animal de obesidad inducido por la dieta que fue utilizado en la siguiente fase, en la cual
se implemento la formulacion nutracettica como tratamiento. Para esta primera fase, un
total de 32 ratas macho de la raza Sprague-Dawley (Charles River, Barcelona) fueron
alojadas en jaulas colectivas con fondo soélido y nido de viruta (4 ratas en cada jaula), y
ubicadas en una habitacion bien ventilada y controlada termostaticamente (21 + 2 °C)
bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 h para garantizar el bienestar animal (Unidad de
Experimentacion Animal, CIC, Universidad de Granada). Tras una semana de
aclimatacion, los animales de 10 semanas de edad con un peso corporal medio inicial de
357 + 2 g, se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos experimentales de ocho

animales por grupo.

Dos grupos de animales consumieron una dieta estandar (20 % Kcal de proteinas,
10 % Kcal de grasa) (TD.08806, ENVIGO, Madison, WI) durante 13 o 21 semanas (SD1y
SD2, respectivamente), los otros dos grupos experimentales consumieron una dieta de
alto contenido en grasa (19 % Kcal de proteinas, 45 % Kcal de grasa) (TD.06415, ENVIGO,
Madison, WI) y se les suministro fructosa al 20 % en el agua de bebida durante 13 o 21
semanas (HFHF1 y HFHF2, respectivamente) (Figura 15). Se utiliz6 la combinacion de alto
contenido en grasa y alto contenido en fructosa ya que genera un mayor aumento de
peso, hiperinsulinemia, esteatosis hepatica y estrés oxidativo que una dieta alta grasa 'y
baja en carbohidratos (167,168) y favorece la lipogénesis de novo y el agravamiento de los
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trastornos del metabolismo de la glucosa y la grasa (168). Durante el periodo
experimental, los animales tuvieron libre acceso a liquidos (agua o solucion de fructosa
al 20 % (PanReac AppliChem, Barcelona, Espafa)), y los animales consumieron la dieta
experimental alta en grasa ad libitum, mientras que los animales de los grupos SD
siguieron un diseno de consumo de alimentos pair-fed basado en experimentos
anteriores para mantener una ingesta calorica adecuada en un grupo normocaldrico
(169). La ingesta de alimentos se registr6 diariamente, mientras que el peso corporal se
midi6 semanalmente. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las
Guias Directrices relacionadas con el Alojamiento y Cuidado de los Animales (170), y
todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacion
Animal de la Universidad de Granada, Espana (Referencia de Proyecto 16,/07/2019/132).
Para seleccionar el nimero de ratas asignadas a cada grupo experimental (n==8),

aplicamos el principio de las 3R (171).

Los dias previos al sacrificio animal y tras un periodo minimo de ayunas de 8 h se
realizo un test de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa segin la metodologia
descrita por Prieto et al. (172) (Figura 16). El dia anterior al final del periodo experimental
de 13 o 21 semanas se alojaron a los animales en jaulas metabolicas individuales para
permitir la recogida de orina. Posteriormente, fueron anestesiados con ketamina (Fatro
Ibérica, Barcelona, Espana) (75 mg/kg peso corporal) y xilazina (Fatro Ibérica, Barcelona,
Espana) (10 mg/kg peso corporal) y se extrajo la sangre mediante la puncion de la aorta
abdominal utilizando heparina (Deltalab, Barcelona, Espana) como anticoagulante y se
cuantificaron los parametros sanguineos mediante un sistema Analizador Hematolégico
Automatizado (KX-21 Automated Hematology Analyzer, Sysmex Corporation, Kobe,
Japon). Posteriormente, el volumen de sangre restante se centrifug6 a 3000 rpm durante
15 min a 4 °C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf) para separar el plasma que se congel6 en
nitrégeno liquido y se almacen6 a -80 °C hasta su posterior analisis. Se extrajeron y
pesaron el bazo, los rinones, el colon, el ciego, el contenido cecal, tejido adiposo
abdominal y epididimal y el higado y se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido
para almacenarse posteriormente a -80 °C hasta su analisis. Ademas, el higado se dividié
en varias porciones y se proces6 para su andlisis histologico y 100 mg de tejido se

sumergi6 en una solucion conservante de ARN (RNAlater, Ambion).
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Figura 15. Disefio experimental del ensayo in vivo de la fase 1: (Desarrollo modelo de obesidad
inducido por la dieta). SD1: grupo que consume dieta estandar 13 semanas; HFHF1: grupo que consume dieta
hipercaldrica durante 13 semanas; SD2: grupo que consume dieta estandar 21 semanas; HFHF2: grupo que
consume dieta hipercalorica durante 21 semanas. Imagen generada a partir de BioRender.

Lunes Martes Miércoles Jueves  Viernes Sébado Domingo
5D1 Sacrificio
HFHF1 animales
. Test de tolerancia oral a glucosa @B 3 semanas
Z/l Composicion corporal @D 21 semanas

. Control diuresis 12 h

3¢ Recogidaorina

Figura 16. Disefio experimental de la tltima semana del periodo experimental del ensayo in vivo de
la fase 1 tanto para el periodo de 13 y 21 semanas. SD1: grupo que consume dieta estandar 13 semanas;
HFHF1: grupo que consume dieta hipercalérica durante 13 semanas; SD2: grupo que consume dieta estandar
21 semanas; HFHF2: grupo que consume dieta hipercalérica durante 21 semanas.

3.8.1.2 Dietas experimentales

Las dietas experimentales fueron suministradas por la empresa ENVIGO vy
cumplian las necesidades de nutrientes para ratas (173) y los requerimientos de la AIN-
93G con pequenias modificaciones (174). La composicion de las dietas hipercalorica
(TD.06415, ENVIGO, Madison, WI) y estandar (TD.08806, ENVIGO, Madison, WI) viene

recogida en la Tabla 7.
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Tabla 7. Composicion de las dietas estandar e hipercalérica.

g/Kg Dieta estandar Dieta hipercaldrica
Caseina 210 245
Cistina 3 3.5
Almidon de maiz 465 85
Maltodextrina 100 115
Sacarosa 90 200
Grasa 20 195
Aceite de soja 20 30
Celulosa 37.15 58
Mezcla mineral, AIN-93G-
MX (94046) 35 43
Fosfato calcico, dibasico 2 34
Mezcla vitaminica, AIN-93- 15 19
VX (94047)
Bitartrato de colina 2.75 3

3.8.1.3 Prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa

Tras mantener a los animales privados de alimento durante 8 h, se realiz6 una
prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa (PTOG) siguiendo el método
previamente descrito por Prieto et al. (172) con pequefnas modificaciones. Las ratas se
sometieron a una sobrecarga oral de glucosa, mediante sonda gastrica metalica, en
relacion a una dosis de 6.9 umol glucosa/g de peso corporal disolviendo la glucosa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) en solucion salina (cloruro de sodio (NaCl)
(PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) al 0.9 %. Se determiné la concentracion de
glucosa sanguinea antes de la sobrecarga oral (glucosa basal) y a los 15, 30, 60, 90 y 120
min. Para la extraccion de sangre, se realizd una pequena incisiéon en la parte mas distal
de la cola y se utiliz6 un glucometro Bayer Breeze 2® (Bayer Healthcare, Espana) para
medir la concentracion de glucosa. Los resultados fueron expresados como las medias

de cada grupo + el error estandar de la media. Se determiné el area bajo la curva para
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cada animal usando el modelo de los trapezoides con el programa Excel® utilizando la

siguiente formula (Pruessner et al., (175)):

n-1
m +m .
AUC, = (Z( (‘“’2 ) ) (m1 tl)

i=1 i=1

Donde:

e m; medida
e t; distancia en tiempo entre medidas

e n:namero total de medidas

3.8.1.4 Parametros hematicos

Una alicuota de la sangre recolectada de 250 pL aproximadamente fue utilizada
para la determinacion de parametros hematicos como leucocitos (WBC, x10%/uL),
hematies (RBC, x10°/uL), hemoglobina (HGB, g/dL), hematocrito (HCT, %), volumen
corpuscular medio (MCV, fL), contenido medio de hemoglobina por hematie (MCH, pg),
concentracion media de hemoglobina por hematie (MCHC, g/dL), plaquetas (PLT,
x10°/uL) y la amplitud de distribucion eritrocitaria (RDW, %) mediante un sistema
Analizador Hematologico Automatizado (KX-21 Automated Hematology Analyzer,
Sysmex Corporation, Kobe, Jap6on) perteneciente a la unidad de Bioanalisis en el Centro
de Instrumentacion Cientifica (Centro de Investigacion Biomeédica, Universidad de

Granada).

3.8.1.5 Bioquimica plasmatica

La sangre fue centrifugada a 3500 rpm durante 15 min a 4 °C (Centrifuge 5810 R,
Eppendorf). El plasma fue separado, introducido en nitrogeno liquido y conservado a -
80 °C hasta su utilizacion. Las determinaciones que posteriormente se llevaron a cabo
fueron: colesterol total (mg/dL), colesterol LDL (mg/dL), colesterol HDL (mg/dL),
triglicéridos (mg/dL), acido arico (mg/dL), albimina (g/dL), creatinina (mg/dL), fésforo
(mg/dL) fosfatasa alcalina (ALP, U/L), alanina aminotransferasa (ALT/GPT, U/L),
aspartato aminotransferasa (AST/GOT, U/L) y gama-glutamiltransferasa (GGT). Estos
parametros fueron determinados mediante un Analizador Quimico (Shenzhen Midray
BS-200 Chemistry Analyzer, Bio-Medical Electronic) perteneciente a la unidad de
bioanalisis en el Centro de Instrumentacién Cientifica (Centro de Investigacion

Biomédica, Universidad de Granada). Ademas, se calcularon indices plasmaticos a partir
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de los parametros analizados como indice aterogénico (colesterol total /colesterol HDL),
indice triglicéridos-glucosa (In(triglicéridos*(glucosa/2))), no-HDL (colesterol total-

colesterol HDL) y TG/HDL (triglicéridos/colesterol HDL).

3.8.1.6 Contenido grasa hepatica total

La determinaciéon del contenido en grasa hepatica se llevd a cabo
gravimétricamente por el método de Folch (176) siguiendo las modificaciones realizadas
por Kapravelou et al. (128). Se pesaron 0.25-0.3 g de higado previamente liofilizado y se
anadi6 1 mL de cloruro de sodio (NaCl) (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) al 0.9 %
y 3 ml de etanol (EtOH) (VWR International, Lovaina, Bélgica) al 0.01% de
butilhidroxitolueno (BHT) (Panreac Quimica, Espana, Barcelona). Tras la adicion de estos
compuestos, la mezcla fue homogeneizada 3 veces durante 10 s, usando un
homogeneizador Micra D-1 (ART-Moderne Labortechnik) a 18000 rpm; seguido por un
tratamiento con un homogeneizador de ultrasonidos (Sonopuls HD 2070, Bandelin) al
50 % de fuerza y durante tres repeticiones de 10 s. Una vez listo el homogeneizado del
higado se afiadieron 0.5 mL de la solucion obtenida mediante la mezcla de 10 mL de
EtOH (0.01% BHT) + 1 mL hidroxido de potasio (KOH) (VWR International, Lovaina,
Bélgica) 11 N. Posteriormente, la muestra fue saponificada durante 40 min en un bafo de
agua a 60 °C (Fisherbrand™ 11205 Advanced Ultrasonic Cleaner). Una vez saponificada,
se realizo la extraccion del tejido adiposo mediante la adicion de 2 mL de hexano
(PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) al 95 % y mezcla con vortex durante 1 min'y 30
s (dos veces), a continuacion, se anadieron 500 uL de agua tipo I y se mezclo durante
otros 10 s. Las muestras fueron centrifugadas durante 5 min a 3000 rpm (Centrifugue
5810 R, Eppendorf). Finalmente, se procedio a la recogida de la fase organica (superior)
evaporandose bajo una corriente de nitrogeno, obteniendo la cantidad de tejido adiposo

mediante gravimetria.

3.8.1.7 Determinacion del perfil de acidos grasos del higado

Se determind el perfil de acidos grasos en el higado mediante el método descrito
por Lepage y Roy (177), este método presenta la ventaja de realizar la extraccion lipidica y
la transesterificacion de los acidos grasos en una sola etapa. En un tubo de rosca Pyrex®
(Corning, Nueva York, EE. UU.) a 125-150 mg de higado liofilizado se afiadieron 2 mL de
una mezcla metanol (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana)benceno (PanReac

AppliChem, Barcelona, Espana) (MeOH:CgHg, 4:1 (v/V)). La mezcla se agitd durante 30 sy
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se anadieron 200 pL de cloruro de acetilo (CH3COCl) (Merck, Darmstadt, Alemania)
lentamente y en agitacion constante y bajo campana de extraccion de gases. A
continuaciéon, se incub6 en un bano de agua a 100 °C durante 1 h (Raypa®),
comprobando que no se evaporara ninguna muestra. Seguidamente los tubos se
enfriaron en un bafio de hielo picado y se anadieron 5 mL de carbonato de potasio
(K2COs) (PanReac AppliChem, Barcelona, Espafia) al 6 % para detener la reaccion de
metilacion y neutralizar la mezcla. Los tubos se agitaron durante 1 min y se
centrifugaron a 2920 rpm y 4 °C durante 10 min (Centrifuge 5810 R, Eppendorf).
Posteriormente, se recogio la fase bencénica, correspondiente a la fase superior, donde
se encontraban disueltos los ésteres metilicos de los acidos grasos. Finalmente, la
determinacion de lipidos se realizo en el Centro de Instrumentacion Cientifica usando
un cromatografo de gases de alta resolucion modelo 7890A de Agilent (EE.UU.) acoplado
a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo modelo Quattro micro GC de Waters
(EE.UU.). Los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) individuales se separaron con
una columna capilar ZB Fame de 30 x 0.25 mm (0.2 um de grosor) (Phenomenex,
Torrance, CA, EE. UU.). Las condiciones de cromatografia de gases fueron las siguientes:
T? del inyector 250 °C, volumen de inyeccion 2 uL Split (proporcion 10:1), gradiente de T?
de 100 °C a 210 °C con una velocidad de 4 °C/min, tiempo de retencion 5 min. El caudal
del gas portador (Helio) fue de 1 mL/min. El tiempo de analisis fue de 40 min y el
intervalo de medicion de 45-450 uma (modo de barrido). Los datos cromatograficos se
registraron e integraron utilizando el software Masslynx, version 4.1. Los FAME se
identificaron utilizando estandares analiticos y la biblioteca de espectros de masas. Se
midieron las areas de los picos y se utilizaron para calcular el porcentaje de cada acido
graso en relacioén con la suma total de todas las areas de acidos grasos de la muestra.
Ademas, se utilizaron algunas relaciones entre productos y acidos grasos precursores
como indices de las actividades enzimaticas desaturasa o desaturasa-elongasa en el
higado, tal y como describieron Gonzalez-Torres et al. (178) utilizando las siguientes

formulas:
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Actividad delta-6-elongasa-desaturasa:

i.  acido docosahexaenoico/acido linolénico

ii. acido araquidénico/acido linoleico
Actividad estearil-CoA (SCD):

i.  acido palmitoleico/acido palmitico

ii.  acido oleico/acido estearico
Actividad delta-5 desaturasa:
i.  acido araquidénico/ acido eicosatrienoico

3.8.1.8 Analisis histoldgico del higado
Una porcion del higado se fijo en formol tamponado al 4 % (PanReac AppliChem,
Barcelona, Espana) durante 24 h, y posteriormente se conservo en etanol al 70 % hasta
su procesamiento en el Servicio de Microscopia, CIC, Universidad de Granada. Como
resultado de este procesamiento se obtuvieron cuatro preparaciones histologicas
tefiidas con Hematoxilina-Eosina (HE) para cada animal. Para el analisis histologico del
higado se evaluaron las preparaciones de los ocho animales por grupo experimental
(n =32 muestras por grupo). La estructura microscopica del higado se conceptualizo
utilizando el término de lobulillo hepatico clasico, en el que la estructura central es la
vénula hepatica terminal (“vena centrolobulillar”) y la periferia esta definida por los
espacios porta, los cuales son canales que se originan en el hilio y atraviesan el higado
con un patron de ramificacion, transportando la sangre hasta la vena central. En base a
esto, se definen 3 zonas: zona 1 (periportal), zona 2 (zona media) y zona 3 (pericentral o
centrolobulillar) (179). En el analisis histolégico, se evaluaron las alteraciones histologicas
en las zonas 1, 2 y 3 del lobulillo. Para la evaluacion semicuantitativa del dafio hepatico,
se realizO una puntuacion inicial utilizando la evaluacion de Brunt basada en los
siguientes  parametros: esteatosis macrovesicular, esteatosis microvesicular,
abombamiento, inflamacion periportal, inflamacion centrolobulillar y fibrosis. Para la
evaluacion semicuantitativa se utilizo la siguiente escala cruzada: (-) inexistente, (+) leve,
(++) leve-moderado, (+++) moderado, (++++) severo, (-/+) entre inexistente y leve, (+/++)
entre leve y leve-moderado (180). En caso de que se encontraran diferencias entre los
tratamientos en la evaluacion de Brunt, el sistema de puntuacion semicuantitativa de
esteatohepatitis no alcoholica (NASH) de Kleiner et al. (181) adaptado por Chen et al. (182)
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se utilizo para evaluar el grado de desarrollo de EHNA siguiendo las recomendaciones de
Martinez et al. (169). El sistema de puntuacion comprendia 14 caracteristicas
histologicas, 4 de las cuales se evaluaron semicuantitativamente: esteatosis (0-3),
inflamacion lobulillar (0-2), balonizacion hepatocelular (0-2) y fibrosis (0-4). Otras nueve
caracteristicas se registraron como presentes o ausentes. La puntuacion NAS se calculo
mediante la suma del grado de esteatosis, la inflamacion lobulillar y el abombamiento.
NAS de >5 se correlacioné con un diagnostico de “NASH”, y puntuaciones de <3 se

diagnosticaron como “no NASH” (181).

3.8.1.9 Extraccion ARN

Se aislo el ARN total del higado, 100 mg de higado fueron introducidos en un tubo
libre de ribonucleasas (ARNasas) (Biologix, Jinan, China), donde se anadi6 1 mL de Tri-
Reagent® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), que contenia guanidina isotiocianato,
fenol y un agente solubilizante para disolver el ADN, ARN vy las proteinas de las muestras
lisadas. A continuacion, la porcion de higado fue homogeneizada en un homogeneizador
Micra D-1 (ART Moderne Labortechnik). El homogeneizado fue transferido a un tubo
libre de ARNasas (Corning, Nueva York, EE. UU.) y se dejo incubar a T* ambiente durante
5 min para asegurar la completa disociacion de los complejos nucleoproteicos.
Posteriormente, se anadio a cada muestra 200 pL de cloroformo (PanReac AppliChem,
Barcelona, Espana) y se agitaron vigorosamente durante 15 s. Se volvieron a incubar a T?
ambiente de 2-15 min y las muestras se centrifugaron a 12000 g durante 15 min a 4 °C
(Centrifuge 5430 R, Eppendorf). La mezcla se separd en tres fases: una fase acuosa
superior que contenia el ARN, otra interfase que contenia el ADN y por ultimo una fase
organica que contenia las proteinas. La parte acuosa fue transferida a un tubo nuevo y
se le anadieron 500 pL de isopropanol (PanReac AppliChem, Barcelona, Espafia), las
muestras se mezclaron y se mantuvieron a T? ambiente de 5-10 min centrifugandose
después a 12000 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y el pellet
formado se lavo con 1 mL de EtOH (VWR International, Lovaina, Bélgica) 70 % preparado
con agua tipo I tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) (Acros Organics) previamente
autoclavada. A continuacion, se centrifug6 a 15000 ¢ durante 5 min a 4 °C. El
sobrenadante fue descartado y el pellet se disolvi6 en un volumen de 50-200 uL con
agua libre de ARNasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) dependiendo del tamafio

del pellet formado, y por tanto del material genético extraido. Posteriormente, las
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muestras fueron tratadas con ADNasas (AM1907, Kit TURBO DNA-free™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) para eliminar cualquier ADN presente y el ARN fue
transferido a tubos libres de ARNasas para determinar la concentracion y calidad del
acido nucleico mediante el indice de A=260/A=280 que se estableci6 entre 1.90 a 2.00

(NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).

3.8.1.10Transcriptomica

Para el analisis transcriptémico hepatico, se seleccionaron aleatoriamente seis
muestras de ARN total por grupo experimental. La preparacion de las bibliotecas y la
secuenciacion Illumina se llevaron a cabo en el Centro de Gendmica del IPBLN (CSIC,
Granada, Espana). La calidad del ARN total se verifico mediante electroforesis
Bioanalyzer RNA 6000 Nano chip (Agilent Technologies). Todas las muestras de ARN
mostraron un valor RIN superior a 8.4. Las bibliotecas de secuenciacion de ARN (ARN-
seq) se prepararon con el kit Truseq stranded mRNA (Illumina®) a partir de 200 ng de
ARN total. La calidad y la distribucion del tamano de las bibliotecas enriquecidas por
PCR se validaron mediante el ensayo Bioanalyzer High Sensitivity DNA y la
concentracion se midio en el fluorimetro Qubit® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE.UU.). Las bibliotecas finales se agruparon de forma equimolecular y, a
continuacion, se diluyeron y desnaturalizaron segun lo recomendado en la guia de
preparacion de bibliotecas Illumina NextSeq 500. La secuenciacion por pares de 75 x 2
nt se realizoé en un secuenciador NextSeq 500 con una salida final de 70 Gbp y una
puntuacion de calidad (Q30) del 97 %. Las lecturas de la secuenciacion de extremo
pareado de Illumina se sometieron a un control de calidad mediante FastQC v0.11.9 (183)
y MultiQC v1.9 (184). Se comprob6 que, a lo largo de toda la secuencia de las lecturas, su
calidad media presentaba una puntuacion de calidad de bases nitrogenadas Phred >30,
por lo que no fue necesario filtrar los datos. A continuacion, se realizo6 el mapeo de las
lecturas. Para ello se utilizo HISAT2 v2.2.1 (185). El genoma de Rattus norvegicus obtenido
de Ensembl (archivo Rattus_norvegicus.Rnor_6.0.dna.toplevel.fa) fue elegido como
genoma de referencia para el alineamiento y las lecturas. Los archivos SAM resultantes
de estos mapeos fueron ordenados, transformados en archivos BAM e indexados, todo
ello utilizando SAMtools v1.10 (186). En el siguiente paso se realizo el recuento de las
lecturas que mapeaban contra cada uno de los genes, para lo cual se utilizaron los

ficheros BAM obtenidos en el paso anterior, el fichero de anotacion en formato GTF del
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genoma de referencia (accesion GCA_000001895.4), y el feature counts v2.0.1 (187).
Finalmente, se realizd el analisis de expresion diferencial utilizando las tablas de
recuento obtenidas en el paso anterior y los programas DESeq (188), DESeq2 (189) y
edgeR (190). Los transcritos se definieron como expresados diferencialmente cuando el
fold-change (FC) entre los grupos (SD1, HFHF1, SD2, HFHF2) era >1.3 (porcentaje de
cambio +30 %; sobreexpresado) o <-1.3 (porcentaje de cambio -30 %; infraexpresado) y el
valor P de la prueba t de Student era <.05. En varios estudios recientes se utilizaron

criterios de filtrado idénticos o similares (191,192).

3.8.1.11 Retrotranscripcion y qPCR: ARNm

Para validar el analisis transcriptomico, se llevé a cabo la expresion génica
mediante RT-PCR de diversos genes. En primer lugar, para realizar la transcripcion
reversa de ARN a ADNc a un total de 1-500 ng de ARN se le anadieron: agua libre de
ARNasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) hasta un volumen final de 10 uLy 1 uL de
hexameros aleatorios 50 uM (Invitrogen). A continuacién, las muestras se introdujeron
en un termociclador LifePro Gradient Thermal Cycler (Bioer Serves Life, P. R. China),
durante 5 min a 65 °C para desnaturalizar el ARN molde. Posteriormente se mantuvieron
en hielo durante 2 min. A cada muestra se anadi6 1.25 pL de nucleasa (RNaseOUT™
Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Life Technologies); 5 pL de desoxinucleotidos
trifosfato 25 mM (dNTPs, Promega); 5 pL de First Buffer (250 mM Tris-HCI (Merck,
Darmstadt, Alemania) pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,, Invitrogen™) y 2.5 uL de DTT
100 mM (Invitrogen) y 1.25 pL de retrotranscriptasa inversa (SuperScript® IV Reverse
Transcriptase, Invitrogen). La mezcla de reaccion se llevo hasta un volumen final de 25
uL con agua libre de ARNasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Finalmente, se
establecio el programa en el termociclador para llevar a cabo la reaccion: 10 min a 25 °C,

50 min a42 °Cy 15 mina 70 °C.

A partir del ADNc obtenido, la g-PCR cuantitativa se llevo a cabo en QuantStudio
12 K Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), utilizando
cebadores para genes involucrados en estructura celular, metabolismo lipidico &
glucidico y capacidad antioxidante & detoxificante (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.)(Tabla 8). Estos genes fueron seleccionados segin los resultados del analisis
transcriptomico. A cada reacciéon se le afnadieron 6.25 puL. de Tagman Master Mix

(TagMan™ Fast Advanced Master Mix for qPCR, no UNG, Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, EE.UU.), 4.5 pL de agua libre de ARNasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.); 0.5 uL del ADNc de la muestra correspondiente y 1.25 pL del cebador. La
reaccion se llevd a cabo mediante una incubacién de 2 min a 50 °C para optimizar la
actividad de la uracil-ADN glicosilasa y posterior activacion de la polimerasa durante 10
min a 95 °C. A continuacién, se realizaron 40 ciclos con los siguientes parametros para
cada uno: 95 °C durante 15 s (desnaturalizacion) y 60 °C durante 60 s (alineacion y
extension). La expresion de cada gen fue comparada con la de la Actb de referencia
medida en paralelo en la misma muestra usando el método del ACt. Los resultados

finales fueron expresados usando el método 2t en referencia al grupo control (SD1).

Tabla 8. Distribucién de genes en categorias segin su funcion celular para el estudio de la
expresion.

Funcién Gen Proteina Assay ID
. . Rn0153692
Estructura celular Mmpl5 Matrix metalloproteinase-15 5. mi
anatomica Psmb9 Proteasome subunit beta type-9 Rné) 4065106
Adhesion celular  Col26al Collagen type XXVI alpha 1 chain Rn(2)14r‘;)151340
Cdknla Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 Rré(;OSH??Q
Datio celular Growth arrest and DNA damage- Rn0142513
Gadd45a . . .
inducible protein alpha 0_gl
Estructura celular Rn005700
Proliferacién Gdf15 Growth/differentiation factor 15 83_ml
celular Myc Myc proto-oncogene protein Rn(7)05r>1§311 50
ATP-binding cassette sub-family G Rn0149907
Abcg5
member 5 3_ml
Transporte de Solute carrier family 2, facilitated glucose Rn005635
Slc2a2
solutos transporter member 2 65_m1
Slc34a2 Sodium-dependent Phosphate transport Rn0058451
protein 2B 5_ml
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate Rn0142823
Agpat3
acyltransferase gamma 4_ml
Fabp5 Fatty acid-binding protein 5 Rn(§14g61185
) Rn0056911
Fasn fatty acid synthase 7 ml
Accién livogénica  Pnpla3 Patatin-like phospholipase domain- Rn0150236
Metabolismo glucosa Pog P containing protein 3 1_ml
& lipidos Scdl stearoyl-CoAdesaturase-1 Rn9(2105548
Sterol regulatory element binding Rn0149576
Srebfl e
transcription factor 1 9_ml
Peroxisome proliferator-activated Rn004409
Pparg
receptor gamma 45_ml
Accion lipolitica Cptla Carnitine palmitoyl transferase 1A R%(;OSTS?7

109



Peroxisomal carnitine O- Rn0152694

Crot octanoyltransferase 0_ml

Peroxisome proliferator activated Rn0056619
Ppara

receptor alpha 3_ml
Cyplal Cytochrome P450 1A1 Rn(1)14§18 02
Rn0056108

Metabolismo Cypla2 Cholesterol 25-hydroxylase 5 mi
colesterol Cyp7al Cholesterol 7 alpha-hydroxylase R%%O?gfo
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A Rn005655

Hmgcer

reductase 98_ml
Metabolismo Gek Hexokinase-4 Rn006882

glucosa 85_ml
Akr7a3 Aflatoxin Bl aldehyde reductase member Rn006806

3 64_ml
Gpx1 Glutathione peroxidase 1 Rn(3105>g71799
Capacidad Nfe2l2 Nuclear factor erythroid 2 like 2 Rn;)O;lZZ 8
antioxidante & RNO05665

detofixicante Ngol NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 98 ml
o Rn005669

Sod1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 38_ml
Ucp?2 Mitochondrial uncoupling protein 2 Rng”jﬁgs)

3.8.1.12 Analisis de la actividad de enzimas antioxidante hepaticas

3.8.1.12.1 Homogenizacion de higados

Para poder realizar la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidante
se procedio a la preparacion de homogenizados de higado siguiendo el método descrito
por Oboh et al. (157) con pequefias modificaciones. Una pequena porcion de 1 g de
higado fue homogeneizada en 10 mL de tampon fosfato 50 mM (pH 7.8) que contenia
0.1% Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Alemania) y acido dietilentriaminopenta acético
(DETAPAC) (Panreac Quimica, Espafa, Barcelona) 1.34 mM usando un homogeneizador
Micra D-1 (ART Moderne Labortechnik) a 18000 rpm durante 30 s seguido por un
tratamiento con un homogeneizador de ultrasonidos (Sonoplus HD 2070, Bandelin) al
50 % de maxima intensidad y durante tres repeticiones de 10 s. Los homogeneizados
fueron centrifugados a 16000 rpm, 4 °C durante 40 min (BECKMAN, Allegra 64R) y los
sobrenadantes fueron recogidos y conservados a -80 °C hasta su posterior uso en la
determinacion de actividad enzimatica antioxidante y detoxificante de distintas enzimas.

Las muestras se mantuvieron en todo momento en condiciones a 4 °C.
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3.8.1.12.2 Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina fue determinada en los homogeneizados de higado
mediante el método de Bradford (193) con pequenas modificaciones para adaptar el
protocolo a microplaca de 96 pocillos (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo
Fisher Scientific. Shanghai, China). Se realiz6 una recta patrén con cantidades crecientes
de proteina (0, 100, 200, 300, 400 y 500 ug/mL) para lo que se utilizé una solucion de
albimina de suero bovino (BSA) (Merck, Darmstadt, Alemania) con una concentracion
inicial de 1000 pug/mL. Se anadieron a la placa las muestras debidamente diluidas o los
patrones (20 pL), posteriormente se anadieron 200 pL del reactivo de Bradford (PanReac
AppliChem, Barcelona, Espana) y las muestras se incubaron durante 10 min a T?
ambiente en oscuridad y se midi6 la absorbancia a =570 nm. Tanto las muestras como la
recta patron fueron determinadas por cuadruplicado. Los resultados fueron expresados

como mg proteina/mL de homogeneizado.

3.8.1.12.3 Actividad enzimatica de la catalasa

La actividad enzimatica de la catalasa (CAT) fue determinada por el método de
Cohen et al. (194) en la que se muestrea la desaparicion del peroxido de hidrogeno
(H20). Para ello se anadieron en un tubo de reaccion 1650 pL de tampon fosfato 10 mM
pH 7,100 pL agua tipo 1, 50 pL de homogeneizado de higado (convenientemente diluido)
y 200 pL de H:O: (PanReac AppliChem, Barcelona, Espafia) 60 mM. Transcurrido 1y 4
min de incubacion, para detener la reaccion, se traspaso 50 pL de la mezcla anterior a
sus respectivos tubos de muestreo que contenian 2 mL de acido sulfarico (H2SO4)
(PanReac AppliChem, Barcelona, Espafna) 0.6 N y 500 pL de sulfato de hierro (FeSO,)
(PanReac Quimica, Barcelona, Espana) 10 mM. Finalmente, a cada tubo de muestreo se
anadieron 200 pL de tiocianato de potasio (KSCN) (PanReac Quimica, Barcelona, Esparia)
2.5 M y se incubaron durante 3 min en oscuridad. Traspasado ese tiempo se midio la
absorbancia por cuadriplicado a A=460 nm en lector de microplacas (Multiskan™ FC
Microplate Photometer, Thermo Fisher Scientific. Shanghai, China). Los resultados
fueron expresados como unidades enzimaticas calculadas mediante la siguiente formula:
In(A1/A2)/t, donde In es el logaritmo natural, Al y A2 son las absorbancias observadas en

los dos tiempos seleccionados, y t es el tiempo de reaccion entre los dos puntos.
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3.8.1.12.4 Actividad enzimatica de la superoxido dismutasa

La actividad enzimatica superoxido dismutasa (SOD), fue determinada en los
homogeneizados de higado mediante el método colorimétrico descrito por Ukeda et al.
(195) adaptado para un lector de microplacas (Multiskan™ FC Microplate Photometer,
Thermo Fisher Scientific. Shanghai, China). La base de la técnica especifica es la
inhibicion inducida por la SOD de la reaccion de oxidacion entre los aniones superéxido
producidos por el sistema xantina/xantina oxidasa y el receptor de superdxido 2,3-bis-
(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT). Para la
determinacion de la actividad enzimatica SOD total, se preparé una mezcla de reaccion
que contenia para un volumen final de 1 mL: 740 uL de tampon fosfato 50 mM (pH 7.8);
38 uL de acido dietilentriaminopenta acético (DETAPAC) (Panreac Quimica, Espaiia,
Barcelona) 3 mM, 55 pL de XTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 1 mM y 167 uL de
xantina oxidasa (X4500, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) (70 mU/mL). Las muestras
se midieron por cuadriplicado; a cada pocillo de la placa se anadieron 150 pL de la
mezcla de reaccion, 35 pL de la muestra convenientemente diluida o 35 pL de tampo6n
fosfato 50 mM para los controles, y finalmente 55 pL de xantina 3 mM. Se midio la

absorbancia cada minuto durante 15 min a 25 °C y a =492 nm.

El mismo protocolo fue seguido para determinar la actividad de SOD dependiente
de manganeso (Mn) (o mitocondrial), pero las muestras fueron tratadas previamente con
cianuro de potasio (KCN) (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia) a una concentracion
final de 4.8 mM durante 30 min en hielo para inhibir la actividad de la SOD dependiente
cobre/cinc (Cu/Zn). La actividad de SOD dependiente Cu/Zn fue determinada mediante
la diferencia entre la actividad de SOD total y actividad de SOD dependiente de Mn. Una
unidad de actividad enzimatica se defini6 como la enzima necesaria para inhibir el 50 %

de la reduccion de XTT.
% de inhibicion = ((Ao-Ai) /Ai) x 100
Ao = actividad del control
A; = actividad de la muestra

Finalmente, los resultados fueron expresados como unidades de actividad

enzimatica (UAE)/mg de proteina.
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3.8.1.12.5 Actividad enzimatica de la glutation peroxidasa

La actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPx) se determind mediante el
método anteriormente descrito por Lawrence et al. (196) con las modificaciones
realizadas para un lector de microplaca por Smith et al. (197). Dicha técnica se basa en la
oxidacion de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) por la enzima glutation
reductasa (GR), a su vez la velocidad de reduccion de la enzima GR se relaciona con la
actividad enzimatica GPx de cada muestra. Para esta determinacion, se realizaron en
paralelo reacciones catalizadas y no catalizadas (ambas en cuadruplicado). A las
reacciones no catalizadas, en cada pocillo se anadieron 240 uL de NADPH (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 2mM en tampo6n fosfato 50 mM, 1 mM acido
etildiaminotetraacético (EDTA) (Merck, Darmstadt, Alemania) y pH 7.4; 5-15 uL de
homogeneizado de tejido y 10 pL de una solucion de cumeno hidroperoxido (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 22 mM. Para las reacciones catalizadas a cada pocillo se
anadieron 240 pL de una mezcla de reaccion también en tampon fosfato 50 mM, 1 mM
EDTA y pH 7.4 adicionada de acida sodica 4.3 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.),
glutation reducido (GSH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 4.3 mM y NADPH 2 mM,
5-15 pL de homogeneizado de tejido; 4.5 uL de GR (G3664, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.) de una solucion de 0.04 mU/mL y 10 uL cumeno hidroxiperoxido. La lectura de
la placa se llevo a cabo a 2=340 nm (Multiskan™ FC Microplate Photometer, Thermo
Fisher Scientific. Shanghai, China), a 37 °C durante 4 min, realizandose la lectura cada 15
s. Los resultados de actividad enzimatica fueron expresados como nmol NADPH /min-mg

prot, para lo que se utilizo la siguiente ecuacion:

Activida GPx
AAbsorbancia reaccion catalizada — AAbsorbancia reacciéon no catalizada % Viotat pocitio (mr)
0.00622 m—L X 1cm Vinuestra (mlL)
nmol - cm

mg proteina/mlL

3.8.1.12.6 Actividad enzimatica de la quinona reductasa

La actividad enzimatica de la quinona reductasa (QR) se determind segln la
metodologia descrita por Ernster (198), esta enzima cataliza la oxidacion de nicotinamida
adenina dinucledtido (NADH) o NADPH vy se utilizdo diclorofenolindofenol (DCIP) y
dinucledtido de flavina adenina (FAD) como aceptor de electrones e inhibidor,
respectivamente. Se preparé una mezcla de reaccion (881 pL tampon Tris-HCl (Merck,

Darmstadt, Alemania) 25 mM pH 7.4, 60 pL de albamina de suero bovino (BSA) (Merck,
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Darmstadt, Alemania) 1 mg/mL, 2.5 uL. Tween-20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.),
5 uL FAD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 1 mM, 10 pL NADH (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.) 20 mM y 16 pL DCIP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 5 mM y se
incub6 durante 5 min a 37 °C. A continuacion, en una cubeta de cuarzo se realizo la
reaccion en la que se afiaden 975 pL de la mezcla de reaccion anterior y 25 pL de
homogeneizado de higado o tampén Tris-HCI (control). Se midi6 la absorbancia a A=600
nm en un espectrofotbmetro Thermo Scientific™ Evolution 300 UV-Vis cada minuto
durante 5 min. Las reacciones se hicieron por triplicado. Se utilizé 1 mL de tampoén Tris-
HCl como blanco. Los resultados fueron expresados como unidades enzimaticas por

minuto (UA/min'mg prot).

Actividad QR
AAbsorbancia/minmyestra zAAbSOTbanCia/mincontml % Vt{}tal cubeta (ML) o b0 i oo dilucion
0.0205 __mL X 1cm muestra (mlL)
nmol - cm

mg proteina/mlL

3.8.1.12.7 Actividad enzimatica de la glutation S-transferasa

La actividad enzimatica de la glutation S-transferasa se determin6é mediante el
método descrito por Habig et al. (199) utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB)
como sustrato. La técnica se basa en la neutralizacion del grupo electroéfilo del potencial
agente alquilante mediante la reaccion con el grupo -SH del glutation; transformandose
en un producto mas soluble en agua. Se prepar6 una mezcla de reaccion: 880 uL tampon
fosfato 100 mM pH 6.5, 10 uL. CDNB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 100 mM y 10
uL glutation reducido (GSH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 100 mM y se incub6
durante 5 min a 37 °C. A continuacion, en una cubeta de cuarzo se realiz6 la reaccion en
la que se annaden 900 pL de la mezcla de reaccion anterior y 100 uL. de homogeneizado
de higado o tampoén fosfato (control). Se midié la absorbancia a 2=340 nm en un
espectrofotometro Thermo Scientific™ Evolution 300 UV-Vis cada minuto durante 5
min. Las reacciones se hicieron por triplicado. Se utilizé 1 mL de tampon fosfato como
blanco. Los resultados fueron expresados como unidades enzimaticas por minuto

(UA/min-mg prot).
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3.8.1.13 Analisis microbioldgico del contenido cecal

El contenido cecal fue recolectado al final del periodo experimental y utilizado
para el aislamiento de ADN genomico (ADNg). La extraccion del material genomico se
realizO mediante el kit QIAamp® PowerFecal® Pro DNA siguiendo el protocolo
correspondiente de QIAGEN. La cuantificacion del ADNg se llevo a cabo mediante
fluorometria (Qubit). Las muestras de ADNg se analizaron mediante secuenciacion de la
region V4 (233 pb) de los genes de ARN ribosomico 16S (ARNr) utilizando el sistema
MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.). La preparacion de las bibliotecas, pooling y
secuenciacion miniSeq se realizaron en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Lopez-Neyra (IPBLN) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC,
Granada). Los pasos de la reaccion fueron los siguientes: desnaturalizacion 3 min a
95 °C; (desnaturalizacion 30 s a 95 °C, y 10 s 75 °C, alineamiento 30 s a 55 °C, elongacion
30 s a 72 °C) x 25 ciclos, y extension 5 min a 72 °C indexada con 8 ciclos de PCR para
amplificar las regiones V3-V4 del gen 16S rARN con los siguientes cebadores: 16S
ProV3v4 forward 5'->3" 5° CCTACGGGNBGCASCAG 3' y 16S ProV3V4 reverse 5->3" 5’
GACTACNVGGGTATCTAATCC 3'. Los resultados se obtuvieron con el software de
analisis Illumina version 2.6.2.3, obteniéndose unas 157801 lecturas medias por muestra.
Posteriormente, el analisis de las lecturas fue llevado a cabo por Bio Knowledge Lab
utilizando QIIME2 v2020.8 (200). En primer lugar, las lecturas se desnaturalizaron
utilizando DADA2 (201). Se aplicaron los siguientes procesos: (1) recorte y truncamiento
de las regiones de baja calidad; (2) desreplicacion de las lecturas; (3) filtrado de quimeras.
Tras la eliminacion de ruido, las lecturas hacia delante y hacia atras se fusionan en una
secuencia, se desreplican y se asignan a un ID. A partir de este momento, las secuencias
desprotegidas y su ID asignado se consideran ASV (Variantes de secuencia de amplicon).
Las lecturas ASV se organizaron en unidades taxondmicas operativas (OTU) utilizando el
meétodo de agrupacion de novo de “vsearch” (202). La agrupacion se realizé con un 97 %
de identidad para crear un 97 % de OTU. En el caso del analisis de la diversidad de
especies, se utilizo la herramienta diversity alpha-rarefaction para seleccionar

aleatoriamente diferentes nameros de secuencias y analizar las OTU detectadas en cada
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fraccion para formar una curva de rarefaccion. También se aplico el método core-
metrics-phylogenetic, que permite calcular las métricas de diversidad alfa y beta. Se
realizaron diagramas de Venn y arboles filogenéticos para representar la diversidad
comun de la microbiota en las muestras. Para la clasificacion taxonémica, las OTU se
clasificaron por taxon utilizando una region ITS1 (espaciador transcrito interno 1) de la
base de datos UNITE (203) con “vsearch” (202). Finalmente, se realizd6 un analisis de
abundancia diferencial, para ello se aplicé la herramienta estadistica ANCOM (204)
(anélisis de la composicién de las microbiotas) para identificar las caracteristicas, en los
diferentes niveles taxonomicos especificos, que eran diferencialmente abundantes entre
los grupos de muestras. La prueba calcula el nimero de ratios entre pares de ASV que
son significativamente diferentes con p < .005 corregida por tasa de descubrimiento
falso (FDR). La estadistica W es el numero de hipotesis nulas ANCOM que se han
rechazado para cada taxon individual, lo que indica que se detectd que las relaciones
entre la abundancia relativa de ese taxon y las abundancias relativas de W de otros

taxones eran significativamente diferentes (normalmente p < .05 ajustada por FDR).

3.8.2 Fase 2: Tratamiento de la obesidad mediante combinaciéon del

nutracéutico y HIIT

3.8.2.1 Animales y disefo experimental

A partir de los resultados obtenidos en la primera fase experimental, se
selecciono la duracion de la fase de induccion de obesidad y la duracion de la fase para
aplicacion de los tratamientos. Finalmente, el periodo experimental tuvo una duracion
total de 16 semanas, 8 semanas de induccion de obesidad y 8 semanas de tratamiento.
Para esta segunda fase, un total de 64 ratas macho Sprague-Dawley (Charles River,
Barcelona) fueron alojadas en jaulas colectivas con fondo solido y nido de viruta (4 ratas
en cada jaula), y ubicadas en wuna habitacion bien ventilada y controlada
termostaticamente (21 + 2 °C) bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 h para garantizar el
bienestar animal (Unidad de Experimentacion Animal, CIC, Universidad de Granada).
Tras una semana de aclimatacion, los animales de 6 semanas de edad con un peso
corporal medio inicial de 283 + 3 g, se dividieron aleatoriamente en ocho grupos
experimentales de ocho animales por grupo (Figura 17). Se formaron dos grupos control:
1) un grupo de animales consumieron una dieta estandar (20 % Kcal de proteinas, 10 %

Kcal de grasas) (TD.08806, ENVIGO, Madison, WI) durante 16 semanas (Grupo 1, SD) y 2)
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otro grupo experimental consumi6 una dieta de alto contenido en grasas (19 % Kcal de
proteinas, 45 % Kcal de grasas) (TD.06415, ENVIGO, Madison, WI) y se les suministro
fructosa (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) en el agua de bebida al 20% durante 16
semanas (Grupo 2, HF). Los seis grupos experimentales restantes consumieron la misma
dieta de alto contenido en grasa y 20 % de fructosa en el agua de bebida durante 8
semanas, a partir de la cual los animales fueron alimentados con una dieta estandar
durante 8 semanas (Grupo 3, HF/SD). Ademas, del cambio de dieta se incluyeron como
tratamiento: 1) la realizacién de un protocolo de entrenamiento intervalico de alta
intensidad (Grupo 4, HF/EX); 2) la inclusion de la formulacion nutracettica en la dieta
estandar (Grupo 5, HF/NT); 3) la combinacién de la realizacion del protocolo de ejercicio
junto a la administracion del nutracéutico (Grupo 6, HF/NEX); 4) la administracion del
agonista de GLPI-R (Semaglutida, Ozempic) mediante inyecciéon subcutanea (Grupo 7,
HF/S) y 5) la combinacion de la semaglutida con el protocolo de ejercicio (Grupo 8,
HF/SE). Se optd por incluir la semaglutida para utilizarse como control positivo y
comparar los efectos del nutracéutico. Durante el periodo experimental, los animales
tuvieron libre acceso a liquidos (agua o solucion de fructosa al 20 %), y los animales
consumieron la dieta experimental alta en grasa ad libitum, mientras que los animales
del grupo de dieta estandar siguieron un disefio de consumo de alimentos pair-fed
basado en experimentos anteriores (169) para mantener una ingesta calorica adecuada
en un grupo normocaldrico. El nivel de inclusion del nutracettico (NT) en la dieta fue del
0.75 % lo que aproximadamente equivaldria a 250 mg NT/kg rata. La semaglutida fue
administrada semanalmente mediante inyeccion subcutanea a dos dosis diferentes.
Entre las semanas 9-12 se administré a una dosis de 22.5 ug/kg, mientras que de las
semanas 13-16 se duplico la dosis a 45 pg/kg. La ingesta de alimentos se registro
diariamente, mientras que el peso corporal se midi6 semanalmente. Todos los
experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las Guias Directrices relacionadas con
el Alojamiento y Cuidado de los Animales (170), y todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de
Granada, Espafia (Referencia de Proyecto 16/07/2019/132). Para seleccionar el nimero

de ratas asignadas a cada grupo experimental (n=8), aplicamos el principio de las 3R (171).

Los dias previos al sacrificio animal y tras un periodo minimo de ayunas de 8 h se
realizO un test de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa (PTOG) segun la
metodologia descrita por Prieto et al. (172) (Figura 18). El dia anterior al final del periodo
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experimental de 13 o 21 semanas se alojaron a los animales en jaulas metabdlicas
individuales para permitir la recogida de orina. Finalmente, y antes del sacrificio se
determiné la composicion corporal mediante un equipo basado en resonancia magnética
(EchoMRI™; EchoMedical Systems, Houston, TX) que analiza el contenido en grasa y
magra corporal en animales vivos. Posteriormente, fueron anestesiados con ketamina (75
mg/kg peso corporal) (Fatro Ibérica, Barcelona, Espana) y xilazina (10 mg/kg peso
corporal) (Fatro Ibérica, Barcelona, Espafa) y se extrajo la sangre mediante la puncion de
la aorta abdominal utilizando heparina (Deltalab, Barcelona, Espana) como
anticoagulante y se cuantificaron los parametros sanguineos mediante un sistema
Analizador Hematologico Automatizado (KX-21 Automated Hematology Analyzer,
Sysmex Corporation, Kobe, Japon). Posteriormente, el volumen de sangre restante se
centrifugd a 3000 rpm durante 15 min a 4 °C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf) para separar
el plasma que se congelo en nitrogeno liquido y se almaceno a -80 °C hasta su posterior
analisis. Se extrajeron y pesaron el bazo, los rifiones, el colon, el ciego, el contenido
cecal, tejido adiposo abdominal y epididimal y el higado y se congelaron inmediatamente
en nitréogeno liquido para almacenarse posteriormente a -80 °C hasta su analisis.
Ademas, el higado se dividi6 en varias porciones y se procesoé para su analisis histologico

y 100 mg de tejido se sumergié en una solucion conservante de ARN (RNAlater, Ambion).
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Figura 17. Disefo experimental del ensayo in vivo de la fase 2: (Tratamiento de la obesidad a partir
de la formulaciéon nutracedtica y su combinacién con ejercicio fisico). SD: grupo que consume dieta
estandar; HF: grupo que consume dieta hipercalorica; HF/SD: grupo que consume dieta hipercalérica 13
semanas + dieta estdndar 8 semanas; HF/EX: grupo que consume dieta hipercalérica 13 semanas + dieta
estdndar y protocolo de ejercicio fisico 8 semanas; HF/NT: grupo que consume dieta hipercalérica 13
semanas + dieta estandar con nutracéutico 8 semanas; HF/NEX: grupo que consume dieta hipercalérica 13
semanas + dieta estandar con nutracéutico y protocolo de ejercicio fisico 8 semanas; HF/S: grupo que
consume dieta hipercaldrica 13 semanas + dieta estandar y administraciéon semaglutida 8 semanas y HF/SE:
grupo que consume dieta hipercalérica 13 semanas + dieta estandar, administraciéon semaglutida y protocolo
ejercicio fisico 8 semanas. Imagen generada a partir de BioRender.
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Figura 18. Disefio experimental de las dos tltimas semanas del periodo experimental del ensayo in

vivo de la fase 2.
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3.8.2.2 Dietas experimentales

Las dietas experimentales fueron suministradas por la empresa ENVIGO vy
cumplian las necesidades de nutrientes para ratas (173) y los requerimientos de la AIN-
93G con pequenias modificaciones (174). La composicion de las dietas hipercalorica
(TD.06415, ENVIGO, Madison, WI) y estandar (TD.08806, ENVIGO, Madison, WI). La
composicion de las dietas viene recogida en el apartado 3.8.1.2. Las dietas de la
intervencion nutracettica seran la misma que la dieta estandar con la formulacion
nutracedatica incluida en un 0.75 %. La formulacién nutracettica fue preparada a mayor
escala, para ello se prepararon los hidrolizados proteicos segin la metodologia descrita
en el apartado 3.2.1, partiendo de 50-100 g de harina de semillas y manteniendo la
proporcion de 100 mL de agua tipo 1/25 g de muestra. Asi mismo, los extractos
etanolicos se prepararon segin la metodologia mediante Soxhlet descrita en el apartado
3.2.2 a partir de 20-30 g de harina de semillas o de la pulpa de Argania spinosa y

manteniendo la proporcion de 20 mL de solucion extractora/2.5 g de muestra.

Digestibilidad in vitro basado en un equilibrio de dialisis de las

dietas experimentales

El método in vitro de Miller et al. (205) modificado por Porres et al. (206) fue
utilizado para ensayar la digestibilidad de las dietas experimentales. Las diferentes dietas
experimentales (5 g) fueron adicionadas a 50 mL de acido clorhidrico (HCl) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) 0.01 N y llevados hasta pH 2 anadiendo HCl 0.1 N. En un
tubo tipo falcon se anadieron 10 mL de la mezcla anterior, 10 mL de HC1 0.01 N y 1 mL de
solucion de pepsina (P6887, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) al 16 % (p/v) diluida en
HCI 0.1 N. La mezcla se llevo a incubacion en un bano de agitacion a 37 °C durante 2 h
(Memmert®). Las muestras se prepararon en cuadruplicado; como blanco de la prueba
se prepararon tubos donde se afadieron todos los componentes de la reaccion a
excepcion de las muestras de dietas experimentales. Se prepararon membranas de
dialisis con un tamafo de poro de 14 kDa (DTV12000.02.30, Medicell Membranes Ltd,
Londres) cortadas en fragmentos de 12-13 cm de longitud y se mantuvieron en agua tipo
[ durante 12 h a 4 °C antes de su utilizacion. Posteriormente, a cada membrana de dialisis
se le anadieron anion bicarbonato (HCOs) (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana) y
agua tipo I hasta un volumen final de 10 mL, para compensar el pH de la mezcla de

digestion. Estos volumenes fueron calculados para cada proceso de digestion, ya que
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difiere en funcion de la muestra utilizada. Las membranas se colocaron dentro de los
tubos, donde se habia llevado a cabo el proceso anterior, y se mantuvieron durante 30
min a una T? de 37°C para permitir que el pH se compensara hasta llegar a pH 7.4.
Inmediatamente después se anadieron 5 mL de una soluciéon de pancreatina (P7545,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y sales biliares (B8631, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE.UU. (2.5 de sales biliares, 0.4 g de pancreatina en 100 mL de HCOs’). De nuevo,
los tubos se mantuvieron durante 2 h en bano de agitacion a 37 °C. Cuando acabo el
proceso, tanto el contenido del interior de las membranas de dialisis (dializados), como
el contenido de los tubos fuera de las membranas (retenidos) fueron conservados a -

20 °C hasta su posterior analisis.

3.8.2.3 Consumo maximo de oxigeno en test incremental

La prueba incremental de consumo maximo de oxigeno se llevo a cabo utilizando
un analizador de gases (Gas Analyzer LE 405. Panlab Oxylet System, Harvard Apparatus,
Cornella, Barcelona, Espaiia) que estaba conectado a una cinta rodante individual
(Panlab LE8708) para poder disenar el protocolo de entrenamiento. El método utilizado
por este sistema se baso en la determinacion de los valores de O: consumido y CO»
producido mediante un dispositivo calorimétrico indirecto de circuito abierto. La tasa
de flujo de gas dentro de la cinta rodante se establecio en 0.7-1.2 L/minuto durante la
prueba. Al mismo tiempo, la concentracion de gas de las muestras de aire se detectd
mediante sensores de O, y CO: y estos valores se registraron en el ordenador conectado.
El protocolo utilizado se basé en el propuesto por Wislgff et al. (207) con ligeras
modificaciones (208). Al inicio de cada prueba se hizo un calibrado de gases O: y CO;
con patrones de referencia y se registraron en el software Metabolism v2.2.0 (Panlab,

Hardvard Apparatus, Cornella, Barcelona, Espaiia).

Después del registro de los valores de O, y CO; del aire ambiental durante los
primeros 5 min, los sensores comienzan a registrar los valores de los gases dentro de la
cinta rodante durante los siguientes 3 min. Una vez que los valores se estabilizan, se
introduce al animal dentro de la jaula de la cinta rodante. Durante los siguientes 5 min,
los sensores siguen detectando los gases dentro de la cinta de correr y luego comienza
la prueba incremental. Durante los primeros 5 min, la velocidad aumenta de 25 a 30
cm/s y después de este periodo, la velocidad continta aumentando a un ritmo de 3

cm/s cada minuto. La prueba termina cuando el animal esta visiblemente exhausto y se

121



apoya en la barra de descarga durante mas de 5 s. Los animales fueron pesados previo a

la realizacion del test incremental.

3.8.2.4 Protocolo de entrenamiento intervalico de alta intensidad

El protocolo de entrenamiento se llevd a cabo utilizando un tapiz rodante de 5
carriles, especialmente disefado para ratas de experimentacion (Panlab/Harvard
Apparatus, Inc. Cornelld, Barcelona) y haciendo uso del software SEDACOM v2.0 (Panlab,
Hardvard Apparatus, Cornella, Barcelona, Espafia). Una semana antes del inicio del
periodo experimental, los animales se familiarizaron con el tapiz rodante durante 3-4
dias. Este periodo de adaptacion consisti0 en realizar un entrenamiento de baja

intensidad a una velocidad de 15 cm/s durante 15 min al dia y sin inclinacion del tapiz.

Los animales experimentales de los grupos que incluian ejercicio fisico (HF/EX,
HF/NEX y HF/SE) realizaron el protocolo de entrenamiento 5 dias a la semana, 32
min/dia durante todo el periodo experimental. Este protocolo especifico se caracteriza
por ser un protocolo de entrenamiento aerdbico de alta intensidad, dado que la
intensidad utilizada fue inferior al 100 % del consumo maximo de oxigeno (VO: max.),
determinado como umbral anaerdbico. Al mismo tiempo se consider6 intervalico, ya que
se realizo en 4 bloques y en los que se alternaron periodos de alta intensidad de 2.5 min
con periodos de descanso absoluto de 3 min, durante los 32 min del protocolo de
ejercicio. Ademas, se incluia un calentamiento de 10 min en ese tiempo. El
entrenamiento especifico comenzé a 20 % y 50 % del VO, max. en la primera semana,
para la sesion de calentamiento y alta intensidad, respectivamente, y sigui6 aumentando
hasta 45 y 85 % del VO, max. durante la Gltima semana. A continuacién, se muestra el
protocolo de entrenamiento, que ademas se realizé durante el periodo de oscuridad ya

que es el periodo mas activo de los animales.
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Tabla 9. Protocolo de entrenamiento intervalico de alta intensidad.

Semana S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
Velocidad
1 12 22 22 22 25 25 25
(cm/s)
Calentamiento
Consumo
10 min
maximo oxigeno 20% 22% 40% 40% 40% 45% 45% 45%
(VO2 max.)
Pendiente (%) 0 0 5 5 5 10 10 10
Velocidad
4 periodos 2.5' 30 33 33 39 44 44 44 47
(cm/s)
trabajo + 3'
Consumo
descanso
maximo oxigeno  50% 60% 60% 70% 80% 80% 80% 85%
(VO2 max.)

3.8.2.5 Prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa

La prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa se realizo conforme al

apartado 3.8.1.3.

3.8.2.6 Analisis de la composicion corporal

La composicion corporal de los animales fue determinada después de 8 h de
ayuno mediante el dispositivo EChoMRITM (EMS 181, Echo Medical Systems, Houston). El
equipo emplea un meétodo validado de resonancia magnética nuclear para la medicion de
la masa grasa, tejido magro, agua libre (agua no unida a los tejidos, normalmente orina y
el plasma) y agua total (también denominada agua total corporal, unida y no unida a los
tejidos). Es un método no invasivo, preciso y exacto que realiza mediciones muy rapidas

(aproximadamente 1 min para cada medida) (209).

Para determinar los indices antropomeétricos en animales, se obtuvieron medidas
de la circunferencia abdominal y de la longitud del animal, tomando como referencias la

nariz y el final de la cola. Se calcularon los siguientes indices (210):

Peso del animal (kg)

indice de masa corporal (IMC) = Longitud (m)?

2T 3 [Peso del animal
Indice de Lee = . (9)
Longitud (cm)
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3.8.2.7 Parametros hematicos

Los parametros hematicos se determinaron conforme al apartado 3.8.14.

3.8.2.8 Bioquimica plasmatica
La bioquimica plasmatica fue determinada por la unidad de bioanalisis en el
Centro de Instrumentacion Cientifica (Centro de Investigacion Biomédica, Universidad

de Granada) segun lo indicado en el apartado 3.8.1.5.

3.8.2.9 Contenido grasa hepatica total

La determinacién del contenido en grasa hepatica se llevé a cabo segin se indica

en el apartado 3.8.1.6.

3.8.210  Analisis histolégico

Una porcion del higado se fijo en formalina tamponada con fosfato al 10 %, se
deshidrato en etanol, se embebid en parafina y se secciond para examen histologico
mediante tincion con hematoxilina-eosina (HE) para microscopia general de morfologia
(Servicio de Microscopia, CIC, Universidad de Granada). Se evaluaron todos los grupos
experimentales (SD, HF, HF/SD, HF/EX, HF/NT, HF/NEX, HF/S y HF/SE) y ocho
animales por grupo experimental y se analizaron dos preparaciones diferentes de cada
tincion para cada animal (n=16 muestras por grupo). El analisis histolégico fue realizado

conforme a lo indicado en el apartado 3.8.1.8.

3.8.2.11 Extracciéon de ARN

Se aislo el ARN total del higado y colon utilizando 100 mg de cada tejido segun lo
indicado en el apartado 3.8.1.9. Ademas, se aisl6 ARN total de tejido adiposo abdominal
siguiendo el método descrito por Roy et al. (211). Se trata del mismo protocolo indicado
en el apartado 3.8.1.9 con ligeras modificaciones. A 300 mg de tejido adiposo abdominal
se anadieron 1 mL de Tri-Reagent® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), y se
homogeneizaron en un homogeneizador Micra D-1 (ART moderne labortechnik). El
homogeneizado fue transferido a un tubo libre de ribonucleasas (RNasas) (Corning,
Nueva York, EE. UU.) y se centrifug6 a 12000 g durante 5 min a 4 °C (Centrifuge 5430 R,
Eppendorf). Tras el proceso se formardn dos capas, una capa superior
amarillenta/blanca translicida que contiene tejido adiposo y una capa inferior con ADN,

ARN vy proteinas lisadas en el Tri-Reagent® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). La

124



capa superior se descarta cuidadosamente con una micropipeta y se continta con el

protocolo indicando en el apartado 3.8.1.9.

3.8.2.12Retrotranscripcion y qPCR: mi-ARN
La retrotranscripcion de ARN total de los tejidos de higado y tejido adiposo
abdominal para la sintesis del acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) de

micro-ARNs (mi-ARNs) se llevo a cabo segtn lo detallado en el apartado 3.7.10.

3.8.2.13 Retrotranscripcion y OpenArray: ARNm

La transcripcion reversa de ARN a ADNc de los tejidos de higado, colon y tejido
adiposo abdominal se realiz6 utilizando un Kit de transcripcion inversa de ADNc de gran
capacidad (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Protocol) (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EE.UU.). En tubos individuales para reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Corning, Nueva York, EE. UU) se realizé una mezcla de 2 ug (10 puL) de ARN con 10
uL de Master Mix que contenian los componentes necesarios para llevar a cabo la
retrotranscripcion del material genético (Tabla 10). Se centrifugaron brevemente los
tubos (Centrifuge Model 2500, Nahita) para reducir el contenido y eliminar las burbujas
de aire. Finalmente, las muestras se someten a un programa en el termociclador para
producir la retrotranscripcion de la muestra de ARN a ADNc: 10 min a 25 °C, 120 min a

37°C y 5 min 85 °C.

Tabla 10. Componentes de la mezcla de reaccion (Master Mix) de la retrotranscripcion.

Componentes Volumen /reaccion (uL)
10X RT Buffer 2.0
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8
10X RT Random Primers 2.0
MultiScribe™ Reverse 10

Transcriptase '

Agua libre de nucleasas 4.2
Total por Reaccion 10.0

Para analizar los cambios de expresion en ARNm en higado, colon y tejido adiposo
abdominal debido a la obesidad inducida por la dieta, asi como, los efectos de las
intervenciones sobre esta patologia; se disefid6 un panel de OpenArray que incluia 112
genes implicados en el metabolismo lipidico (lipogénesis y lipolisis) & glucidico, estrés

oxidativo, inflamacion y otras vias (ANEXO I). Se incluyeron 7 genes endogenos,
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especificos de los 3 tejidos, para la normalizaciéon. En una placa de 384 pocillos para
OpenArray se prepar6 la mezcla de reaccion, para ello en cada pocillo a 1.2 uL. del ADNc
anterior (~ 100 ng) se ahadieron 2.5 pL de TagMan™ OpenArray™ Real-Time PCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y 1.2 uL de agua libre de nucleasas
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se centrifug6 1-2 min a 200 rpm
(Centrifuge 5810 R, Eppendorf) y se dejo incubar la reaccion a 4 °C durante 1 h en
oscuridad, pasado el tiempo se volvio a centrifugar 2 min a 2000 rpm. Estos ultimos
pasos se realizan para para eliminar cualquier posible burbuja que pueda interferir en la
carga del OpenArray. A continuacion, la mezcla de reaccion fue cargada en la placa de
OpenArray mediante el OpenArray AccuFill System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE.UU.). Finalmente, la PCR cuantitativa (QPCR) fue realizada en un equipo
QuantStudio 12 K Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.). Los datos brutos se analizaron mediante el software Design and Analysis de
Thermo Fisher Cloud y la expresion relativa de los genes se calcul6 mediante el método
Cq comparativo (2%°9); como control normalizador se usaron Gapdh y B2m en higado,
Hprtly Tbp en colon y tejido adiposo. Los controles normalizadores se seleccionaron en
base a la puntuacion ofrecida por el software Design and Analysis de Thermo Fisher
Cloud. ElI ACq, fue calculado como: ACq (gen endodgeno) - ACq (gen interes). Cq
superiores a 28 fueron excluidos del andlisis y considerados como genes sin
amplificacion de acuerdo con las indicaciones del manufacturador. Se comprobé dentro
de cada grupo cuantas muestras expresaban cada gen; si existian 4 o mas muestras sin
expresion se consider6 que ese gen no era expresado en ese grupo. Finalmente, se
calculd el fold-change o tasa de cambio utilizando los valores de 2“9 y seleccionandose
el grupo HF como control para las comparativas. Los Heatmaps fueron calculados
usando el paquete pheatmap 1.0.12 con una agrupacion mediante distancia euclidiana.
No se incluyeron los genes sin expresion, ni aquellos en los que no se pudiera calcular el

fold-change para 4 o mas grupos.

3.8.2.14Analisis actividad antioxidante hepatica

3.8.2.141 Homogenizacion de higados
Los homogenizados de higados fueron preparados siguiendo el método descrito

en el apartado 3.8.1.12.1.
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3.8.2.14.2 Determinacion de la concentracion de proteina
La concentracion de proteina fue determinada en los homogeneizados de higado

mediante el método de Bradford (193) tal y como se indica en el apartado 3.8.1.12.2.

3.8.2.14.3 Actividad enzimatica de la catalasa
La actividad enzimatica de la catalasa (CAT) fue determinada por el método

descrito en el apartado 3.8.1.12.3.

3.8.2.14.4 Actividad enzimatica de la superoxido dismutasa
La actividad enzimatica superdxido dismutasa (SOD) total, dependiente de Mn y
de Cu/Zn fue determinada en los homogeneizados de higado mediante el procedimiento

detallado en el apartado 3.8.1.12.4.

3.8.2.14.5 Actividad enzimatica de la glutation peroxidasa
La actividad enzimatica glutation peroxidasa (GPx) se determiné mediante el

método indicado en el apartado 3.8.1.12.5.

3.8.2.14.6 Actividad enzimatica de la glutation S-transferasa
La actividad enzimatica glutation S-transferasa se ensayé mediante lo descrito en

el apartado 3.8.1.12.7.

3.8.2.15Analisis microbiologico del contenido cecal

El contenido cecal fue recolectado al final del periodo experimental y utilizado
para el aislamiento de ADN genomico (ADNg). La extraccion del material genomico se
realizoO mediante el kit QIAamp® PowerFecal® Pro DNA siguiendo el protocolo
correspondiente de QIAGEN. La cuantificacion del ADNg se llevo a cabo mediante
fluorometria (Qubit). Las muestras de ADNg se analizaron mediante secuenciacion de la
region V4 (233 pb) de los genes de ARN ribosomico 16S (ARNr) utilizando el sistema
MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.). La preparacion de las bibliotecas, pooling y
secuenciacion miniSeq se realizaron en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Lopez-Neyra (IPBLN) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC,
Granada). Los pasos de la reaccion fueron los siguientes: desnaturalizacion 3 min a
95 °C; (desnaturalizacion 30 s a 95 °C, y 10 s 75 °C, alineamiento 30 s a 55 °C, elongacion
30 s a 72 °C) x 25 ciclos, y extension 5 min a 72 °C indexada con 8 ciclos de PCR para
amplificar las regiones V3-V4 del gen 16S rRNA con los siguientes cebadores: 16S
ProVv3v4 forward 5->3" 5° CCTACGGGNBGCASCAG 3’ y 16S ProV3V4 reverse 5'->3" 5
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GACTACNVGGGTATCTAATCC 3'. Los resultados se obtuvieron con el software de

analisis [llumina version 2.6.2.3, obteniéndose unas 157801 lecturas medias por muestra.

El analisis bioinformatico de las muestras 16S fue llevado a cabo por el
departamento de bioinformatica del IPBLN, CSIC, Granada, siguiendo las
recomendaciones de Terron-Camero et al. (212). En primer lugar, se realizé un analisis
de calidad de 2x275 secuencias de pares de bases usando FastQC (213) y el software
MultiQC v1.14 (214). A continuacion, se hizo uso del software Qiime2 (215). Esta
herramienta proporciona un analisis basado en una base de datos de genes ribosomales,
en este caso en concreto, centrado en la region 16S de bacterias. Para filtrar, agrupar y
eliminar el ruido de las secuencias se incluyd6 DADA2 (216) como plugin externo, el cual
produjo un corte tanto en la region 3' como en la 5' para eliminar las regiones con
secuencias adaptadoras y las que mostraban una disminucion de la calidad de
secuenciacion (trim-left-f and r 5, p-trunc-len-f 267, p-trunc-len-r 275). Seguidamente,
se agruparon las muestras para comprobar su reproducibilidad mediante la aplicacion
Emperor. Una vez identificados los microorganismos, se obtuvo la matriz de abundancia
a nivel de familia, género y especie. También se realiz6 el calculo de la diversidad alfa y
beta. La base de datos utilizada como referencia ha sido SILVA v.138-99 (217).
Posteriormente, se calcul6 la abundancia diferencial en cada grupo con respecto al
grupo normocaldrico (SD) mediante el uso del paquete metagenomeSeq R (218). Este
paquete permite eliminar las especies raras, las cuales no se detectaban en ninguna
muestra, por lo que su suma de lecturas era igual a 0. A continuacion, para abordar las
variaciones en el nimero de lecturas entre las muestras, se normalizé el niimero de
secuencias utilizando el método de escala de suma acumulativa (CSS). Este algoritmo
divide los recuentos brutos por la suma acumulativa de recuentos hasta un percentil
especifico que captura la distribucion de recuentos relativamente constante en el
conjunto de datos. Se optd por este método debido a su mayor sensibilidad en
comparacion con otros meétodos de normalizacion para evaluar la abundancia de
taxones (218). Finalmente, los datos normalizados se sometieron a pruebas de
abundancia diferencial basadas en el modelo gaussiano cero-inflado, integrado en

metagenomesSeq, para identificar los cambios en los taxones.
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3.9 Analisis estadistico

Se realizaron diferentes tratamientos estadisticos segin el disefio experimental
de cada fase de trabajo y en todos los casos utilizando el programa estadistico IBM SPSS,
version 25. Los supuestos del modelo se comprobaron mediante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk y la prueba de homogeneidad de la varianza de Levene, asi
como mediante inspeccion visual del histograma de frecuencias, el grafico de cuantiles y

el grafico de valores residuales y ajustados.

Para detectar el efecto antioxidante, antilipotoxico y el potencial efecto
antiesteatotico de la formulacion nutracettica y/o la semaglutida en las tres lineas
celulares empleadas (HT-29, HepG2 y AMLI12); los resultados de viabilidad celular (MTT y
MTS), muerte celular (LDH), toxicidad (Toxilight) y acumulacion de triglicéridos fueron
analizados mediante un test t-Student comparando frente a los controles de cada

condicion experimental. El nivel de significacion se establecio en p < .05.

El efecto del nutracéutico y de la semaglutida sobre la expresion de Cptla y Srbefl
y de miR-21y miR-34a en la linea celular AML12 fue evaluado mediante un test t-Student
comparando frente a los controles de cada condicion experimental. El nivel de

significacion se establecio en p <.05.

Los efectos de la intervencion dietética con HFHF frente a SD, y la duracion del
periodo experimental como medida de envejecimiento (13 frente a 21 semanas) sobre el
peso de los oOrganos, el area bajo la curva de la prueba de tolerancia oral a una
sobrecarga de glucosa (PTOQ), los parametros hematicos, la bioquimica plasmatica, el
contenido total de grasa hepatica, el perfil y los indices de acidos grasos hepaticos, y la
actividad de enzimas antioxidantes o desintoxicantes hepaticas se analizaron mediante
un analisis de la varianza (ANOVA) factorial 2 x 2, con la intervencion dietética y la
duracion del periodo experimental como tratamientos principales. El uso del ANOVA
factorial 2 x 2 se fundamenta en la significancia de las posibles interacciones entre las
dos intervenciones analizadas (dieta alta en grasa y fructosa y duracion del periodo
experimental) en nuestro modelo estadistico, ademas de los efectos individuales. Para
reforzar la potencial fuerza integradora del modelo estadistico implementado, se incluyo
en las tablas el estadistico R* como medida de la bondad de ajuste del modelo, dado que
el coeficiente de determinacion indica la proporcion de variabilidad en un conjunto de

datos que puede ser explicada por el modelo estadistico. Los resultados se expresaron
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como valores medios + error estandar de la media (EEM) agrupados. Se utiliz6 la prueba
de Duncan para detectar diferencias entre las medias de los tratamientos. Las
diferencias se consideraron significativas a p <.05. Se realiz0 la prueba de Pearson en los
datos obtenidos sobre las enzimas antioxidantes y desintoxicantes para comprobar la
correlacion entre su expresion génica y la actividad enzimatica; cuando la prueba de
Pearson mostr6o r > 04 y p < .05, los resultados se consideraron estadisticamente
significativos. Se utilizo la prueba t-Student para detectar diferencias en el cambio de la
expresion de transcritos entre los grupos control y los grupos experimentales (SD1,

HFHF1, SD2, HFHF2).

Ademas, los efectos de las intervenciones aplicados en la fase 2 del ensayo in vivo
sobre las determinaciones de peso de los 6rganos, capacidad aerobica, area bajo la curva
de la prueba de tolerancia oral a una sobrecarga de glucosa, composicion corporal,
parametros hematicos, bioquimica plasmatica, contenido de grasa hepatica, expresion
génica de ARNm y mi-ARNSs, actividad de enzimas antioxidantes o desintoxicantes
hepaticas y el porcentaje de dializabilidad de las dietas experimentales fueron analizados
mediante un ANOVA de una via y el test de Duncan fue aplicado para detectar

diferencias significativas. El nivel de significacion se establecio en p < .05 en ambos test.

4 Resultados

4.1 Pruebas de capacidad antioxidante

4.1.1 Hidrolizados proteicos y extractos etanolicos

Un total de 27 especies de plantas pertenecientes a 8 familias distintas fueron
analizadas con el objetivo de extraer y concentrar los compuestos fenolicos presentes en
ellas, asi como determinar aquellas con mayor capacidad antioxidante y rendimiento de
extraccion. Se realizaron extracto etanolicos de todas las especies vegetales, a excepcion
de Onobrychis vicifolia. Ademas, se hizo uso de todas las especies de la familia Fabaceae,
debido a su alto contenido proteico, para la extraccion en medio acuoso (hidrolizado
proteico). Los rendimientos y la capacidad antioxidante de los diferentes hidrolizados
proteicos y extractos etanolicos de las especies vegetales incluidas se muestran en las
Tablas 11 y 12, respectivamente. Los hidrolizados proteicos de forma general mostraron
un rendimiento de extraccion cercano al 40 % y el mayor valor se observo en Trigonella

foenum-graecum con un 424 + 3.23%. En cuanto a las pruebas de capacidad
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antioxidante, de forma general, el hidrolizado proteico de Onobrychis vicifolia mostro
los mayores valores, especialmente, en el contenido en compuestos fendlicos, donde
arrojo valores dos veces superiores en comparacion el resto de las muestras (58.4 + 0.91
ug EAG/mg extracto). Asi mismo, el hidrolizado proteico de Trigonella foenum-graecum
presentd una muy alta capacidad antioxidante en la prueba de la captacion del radical
libre ABTS™ (25.8 + 0.5 ug EAG/mg extracto). Por otro lado, los hidrolizados de las
diferentes especies de Lens culinaris presentaron la mayor capacidad reductora de
hierro, mientras que la capacidad quelante de este metal fue muy superior en los

hidrolizados de las diferentes especies del género Vigna.

Por otro lado, los extractos etanolicos (Tabla 12) mostraron un rendimiento de
extraccion inferior (entre el 5-10 %) a los hidrolizados proteicos, a excepcion del
extracto obtenido de la pulpa de Argania spinosa que obtuvo un valor de extraccion de
56.5 £ 0.32 %, seguido de los extractos de Coriandrum sativum (20.7 + 0.94 %), Cynara
scolymus (28.5 + 1.07 %) y Salicornia spp (32.8 + 0.36 %). El extracto de Argania spinosa
mostro valores muy altos de capacidad antioxidante en las diferentes pruebas ensayadas
en comparacion con el resto de los extractos. La mayor concentracion de compuestos
fenolicos se observo en Argania spinosa (100.29 + 0.91 ug EAG/mg extracto), Origanum
vulgare (97.07 £+ 2.72 ug EAG/mg extracto) y Cynara scolymus (82.13 + 6.08 ug EAG/mg
extracto). Los extractos de estas mismas especies presentaron una alta capacidad de
captacion del radical libre ABTS™: Argania spinosa (51.23 + 1.58 ug EAG/mg extracto),
Origanum vulgare (13.6 = 0.80 ug EAG/mg extracto) y Cynara scolymus (22.12 + 1.33 pg
EAG/mg extracto), asi como, Melissa officinalis (19.87 + 0.33 pg EAG/mg extracto). Por
otra parte, en la prueba de capacidad reductora de hierro, a excepcion de Argania
spinosa (86.9 + 2.47 ug EAG/mg extracto), el extracto etanolico de Ocimum basilicum
(27.8 £ 0.34 ug EAG/mg extracto) fue el que mayor capacidad mostro6. En la prueba de
capacidad quelante de hierro el extracto etanolico de Cynara scolymus fue el de mayor
actividad, con un valor de quelacion de 9.28 + 0.11. Finalmente, la mayor capacidad de
inhibir la peroxidacion lipidica o formacion de TBARs se encontré en Argania spinosa
(4.29 + 0.10 UCA/mg extracto), Origanum vulgare (3.41 + 0.05 UCA/mg extracto) y
Melissa officinalis (3.52 + 0.21 UCA/mg extracto). En base a estos resultados se
seleccionaron las especies con mayor capacidad antioxidante y mayor rendimiento de

extraccion para elaborar el nutracéutico.
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Tabla 11. Caracterizacion de la actividad antioxidante de los hidrolizados proteicos mediante diversas pruebas quimicas.

. . . . Comp. Fenolicos (pg ABTS (ug EAG/mg Cap. Reductora Hierro Cap. Quelante Hierro
0,
Hidrolizado Proteico Rendimiento (%) EAG/mg extracto) extracto) (ug EAG/mg extracto) (UAQ/mg extracto)
Lens culinaris var. 38.4+135 26.2 +0.32 16.8 + 0.42 18.10 + 0.94 3.54 + 0.61
Castellana
Lens culinaris var. Caviar 37.0 + 0.25 27.0 + 0.26 18.8 +1.03 17.0 + 0.39 4.00 +0.31
Lens culinaris var. 33.5 + 1.09 212 + 2.45 15.4 + 1.51 134+ 0.16 3.38 + 0.04
Pardina
Lens culinaris var. 35.9 + 0.94 304 +1.3 1314122 153+ 0.25 246+ 0.03
Verdina
Lens culinaris var. 39.2+519 357+ 0.58 18.8 + 0.61 22.3+2.43 38+028
Verdina Pui
Onobrychis vicifolia 38.2+£1.86 584+ 0.91 26.9 + 045 - 5.24 +0.04
Medicago Sativa 32.2 +1.63 25.0 +2.36 175+ 115 16.0 + 0.59 3.56 + 0.15
Phaseolus Lunatus L. 41.3 +1.16 101+14 9.11+ 0.64 2.82+0.16 474 + 0.39
P h“s”l“;l‘:l 'é:f‘ms var. 29.6 +1.05 247+ 0.33 15.2 + 0.52 9.61+ 0.37 554 + 0.71
Phaseolus Vulgaris var. 35.5 + 1.48 21.6 +1.35 141+ 0.52 105+ 0.3 5.61+ 0.69
Black Tolosana
Phaseolus Vulgaris var. 35.7 +1.10 23.2 +0.87 13.7 + 0.49 6.93 + 0.10 571+ 0.02
Brown
P h“s”l“;i‘:ﬁf“m var. 372 +114 27.7 + 019 175+ 0.79 12.0 + 0.31 4.32 +0.04
P h“s”l“sR‘; "‘ilg‘ms var. 372+ 0.86 25.5 + 0.45 15.4 + 0.27 10.7 + 0.43 454 +0.29
Phaseolus Vulgaris var. 345+121 14.5 + 0.60 9.88 + 0.99 316 + 0.05 333+ 017
White
Trigonella foenum- 42.4+323 7.02 +0.27 25.8+ 0.5 5.3+ 0.08 1.05 + 0.01
graecum
Vigna angularis 33.9+110 22.0 £1.38 16.0 + 0.45 16.6 £ 1.3 5.32+0.84
Vigna radiata 40.1+1.05 16.9 £1.20 14.2+0.93 7.04 +0.33 5.35+0.12
Vigna unguiculata 38.9+0.99 9.5+0.34 10.59 £ 0.64 5.33+0.12 6.10 + 0.17
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Los resultados son la media + el error estandar de la media (EEM). Los datos en el contenido en compuestos fendlicos, ABTS y capacidad reductora de hierro se
expresan como g de equivalentes de acido galico/mg extracto (ug EAG/mg extracto) mientras que la capacidad reductora de hierro como unidades de actividad
quelante de hierro/mg extracto (UAQ/mg extracto).

Tabla 12. Caracterizacion de la actividad antioxidante de los extractos etanoélicos mediante diversas pruebas quimicas.

. Cap. Reductora Cap. Quelante

Extracto Etanoélico Rendimiento (%) Comp. Fenolicos (ug  ABTS (ug EAG/mg Hierro (ug EAG/mg Hierro (UAQ/mg TBARS (UCA/mg

EAG/mg extracto) extracto) extracto)
extracto) extracto)
Argania spinosa 56.5 + 0.32 100.29 + 0.91 51.23 +1.58 86.9 +2.47 2.42 + 0.04 4.29 +0.10
Capsicum annuum 3.01+£0.12 2470 £ 8.7 0.43+0.05 511+ 0.11 1.68 + 0.03 0.57+0.01
Citrullus lanatus 15.6 + 2.36 17.18 + 0.81 2.86 +0.05 9.39 + 0.24 - 213 + 0.04
Coriandrum sativum 20.7 + 0.94 13.99 + 0.35 315+ 0.11 8.13 + 0.09 - 175 + 0.04
Cynara scolymus 28.5 +1.07 82.13 + 6.08 2212 +1.33 6.92 + 0.03 9.28 + 0.11 2.03 +0.07
Lens culinaris var. 8.42 + 018 28.9+0.50 1116 + 0.62 10.8 + 0.05 4.07+0.14 1.06 + 0.08
Castellana
Lens Cg:‘:'l‘;?s var. 8.56 + 0.07 25.3 + 0.50 7.62 + 0.01 8.17 + 0.61 6.10 + 0.05 0.58 + 0.02
Lens culinaris var. 7.16 + 0.08 22.2 +0.42 757+ 0.66 713 +0.21 193 +0.73 0.33 +0.05
Pardina
Lens culinaris var. 762+ 0.07 22.3 +0.50 6.28 + 0.09 6.75 + 0.52 2.87+1.09 0.46 + 0.05
Verdina
Lens culinaris var. 12.7 + 0.12 1.8 +0.12 7.47+0.35 9.69 + 0.05 3.24 +0.07 0.60 + 0.05
Verdina Pui

Medicago Sativa 19.4 + 0.25 22.5+0.34 8.26 + 0.26 1.4 +0.37 1.95 + 0.09 214+ 0.16
Melissa officinalis 5.38 + 0.07 50.14 + 0.86 19.87 + 0.33 - 6.09 + 0.02 3.52+0.21
Ocimum basilicum 5.36 + 0.16 60.6 + 3 8.96 + 0.05 27.8 +0.34 2.30 +0.03 1.62 + 0.05
Origanum vulgare 14.8 + 0.50 97.07 + 2.72 13.6 + 0.80 9.01+0.11 6.93 + 0.03 3.41+0.05
Phaseolus Lunatus L. 11.8 + 0.25 2.85+0.06 - 0.45 +0.02 6.09 + 0.06 0.14 + 0.01
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Phaseolus Vulgaris
var. Black
Phaseolus Vulgaris
var. Black Tolosana
Phaseolus Vulgaris
var. Brown
Phaseolus Vulgaris
var. Pinto
Phaseolus Vulgaris
var. Red
Phaseolus Vulgaris
var. White

Salicornia spp.

Trigonella foenum-
graecum

Vigna angularis
Vigna radiata

Vigna unguiculata

8.56 + 0.07

10.2 £ 0.04

9.97+£0.08

10.1+0.06

9.16 £ 0.12

10.6 £ 0.06

32.8+0.36

9.96 = 0.012

7.78 + 0.10
101+ 0.13
10.2+0.16

9.37+£0.21

13.00 £ 0.15

8.56 + 0.32

12.7+0.30

10.6 £ 0.23

3.86 £0.08

65.19 + 0.56

334+0.25

20.8 +0.36
15.5+0.49
540 0.1

2.42 £ 0.08

2.50+0.12

1.84 + 0.03

2.99+0.12

1.57 £ 0.01

0.25 + 0.01
6.93£0.11
2.58 £0.11

4.45 + 0.05

0.52 £ 0.01

3.30 £ 0.10

410+ 0.24

348 +0.12

3.83+£0.12

280011

0.99 + 0.05

271+042
6.63 £ 0.02
248 + 0.06

121+ 0.06

7.70 £ 0.03

6.61+ 0.04

7.41+0.05

3.03+0.03

3.00 £0.01

6.03 + 0.05

3.09+0.19

2.85+0.08

7.63 +0.04
529+ 0.05
5.29 + 0.04

0.56 + 0.04

0.52+0.03

0.58 £ 0.12

0.76 + 0.03

0.58 £ 0.12

0.35£0.02

0.72 £ 0.03

Los resultados son la media + el error estandar de la media (EEM). Los datos en el contenido en compuestos fendlicos, ABTS y capacidad reductora de hierro se
expresan como pug de equivalentes de acido galico/mg extracto (ug EAG/mg extracto) mientras que la capacidad reductora de hierro como unidades de actividad

quelante de hierro/mg extracto (UAQ/mg extracto).
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41.2 Formulacion nutracéutica

La capacidad antioxidante de la formulacion nutracettica se muestra en la Tabla
13. El contenido en compuestos fenolicos y la capacidad reductora de hierro fue muy
similar al de los hidrolizados proteicos incluidos. Sin embargo, disminuy6 la capacidad
antioxidante mediante la captacion del radical libre ABTS* y la capacidad quelante de

hierro con respecto a los hidrolizados proteicos y extractos etandlicos presentes.

Tabla 13. Caracterizacion de la actividad antioxidante del nutracéutico mediante diversas
pruebas quimicas.

Nutracéutico
Contenido en Corz};{:rlé;il:(()))licos (vg EAG/mg 9111+ 0.42
ABTS (ug EAG/mg extracto) 6.78 £ 0.12
Capacidad Quelante (UAQ/mg extracto) 217+ 0.14
Capacidad Reductora (UAR/mg extracto) 16.6 + 0.32

Los resultados son la media + el error estandar de la media (EEM). Los datos en
el contenido en compuestos fenolicos, ABTS y capacidad reductora de hierro
se expresan como pug de equivalentes de acido galico/mg extracto (ug
EAG/mg extracto) mientras que la capacidad reductora de hierro como
unidades de actividad quelante de hierro/mg extracto (UAQ/mg extracto).

4.1.3 Digestibilidad in vitro en continuo

El nutracéutico fue sometido a una digestion in vitro en continuo para simular las
condiciones fisiologicas del tracto gastrointestinal superior y comprobar la
bioaccesibilidad de la capacidad antioxidante de este mismo (Tabla 14). El contenido en
compuestos fenolicos y la capacidad quelante fue muy similar en los diferentes tiempos
del dializado al del nutracéutico de partida, mientras que el potencial antioxidante
(ABTS) mostr6 tendencia a un aumento desde el inicio del proceso digestivo hasta 150
min. En base a la capacidad antioxidante total del nutracéutico (Tabla 13) se calculo el
porcentaje de ésta tanto en dializado como en retenido, para cada prueba quimica y en
los distintos tiempos. Se observaron resultados similares en dializado y retenido, sin
embargo, la mayor parte de la capacidad antioxidante determinada por el nivel de
compuestos fenolicos y ABTS se encontr6 en el retenido (en torno al 60 %) (Tabla 15), si
bien una parte del potencial antioxidante se perdié durante el proceso digestivo. Por
otro lado, la capacidad quelante del hierro fue superior en el retenido en comparaciéon
con la misma capacidad en el nutracéutico (14 % superior).
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Tabla 14. Caracterizaciéon de la actividad antioxidante del dializado y retenido de la
formulacién nutracettica mediante diversas pruebas quimicas.

Cap. Reductora Cap. Quelante

Comp. Fenolicos ABTS Hierro Hierro
Muestra (vg EAG/mg (vg EAG/mg
(hg EAG/mg (UAQ/mg
extracto) extracto)

extracto) extracto)
D‘a;‘g,'““ 15.2 + 0.16 1.65 + 0.02 7.44 + 0.56 2.22 +0.00
D‘aé‘(z)f““ 14.3 + 0.1 478 +0.03 6.04 + 0.04 1.80 + 0.01

Dializado
00 14.2 + 0.04 515 + 0.08 5.55 + 0.24 1.67 + 0.02
D‘algf;;‘“ 17.8 + 0.06 6.33 + 0.07 6.24 +0.28 1.85 + 0.01

Dializado
o 1.8 + 0.27 4.49 + 0.07 6.33 +0.73 1.34 + 0.00
Retenido 134 + 0.57 456 + 0.59 10.40 + 0.06 2.53 + 0.32

Los resultados son la media + EEM. Los datos en el contenido en compuestos fenolicos, ABTS y capacidad
reductora de hierro se expresan como pg de equivalentes de acido gilico/mg extracto (ug EGA/mg
extracto) mientras que la capacidad reductora de hierro como unidades de actividad quelante de
hierro/mg extracto (UAQ/mg extracto).

Tabla 15. Porcentaje de capacidad antioxidante del dializado y retenido de la formulacion
nutraceutica.

Comp. Fenolicos Cap. Reductora Cap. Quelante

0,
Muestra (%) ABTS (%) Hierro (%) Hierro (%)
D‘a;‘(z)f‘“ 7.94 + 0.35 2.51+0.55 3.96 + 0.29 1.3 +0.36
D‘a(l;;f““ 3.92+0.18 4.03+0.13 2.01+0.21 4.86+0.23
Dializado 3.31%0.13 3.69 +0.12 170 + 0.15 3.82+0.17
90

D“;‘;g‘;‘“ 314 +0.02 3.51+0.24 152 + 0.06 3.20 + 0.04
Dializado

o 2,78 £ 0.10 3.37+ 0.40 142 + 0.02 3.09£0.15
Dializado 2114147 171+3.76 10.7+1.55 26.2+1.63
Retenido 63.5 +1.16 64.77 + 6.95 59.2 + 3.46 114.5 +1.50

Total 84.6 + 0.65 79.5 + 20.50 70.0 +1.91 140.8 £ 0.22

Los resultados son la media + EEM. Los datos en el contenido en compuestos fenolicos, ABTS y capacidad
reductora de hierro se expresan como ug de equivalentes de acido galico/mg extracto (ug EGA/mg
extracto) mientras que la capacidad reductora de hierro como unidades de actividad quelante de
hierro/mg extracto (UAQ/mg extracto).
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4.2 Identificacion de compuestos bioactivos

4.21 Compuestos fenélicos

Se caracterizaron 72 componentes en la formulacion nutraceutica (Tabla 16)
mediante UPLC (Figura 19). Los compuestos bioactivos identificados en el producto
resultante fueron, entre otros, Puerarina, Luteolina, Kaempferol, Genisteina, Apigenina,
Baicaleina, Glabridina, Acido carnosico, Aloe emodina y Carnosol. Las principales
propiedades de estos compuestos fueron antioxidantes y antiinflamatorias; con algunos
compuestos que presentaron actividades antitumorales, antiobesogénicas y
hepatoprotectoras. La gran mayoria de compuestos pertenecian a la superclase de
flavonoides (29.17 %), triterpenoides (16.67 %), diterpenoides (15.28 %) e isoflavonoides
(12.50 %) (Tabla 17).

Nutrac 1

Nutrac 1 1: TOF MS ES-

100 8.18

16 60

16 22 16.71

13.72

12.73

5,67 958 Ly 4 1; 56
748 wg 10.28
w 'M
P

1477

Too | 2oo | &aoo | 4o | s0o | o0 | 700 | 800 THole0T T Atla0 | 12'ce’ | 1300 | 1alo 4600 | 1600 | 1700
Figura 19. Cromatograma del nutracéutico obtenido mediante UPLC.

4.2.2 Péptidos bioactivos

La identificacion de los péptidos bioactivos hallados en el nutracéutico se recoge
en la Tabla 18. La mayoria de los péptidos provenian de Vigna angularis y Onobrychis
vicifolia, y entre ellos una gran parte pertenecen a proteinas sin caracterizar de Vigna
angularis. La principal actividad encontrada es como inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina, antihiperglucemiante y en menor proporcién antioxidante. Ademas,
cabe destacar la funcion como inhibidor de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa
de la proteina con dominio lipoxigenasa caracterizada en Vigna angularis. En esta misma
especie, las proteinas sin caracterizar mostraron un efecto antitrombotico y modulador

de la actividad de la membrana mucosa del estomago.
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Tabla 16. Caracterizacién de componentes bioactivos del nutracéutico.

RT Masa Formula [H-] Nombre PPM % FIT Propiedad

0.84  539.1416 C24H27014 Blumeoside C 2.8 91.95 Antioxidante

2.9 323.1298 C20H1904 Glabridin 4.6 92.72 Antioxidante y antiinflamatorio

2.9 323.1298 C20H1904 Isobavachalcone 4.6 92.72 Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral

2.9 323.1298 C20H1904 Glabranin 4.6 92.72 Antioxidante y antimicrobiano

2.9 323.1298 C20H1904 Bavachalcone 4.6 92.72 Antioxidante, antiinflamatorio y antifiingico

2.9 323.1298 C20H1904 Bavachin 4.6 92.72 Antioxidante, antiinflamatorio, antitumoral y antifingico

s as mm Memlsebldaiiml e i de s producetn i

2.9 323.1298 C20H1904 Abyssinone II 4.6 92.72 Antioxidante y antitumoral

3.04 527.2573 C30H3908 Withaminimin -13.7 90.97 Potencial efecto antioxidante, antinflamatorio y antitumoral

3.39  501.2558 C28H3708 413-Hydroxywithanolide E 14 76.89 Antinflamatorio y antitumoral

3.57 563.143 C26H27014 Apiin 5.1 88.55 Antioxidante y antiinflamatorio

3.57 563.143 C26H27014 Isoschaftoside 5.1 88.55 Antioxidante y antiinflamatorio

3.57 563.143 C26H27014 Vicenin III 5.1 88.55 Antioxidante y antiinflamatorio

497 4311004 C21H19010 Vitexin 6 99 31 Antioxidante, antiinflamatorio, gntiobesogénico, hipoglucemiante y

antitumoral

427 4311004 C21H19010 Sophoricoside 6 99.31 Antioxidante y antiinflamatorio

4.27 4311004 C21H19010 Apigetrin 6 99.31 Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral

427 4311004 C21H19010 Afzelin 6 99.31 Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral

4927 4311004 C21H19010 Oroxin A 6 99,31 Antidiabético y antitumc.).ral. Posible.: efecto antioxidante y
antiinflamatorio

497 4311004 C21H19010 Puerarin 6 9931 Antioxidante, ant11nﬂar;j;;1%%;2;3?55;5351’:ntldlabetlca y efectos

486 515.1277 C25H23012 Cynarine 79 99.06 Antioxidante y antiobesogénico. hepatoprotector y reduce niveles de

colesterol
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4.86
6.19
6.19
6.19
6.19
6.19
6.19
6.19
6.19
6.19
6.19
6.96
6.96
6.96
6.96
6.96
6.96
6.96
6.96
6.96
6.96
7.48
7.48

515.1277
285.0403
285.0403
285.0403
285.0403
285.0403
285.0403
285.0403
285.0403
285.0403
285.0403
269.0483
269.0483
269.0483
269.0483
269.0483
269.0483
269.0483
269.0483
269.0483
269.0483

1133.546

1133.546

C25H23012
C15H906
C15H906
CI5H906
C15H906
C15H906
C15H906
CI5H906
C15H906
CI5H906
C15H906
C15H905
C15H905
C15H905
C15H905
C15H905
C15H905
C15H905
C15H905
C15H905
C15H905

C54H85025

C54H85025

Isochlorogenic acid B
Luteolin
Kaempferol
Fisetin
Scutellarein
2'-Hydroxygenistein
Citreorosein
Isoscutellarein
Norartocarpetin
Thunberginol B
6-hydroxygenistein
Apigenin
Baicalein
Galangin
Norwogonin
3'-Hydroxydaidzein
Aloe emodin
Genistein
Thunberginol A
2'-hydroxydaidzein
8-Hydroxydaidzein
Gypsosaponin C

Vaccaroside A

7.2
14
14
14
14
14
1.4
14
14
1.4
1.4
12.3
12.3
12.3
12.3
12.3
12.3
12.3
12.3
12.3
12.3
7.1

7.1

99.06
99.61
99.61
99.61
99.61
99.61
99.61
99.61
99.61
99.61
99.61
99.46
99.46
99.46
99.46
99.46
99.46
99.46
99.46
99.46
99.46
63.13
63.13

Antioxidante, antiinflamatorio y antiobesogénico. hepatoprotector
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral

Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral. Hepatoprotector
Potencial efecto antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral
Antiinflamatorio y antitumoral
Antioxidante, antiinflamatorio y efecto antitumoral
Antiinflamatorio
Antiinflamatorio
Antioxidante
Antioxidante, antiinflamatorio, antiobesogénico y antitumoral
Antioxidante, antiinflamatorio, antiobesogénico y antitumoral
Antioxidante, antiinflamatorio, antiobesogénico y antitumoral
Antioxidante y antitumoral
Antiobesogénico
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral. Hepatoprotector
Antioxidante, antiinflamatorio, antiobesogénico y antitumoral
Antiinflamatorio
Antiinflamatorio
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral
Inhibidor lipasa pancreatica

Potencial antioxidante y antiinflamatorio
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7.83
8.01

8.01

8.01
8.01
8.01
8.53
8.53

9.09

9.09

9.09

9.09

9.09

9.09
9.09
10.95
10.95
10.95
10.95
10.95
10.95

725.4133
431.1739

431.1739

431.1739
4171558
417.1558
795.4531
795.4531

779.4637

779.4637

779.4637

779.4637

779.4637

779.4637
779.4637
329.179
329.179
329.179
329.179
329.179

329.179

C38H61013
C23H2708

C23H2708

C23H2708
C22H2508
C22H2508
C42H67014
C42H67014

C42H67013

C42H67013

C42H67013

C42H67013

C42H67013

C42H67013
C42H67013
C20H2504
C20H2504
C20H2504
C20H2504
C20H2504

C20H2504

Fenugreek saponin I
Flavaspidic acid PB
Schisandrol A
Deangeloylgomisin B
(+)-syringaresinol
Albaspidin AP
Dipsacussaponin A
Eclalbasaponin I

Saikosaponin A
Saikosaponin Bl
Saikosaponin B2
Saikosaponin D

Saikosaponin G

Bryonioside G

Corchorusin D

meso-Dihydroguaiaretic
acid

Carnosol
Jolkinolide B
Triptoquinone B
Geranyl ferulate

17-Hydroxyjolkinolide A

2.9
7.7

7.7

7.7
2.2
2ol2

7.1

7.1

7.1

7.1

7.1
7.1
7.1
1.2
1.2
1.2
1.2
11.2

1.2

86.12

99.41
9941

99.41
98.74
98.74
98.05
98.05

81

81

81

81

81

81
81
82.31
82.31
82.31
82.31
82.31

82.31

Antiinflamatorio y disminuye niveles de colesterol

Potencial antioxidante y antibacteriano

Potencial antioxidante, efecto hepatoprotector, antiadipogénico y
disminuye niveles de lipidos

Potencial efecto antioxidante
Antioxidante y antiinflamatorio
Inhibe acido grasa sintetasa
Antiinflamatorio

Potencial efecto antioxidante, antiinflamatorio y hepatoprotector

Antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador, hepatoprotector y
antitumoral

Antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador, hepatoprotector y
antitumoral

Antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador, hepatoprotector y
antitumoral

Antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador, hepatoprotector y
antitumoral

Antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador, hepatoprotector y
antitumoral

Potencial efecto antiinflamatorio y antitumoral
Potencial efecto similar a saikosaponin
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral
Antiinflamatorio y antitumoral
Antioxidante y antiinflamatorio
Potencial antioxidante y antiinflamatorio

Potencial antioxidante y antiinflamatorio
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10.95
11.79
11.79
11.79
11.79
11.79
11.79

11.79

329.179
331.1926
331.1926
3311926
3311926
331.1926
331.1926

331.1926

C20H2504
C20H2704
C20H2704
C20H2704
C20H2704
C20H2704
C20H2704
C20H2704

Hedychilactone D
Carnosic acid
Glaucocalyxin A
Dehydroandrographolide
20-Deoxyingenol
Hautriwaic acid
Taxoquinone

Hulupone

11.2
5.1
5.1
5.1
5.1
5.1
5.1
5.1

82.31
98.3
98.3
98.3
98.3
98.3
98.3

98.3

Potencial antiinflamatorio
Antioxidante y antiinflamatorio
Antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral
Antiinflamatorio y antitumoral
Antiinflamatorio y antitumoral
Antiinflamatorio y hepatoprotector
Antioxidante y antibi6tico

Potencial antiinflamatorio

Se incluye el tiempo de retencion (RT), masa y formula molecular tedrica (H) del compuesto, asi como sus principales propiedades. PPM: es la diferencia entre la

masa observada y la masa calculada, en partes por millon. % FIT: indica la consistencia con el valor teorico.
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Tabla 17. Clasificacion de los compuestos bioactivos caracterizados en el nutracéutico.

Nombre Superclase Clase
Blumeoside C Terpeno Iridoide
Glabridin Isoflavonoide Pterocarpano
Isobavachalcone Flavonoide Chalcona
Glabranin Cumarina Piranocoumarina
Bavachalcone Flavonoide Chalcona
Bavachin Flavonoide Flavanona
Licarin B Neolignano
Abyssinone II Flavonoide Flavanona
Withaminimin Withanolide
413-Hydroxywithanolide E Withanolide
Apiin Flavonoide Flavona
Isoschaftoside Flavonoide Flavona
Vicenin III Flavonoide Flavona
Vitexin Flavonoide Flavona
Sophoricoside Isoflavonoide Isoflavona
Apigetrin Flavonoide Flavona
Afzelin Flavonoide Flavonol
Oroxin A Flavonoide
Puerarin Isoflavonoide Isoflavona
Cynarine Fenilpropanoides Acido cinamicos y derivados
Isochlorogenic acid B Fenilpropanoides Acido cinamicos y derivados
Luteolin Flavonoide Flavona
Kaempferol Flavonoide Flavonol
Fisetin Flavonoide Flavonol
Scutellarein Flavonoide Flavona
2'-Hydroxygenistein Isoflavonoide Isoflavona

Citreorosein
Isoscutellarein
Norartocarpetin
Thunberginol B
6-hydroxygenistein
Apigenin

Baicalein

Policétidos aromaticos policiclicos
Flavonoide
Flavonoide
Cumarina
Isoflavonoide
Flavonoide

Flavonoide

Antraquinonas y antronas
Flavona
Flavona
Isocumarina
Isoflavona
Flavona

Flavona



Galangin
Norwogonin
3'-Hydroxydaidzein
Aloe emodin
Genistein
Thunberginol A
2'-hydroxydaidzein
8-Hydroxydaidzein
Gypsosaponin C
Vaccaroside A
Fenugreek saponin I
Flavaspidic acid PB
Schisandrol A
Deangeloylgomisin B
(+)-Syringaresinol
Albaspidin AP
Dipsacussaponin A
Eclalbasaponin I
Saikosaponin A
Saikosaponin Bl
Saikosaponin B2
Saikosaponin D
Saikosaponin G
Bryonioside G
Corchorusin D
meso-Dihydroguaiaretic acid
Carnosol
Jolkinolide B
Triptoquinone B
Geranyl ferulate
17-Hydroxyjolkinolide A
Hedychilactone D
Carnosic acid
Glaucocalyxin A

Dehydroandrographolide

Flavonoide
Flavonoide

Isoflavonoide

Policétidos aromaticos policiclicos

Isoflavonoide
Cumarina
Isoflavonoide
Isoflavonoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Floroglucinol
Lignano
Lignano
Lignano
Acilfloroglucinol
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Triterpenoide
Lignano
Diterpenoide
Diterpenoide
Diterpenoide
Ester fenilpropanoide
Diterpenoide
Diterpenoide
Diterpenoide
Diterpenoide

Diterpenoide

Flavonol
Flavona
Isoflavona
Antraquinonas y antronas
Isoflavona
Isocumarina
Isoflavona
Isoflavona
Saponina
Saponina
Saponina

Floroglucinol dimérico

Lignano furofuranoide

Oleanano
Saponina
Oleanano
Oleanano
Oleanano
Oleanano

Oleanano

Saponina
Lignano dibencillbutano
Diterpenoide abietano
Diterpenoide abeoabietano

Diterpenoide abeoabietano

Diterpenoide abeoabietano
Diterpenoide labdano
Diterpenoide abietano

Diterpenoide ent-kaureno

Diterpenoide labdano
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20-Deoxyingenol Diterpenoide

Hautriwaic acid Diterpenoide
Taxoquinone Diterpenoide Diterpenoide ent-clerodano
Hulupone Meroterpenoide Policétido ciclico poliprenilado
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Tabla 18. Identificacion de péptidos bioactivos del nutracéutico.

Nombre proteina

Prediccion de actividad

Fuente proteica de origen Secuencia Carga MH+[Da] AM [ppm] (PeptideRanker) Actividad biologica
Lens culinaris var Allercen Len ¢ Inhibidor de la enzima convertidora
’ g SDQENPFIF 2 1096.5 -0.831 0.785887 de angiotensina,
Castellana 1.0101 o .
antihiperglucemiante
Inhibidor de la enzima convertidora
Trigonella Cadenas Lectina  FIAPVDTKPQTGG _ de angiotensina, ansiolitico,
foenum-graecum beta-1y beta-2 GYL 2 1663.9 0.076 0.474485 antioxidantee,
antihiperglucemiante
, . Inhibidor de la enzima convertidora
. . Proteina sin QEDEDEDDDDE . q
Vigna angularis caracterizar DEDESVSRPSR 3 2611 0.1383 0.852354 dg 'anglotensn.la,
antihiperglucemiante
Proteina sin SDKDGSDDDDG Inhibidor de la enzima convertidora
Vigna angularis . GEDDDDDERPSK 4 2640 -1.17 0.696345 de angiotensina, antioxidante,
caracterizar s .
R antihiperglucemiante
Antiamnéstico, inhibidor de la
enzima convertidora de
. . Proteina sin DGGGPGGGPGG angiotensina, antitrombotico,
g RGN caracterizar GPGGGPR 2 B2 D) DEES) modulador de la actividad de la

membrana mucosa del estomago,
antihiperglucemiante
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Vigna angularis

Vigna angularis

Vigna angularis

Vigna angularis

Vigna angularis

Vigna angularis

Proteina sin
caracterizar

Proteina sin
caracterizar

Proteina sin
caracterizar

Proteina sin
caracterizar

Proteina con
dominio
lipoxigenasa

Proteina sin
caracterizar

GRDGGGPGGGP
GGGPGGGPR

GGPGGGPGGGP
GGGPR

GGGPGGGPGGG
PGGGPR

DIDAPDPEGPIVP
W

GGSDTLPYPR

FPMPDPK

1575.7

1190.6

1247.6

1520.7

1062.5

83141

0.7718

0.6139

0.5973

0.0085

-0.996

3.1299

Antiamnéstico, inhibidor de la
enzima convertidora de
angiotensina, antitrombético,
modulador de la actividad de la
membrana mucosa del estdbmago,
antihiperglucemiante
Antiamnéstico, inhibidor de la
enzima convertidora de
angiotensina, antitrombético,
modulador de la actividad de la
membrana mucosa del estdbmago,
antihiperglucemiante
Antiamnéstico, inhibidor de la
enzima convertidora de
angiotensina, antitrombotico,
modulador de la actividad de la
membrana mucosa del estobmago,
antihiperglucemiante
Antiamnéstico, inhibidor de la
enzima convertidora de
angiotensina, antitrombético,
modulador de la actividad de la
membrana mucosa del estomago,
antihiperglucemiante, antioxidante

0.87364

0.944127

0.942357

0.686577

Inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina, antiinflamatorio,
inhibidor HMG-CoA reductasa,
antihiperglucemiante

0.7376

Inhibidor de la enzima convertidora
0.89891 de angiotensina,
antihiperglucemiante
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Vigna angularis

Onobrychis
viciifolia

Onobrychis
viciifolia

Onobrychis
viciifolia

Onobrychis
viciifolia

Onobrychis
viciifolia

Proteina del
centro de
reaccion del
fotosistema II
CP47

Chalcona
reductasa

Albtimina putativa
1

Proteina rica en
glicina

Antocianidina
reductasa

Chalcona
reductasa

FDPSDPVLDP

AGPTKPQL

STDcRcVPWGL

GGVGAGMGAGG
GGL

TWGYPASKAL

QIFDWAL

1248.5

811.47

1350.6

1017.5

1093.6

892.46

-0.896

0.3014

-1473

4.3965

0.1896

7.4266

0.579841

0.524461

0.66199

0.788259

0.512822

0.841945

Antihiperglucemiante

Antiamnéstico, inhibidor de la
enzima convertidora de
angiotensina, antitrombético,
modulador de la actividad de la
membrana mucosa del estdbmago,
antioxidante, antihiperglucemiante

Inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina, antioxidante,
antihiperglucemiante

Inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina, inhibidor HMG-
CoA reductasa,
antihiperglucemiante

Inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina, antioxidante,
antihiperglucemiante

Inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina,
antihiperglucemiante, activacion de
la proteolisis mediada por
ubiquitina
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Se incluye la secuencia observada del péptido junto a su numero de cargas y la masa molecular observada (MH+, expresa en Daltons), asi como las actividades a las
que se les asocia. La prediccion de actividad fue obtenida mediante la herramienta peptide ranker, que calcula la probabilidad de que un péptido sea bioactivo (0-1).
AM es la diferencia entre la masa observada y la masa calculada, en partes por millon.
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4.3 Experimentos en cultivos celulares

4.3.1 Viabilidad celular con formulacién nutraceutica

En primer lugar, se ensayaron diferentes concentraciones de la formulacion
nutracettica, en las diferentes lineas celulares empleadas, para determinar las
concentraciones mas altas que mantuvieran la viabilidad e integridad celular. Se
ensayaron concentraciones crecientes del nutracéutico en la linea celular HT-29 (Figura
20A). La concentracién maxima que no disminuyé la viabilidad celular fue de 500
ug/mL. En base a ese resultado se ensayaron nuevas concentraciones en las lineas
celulares de HT-29 (Figura 20B) y HepG2 (Figura 20C). En la linea celular de HT-29 las
concentraciones de 0.5 y 1 mg/mL aumentan la viabilidad celular, mientras que en la
linea celular de HepG2 disminuyen este parametro (aunque con 0.5 mg/mL NT
disminuyo ligeramente). Por tanto, se seleccionaron como concentraciones de trabajo,
para los siguientes ensayos, 0.5 y 1 mg/mL para la linea celular HT-29 y 0.1y 0.5 mg/mL
para HepG2. Otra curva de concentraciones del nutracéutico fue ensayada en la linea
celular de hepatocitos murinos AMLI12, sobre la que se analizé la muerte celular y la
toxicidad del nutracéutico, ademas de la viabilidad celular (Figura 21). Se observo que el
nutracéutico a concentracion de 0.5 y 1 mg/mL disminuia los marcadores de muerte
celular y de toxicidad, manteniendo e incluso aumentando, en el caso de 0.5 mg/mL NT,

la viabilidad celular.
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Figura 20. Viabilidad celular (MTT) frente a una curva de concentraciones del nutracéutico en (A'y
B) la linea celular HT-29 y en (C) la linea celular HepG2. Los datos se representan como media + EEM de 8
réplicas. **:p <.01ly **: p <.001 frente al control (CT).
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Figura 21. (A) Viabilidad celular (MTS); (B) muerte celular (LDH) y (C) toxicidad frente a una curva de
diferentes concentraciones del nutracéutico en la linea celular de hepatocitos murinos AMLI2. Los datos se
representan como media + EEM de 3 réplicas. *: p <.05; **: p <.01y ***: p <.001 frente al control (CT).
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4.3.2 Capacidad antioxidante in vitro de la formulacion nutraceutica

Previamente al ensayo de la capacidad antioxidante in vitro del nutracéutico, se
realizaron curvas de concentraciones de los agentes oxidantes H.O. y Paraquat para
determinar las concentraciones que disminuyeran la viabilidad en cada linea celular en
un 50%. En la linea celular HT-29 se seleccionaron 1.5 y 2 mM de H:0:y 3.5y 4 mM de
Paraquat, mientras que para la linea HepG2 1y 1.5 mM de H:O: y 1.5y 2 mM de Paraquat
(Figura 22). El efecto de la capacidad antioxidante del nutracéutico se muestra en la
Figura 23, en la que se observa que la viabilidad celular aumentoé al preincubar con el
nutracéutico independientemente de la linea celular y ensayo. El efecto antioxidante es
muy notorio en el ensayo de Paraquat en la linea celular HT-29, donde la concentracion
de 1 mg/mL del nutracéutico aumenta en 4.34 y 3.50 unidades de recuperacion la
viabilidad celular tras incubar con 3.5 y 4 mM de Paraquat, respectivamente (Figura 23C).
Un efecto similar se produjo en la linea celular HepG2 tras la incubacion con 1y 1.5 mM
de H:0;, en que la 0.5 mg/mL del nutracéutico aumento la viabilidad celular en 3.64 y

1.97 unidades de recuperacion (Figura 23B).
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Figura 22. Viabilidad celular (MTT) frente a una curva de concentraciones H2O: en (A) la linea celular
HT-29 y (B) HepG2, asi como, frente a una curva de concentraciones Paraquat en (C) la linea celular HT-29 y
(D) HepG2. Los datos se representan como media + EEM de 8 réplicas. Se representa el 50% de viabilidad
celular mediante una linea discontinua. *: p <.05; **: p <.01y ***: p <.001 frente al control (CT).
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Figura 23. Capacidad antioxidante in vitro del nutracéutico frente a condiciones de estrés oxidativo
con H20: en (A) la linea celular HT-29 y (B) HepG2, asi como, frente a condiciones de estrés oxidativo con
Paraquat (PQ) en (C) la linea celular HT-29 y (D) HepG2. Los datos se representan como media + EEM de 8
réplicas. Se representa la viabilidad celular observada mediante una linea discontinua en torno al 50% de
viabilidad celular, a excepcion de en (D) que corresponde a la viabilidad minima. Se indica mediante niimeros
las unidades de recuperacion frente a cada concentracion de agente oxidante. Una unidad de recuperacion
corresponde a un aumento del 10% en la viabilidad celular. #: p < .05; ##: p < .01 y ###: p <.001 frente al
control. *: p <.05; **: p <.01y ***: p <.001 frente al control (CT) de cada concentracion de agente oxidante.

4.3.3 Ensayo in vitro del nutracéutico sobre la lipotoxicidad

Los resultados del ensayo in vitro del nutracéutico sobre la lipotoxicidad en la
linea celular AMLI2 se muestran en la Figura 24. Se utiliz6 como control positivo el
farmaco semaglutida a concentraciones de 100 y 500 nM. No se observo ninguna
disminucion en la viabilidad celular por parte del nutracéutico ni de la semaglutida tras
la incubacién con acido palmitico (PA), pero si una tendencia positiva, no
estadisticamente significativa, a aumentarla. Asi mismo, se produjo una disminucién de

la muerte y toxicidad celular con la adicion de semaglutida, que alcanzoé significacion
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estadistica a 500 nM para la toxicidad celular. Ademas, se comprobé que la

concentracion de 1 mg/mL del nutracéutico aumento significativamente la toxicidad.
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Figura 24. Capacidad antiinflamatoria in vitro del nutracéutico frente a condiciones
proinflamatorias con acido palmitico (PA) medida mediante (A) viabilidad celular (MTS); (B) muerte celular
(LDH) y (C) toxicidad en la linea celular AMLI2. Los datos se representan como media + EEM de 8 réplicas.
NT: nutracéutico; SEM: semaglutida. #: p < .05; ##: p < .01y ###: p <.001 frente al control. *: p < .05y
**: p < .01 frente al control (CT) de cada experimento.

4.3.4 Determinacion de acumulacion de triglicéridos

El efecto del nutracéutico sobre la acumulacion de triglicéridos se muestra en la
Figura 25, donde se observo que ambas concentraciones del nutracéutico disminuyeron
marcadamente la acumulacion de triglicéridos hasta un 50 %, siendo el descenso
estadisticamente significativo con o sin incubaciéon con acido palmitico. No se observo
ningin efecto estadisticamente significativo con la preincubacion de semaglutida

independientemente de la concentracion.
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Figura 25. Determinacion de la disminucién en acumulaciéon de triglicéridos por parte del
nutracéutico con o sin incubacién con acido palmitico (PA) en la linea celular AML12. Los datos se
representan como media + EEM de 3 réplicas. NT: nutracéutico; SEM: semaglutida. #: p < .05 frente al
control; *: p <.05 frente al control (CT) de cada experiencia.

4.3.5 Retrotranscripcion y qPCR: mi-ARN

Para comprobar la modulacion por parte del nutracéutico y el semaglutida sobre
la expresion de mi-ARNs, se seleccionaron el miR-21 y miR-34a, los cuales estan
relacionados con la acumulacion de acidos grasos hepaticos in vitro e in vivo(219-221).
Los resultados del nutracéutico y semaglutida sobre la expresion relativa de miR-21y
miR-34a se muestran en la Figura 26. No hubo diferencias significativas en la expresion
relativa de estos mi-ARNs al tratar las células con 0.5 mg/mL de nutracéutico o 500 nM

de semaglutida con o sin incubacién con acido palmitico.
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Figura 26. Efecto del nutracéutico sobre la expresion relativa de miR-21 y miR-34a con o sin
incubacion con acido palmitico (PA) en la linea celular AML12. Los datos se representan como media + EEM
de 3 réplicas. NT: nutracéutico; SEM: semaglutida.
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4.3.6 Retrotranscripcion y qPCR: ARNm

Para comprobar la modulacion por parte del nutracéutico y la semaglutida sobre
el metabolismo lipidico, se seleccionaron dos genes calves implicados en dos vias
diferentes: Cptla (lipolisis) y Srebfl (lipogénesis)(57,66). Los efectos del nutracéutico y la
semaglutida sobre la expresion relativa de estos genes se muestran en la Figura 27. El
nutracéutico a una concentracion de 0.5 mg/mL fue capaz de inducir un aumento en la
expresion de Cptla en ausencia o presencia de acido palmitico. Ademas, a esa

concentracion y en presencia de acido palmitico disminuy6 la expresion de Srebfl.
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Figura 27. Efecto del nutracéutico sobre la expresion relativa de Cptla y Srebfl con o sin incubacion
con acido palmitico (PA) en la linea celular AML12. Los datos se representan como media + EEM de 3
réplicas. NT: nutracéutico; SEM: semaglutida. #: p < .05 frente al control; *: p <.05 y **: p < .01 frente al
control (CT) de cada experiencia.
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44 Ensayos in vivo
4.4.1 Fase 1: Desarrollo de un modelo de obesidad inducida por la dieta

44.1.1 Ingestay peso corporal

La influencia del tratamiento dietético (SD o HFHF) y de la duracion del periodo
experimental (13 o 21 semanas) sobre la ingesta de alimento, liquido y calorias, asi como
sobre el aumento de peso corporal de las ratas se muestra en la Figura 28. Se observo
una ingesta mayor en el grupo de ratas alimentadas con dieta estandar (SD) en relacion a
los grupos alimentados con dieta alta en grasa y fructosa (HFHF) desde el inicio del
experimento hasta el final. Por el contrario, la ingesta calorica y de liquidos fue mayor en
las ratas alimentadas con HFHF a lo largo de todo el periodo experimental frente a los
animales alimentados con SD. Tales diferencias condujeron a una mayor ganancia de
peso corporal en las ratas que consumieron la dieta HFHF frente a las alimentadas con

SD.

157



g/rata-dia

g/rata-dia

Kcallrata-dia

1000+

gramos

20+

=y
(=]
1

=2}
(=]
1

N
=
1

N
(=1
1

1 L] 1 T T T 1 L] 1 1 1 T ] L] T 1 1 1 ] 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semana
- SD1 & HFHF1 -© SD2 B HFHF2

140

1204

1004

rrr.r.r.r........rr- r rr—rrrrrr1i
1 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Semana
-~ SD1 & HFHF1 -© SD2 B HFHF2

800

600+

400

200+

0

1 1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semana

e SD1 & HFHF1 © SD2 & HFHF2

1 1 I ] L] I I 1 1 L] I 1 I I 1 L} I 1 1 I 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Semana

-+ SD1 & HFHF1 © SD2 B HFHF2

158



Figura 28. Efecto de la obesidad inducida por la dieta y la duracién del periodo experimental sobre
la ingesta de alimentos (gramos por rata y dia, Figura 1A), liquidos (agua o solucion de fructosa al 20%,
gramos por rata y dia, Figura 1B) o calorias (Kcal por rata y dia, Figura 1C), y el aumento de peso corporal
(gramos, Figura 1D) de las ratas Sprague-Dawley. Para diferenciar mejor los resultados, en los graficos solo se
incluyen las semanas mas representativas del periodo experimental. SD1, dieta estandar durante 13 semanas;
HFHFI, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estdndar durante 21 semanas; HFHF2,
dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas. Los puntos y las barras representan la media y el EEM,
respectivamente (n = 8).

4.4.1.2 Pesos corporales y de los 6rganos

El peso final de los animales fue significativamente superior en el grupo que
consumi6 la dieta HFHF tanto, en 13 como en 21 semanas, en comparacion con los
animales que consumieron la dieta estandar. No hubo diferencias de peso en los
animales que consumieron la dieta estandar a lo largo del periodo experimental, por lo
que se observo un claro efecto entre la dieta y el tiempo (Tabla 19). Esta misma linea se
observo en el peso total del higado, corazon, rinén y tejido graso abdominal y epididimal.
Por otro lado, el peso del ciego fue siempre superior en el grupo que consumio la dieta

estandar a lo largo de todo el experimento.

4.4.1.3 Prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa

En la Gltima semana de cada periodo experimental los animales se sometieron a
una prueba de tolerancia oral de glucosa. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 29A. Los animales que consumieron la dieta alta en grasa y fructosa presentaron
valores mayores de glucosa plasmatica a lo largo de la prueba, en comparaciéon con los
animales que consumieron dieta estandar, e independientemente del tiempo. Tras
realizar la prueba, los resultados fueron finalmente expresados y representados como el
area bajo la curva (AUC) de cada uno de los grupos experimentales (Figura 29B). Hubo un
claro efecto tanto del tratamiento dietético como de la duracion del periodo
experimental: el consumo de una dieta alta en grasa y fructosa aument6 el AUC en
comparacion con el consumo de una dieta estandar. Ademas, los valores de AUC
disminuyeron con el periodo experimental en ambos grupos, pero se mantuvieron

significativamente mas altos en el grupo HFHF2 respecto al SD2.
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Figura 29. (A) Prueba de tolerancia oral a una sobrecarga de glucosa en los diferentes grupos
experimentales. La concentracion sanguinea de glucosa fue determinada antes y tras 15, 30, 60, 90 y 120 min
de la sobrecarga oral de glucosa. (B) Efecto del tratamiento dietético y de la duracion del periodo
experimental sobre el area bajo la curva (AUC) de la prueba de tolerancia oral a una sobrecarga de glucosa.
SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta
estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas. Las columnas o
puntos y las barras representan la media y el EEM, respectivamente (n = 8). Los valores dentro de cada
tratamiento seguidos de letras distintas son significativamente diferentes significativamente (p <.05).

4.4.1.4 Parametros hematicos

La duracion del periodo experimental tuvo un mayor efecto sobre los parametros
hematicos que el tipo de dieta consumida (Tabla 20). Tras 21 semanas de periodo
experimental se produjo un aumento en los niveles de hemoglobina (HGB), hematocrito
(HCT), volumen corpuscular medio (MCV) y hemoglobina corpuscular media (MCH) en el
grupo que consumi6 una dieta estandar. Por otro lado, se observé que el consumo de
una dieta alta en grasa y fructosa aumento el niumero total de globulos blancos (WBC) en
comparacion con el consumo de una dieta estandar, mientras que la prolongacién del
periodo experimental produjo un descenso de este parametro independientemente de la

dieta consumida.
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Tabla 19. Influencia del tratamiento dietético y el periodo experimental sobre los pesos corporales y de los distintos 6rganos de los animales de

los cuatros grupos experimentales.

SD1 HFHF1 SD2 HFHF2 R? EEM  Efecto Dieta Efecto tiempo  Efecto Dieta x Tiempo
Peso final (g) 5120 A  6433B  5443A 7765C 081 179 p <.001 p <.001 p=.009
Higado (g) 1263A  199C  131A 178B 082 0.5l p <.001 p=.123 p=.020
Rifion (g) 167 A 184B  167A  183B 025 0.04 p =.001 p=.982 p=.984
Bazo (g) 0.81A  08lA  077A  089A 008 0.6 p=.292 p=.741 p=.292
Corazén (g) 147 A 162A  154A  192B 048  0.06 p <.001 p=.005 p=.077
Encéfalo (g) 213AB  224B  209A  212AB 011  0.04 p =133 p=.064 p=.387
Colon (g) 137A 150A  129A  127A 008 012 p=.673 p=.21 p =.509
Ciego (g) 091B  075A  093B  078A 038  0.03 p <.001 p=.465 p =452
Tejido g"as(z)abd"mi“al 1.3 A 230B  144A  373C 061 281 p <.001 p=.005 p=.054
Tejido graso epididimal ;59 1505 1pg9p  202C 063 125 p<.001 p <.001 p=.001

)

Los datos corresponden a la media de 8 ratas. R?, coeficiente de determinacion; EEM, error estandar de la media agrupada. A-C medias dentro de la misma fila con
letras diferentes difieren significativamente (p < .05). SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta
estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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Tabla 20. Influencia del tratamiento dietético y el periodo experimental sobre parametros hematicos determinados.

SD1 HFHF1 SD2 HFHF2 R? EEM Efecto Dieta Efecto tiempo Efecto Dieta x Tiempo

WBC (x103/uL) 3.56 B 5.66 C 194 A 2.79 AB 0.6 0.39 p =.001 p <.001 p=.120
RBC (x10°/uL) 7.35A 7.57 A 7.57 A 7.55 A 0.04 0.16 p =.541 p =.561 p=.478
HGB (g/dL) 13.2A 14.0 AB 14.8 B 14.1 AB 0.29 0.29 p =.958 p =.008 p=.012
HCT (%) 354 A 35.1A 384B 36.3 AB 0.20 0.80 p=.144 p=.012 p =.281
PLT (x103/pL) 617.3 A 674.6 A 6934 A 696.8 A 0.04 59.5 p=.614 p =416 p =.653
MCV (fL) 481 A 46.3 A 50.8 B 482 A 0.30 0.80 p=.009 p =.008 p =.607
MCH (pg) 18.0 A 185A 19.6 B 18.6 A 0.25 0.31 p=.395 p=.010 p =.031
MCHC (g/dL) 37.5A 399B 38.7AB 38.7AB 0.22 0.51 p=.022 p =.987 p=.020
RDW (%) 16.0 A 159 A 16.8 A 16.4 A 0.06 0.30 p=.348 p =.054 p =.662

Los datos corresponden a la media de 8 ratas. R?, coeficiente de determinacion; EEM, error estandar de la media agrupada. A-C medias dentro de la misma fila con
letras diferentes difieren significativamente (p < .05). WBC, namero total de globulos blancos (x103/uL); RBC, numero total de glébulos rojos (x106/uL); HGB,
hemoglobina (g/dL); HCT, % volumen de sangre ocupado por globulos rojos (hematocrito); PLT, nimero total de plaquetas ((x103/uL); MCV, volumen corpuscular
medio (fL); MCH, hemoglobina corpuscular media (pg); MCHC, concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (g/dL); RDW, amplitud de distribucion eritrocitaria
(%). SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF], dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en
grasa y fructosa durante 21 semanas.
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44.1.5 Bioquimica plasmatica

El efecto del tratamiento dietético y el periodo experimental sobre los diferentes
parametros determinados relacionados con el metabolismo lipidico, asi como
marcadores de riesgo cardiovascular y enzimas plasmaticas relacionadas con dafio

hepatico se muestran en la Tabla 21.

En cuanto a los parametros relacionados con el metabolismo lipidico, hubo un
efecto significativo de la interaccion dieta x tiempo, se observdé un aumento muy
pronunciado en los niveles de triglicéridos tras el consumo de una dieta alta en grasa y
fructosa durante 13 semanas en comparacion con el consumo de una dieta estandar. Al
aumentar el periodo experimental dichos valores disminuyeron hasta valores similares al
grupo de consumo de una dieta estandar. Esto tltimo también se observo en los niveles
de colesterol total. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en los niveles de

HDL- y LDL-colesterol.

Por otro lado, los marcadores de riesgo cardiovascular siguieron la misma
tendencia descrita para los niveles de triglicéridos, como se pudo observar en el indice
triglicéridos-glucosa, no-HDL y TG/HDL. Estos indices presentaron valores mas
elevados a las 13 semanas en el grupo HFHF1 en comparacion con SD1y tras 21 semanas
de periodo experimental disminuyeron los valores en el grupo que consumi6 una dieta

alta en grasa y fructosa, igualandose los valores entre los dos grupos experimentales.

Las enzimas plasmaticas relacionadas con dafio hepatico tuvieron la misma
evolucion que los resultados previamente comentados; la actividad enzimatica tanto de
la aspartato aminotransferasa (AST), gamma-glutamiltransferasa (GGT) y fosfatasa
alcalina (ALP) aumento tras 13 semanas de consumo de una dieta alta en grasa y fructosa
en comparacion con la dieta estandar, e igualandose los niveles de actividad enzimatica
entre ambos grupos experimentales tras 21 semanas de periodo experimental. El
envejecimiento también produjo un efecto sobre los niveles de actividad enzimatica, ya
que disminuyo la actividad de la AST y aumento6 la de la GGT en el grupo de dieta
estandar. Finalmente, la actividad enzimatica de la alanina aminotransferasa (ALT)
aumento significativamente por efecto del tipo de dieta consumida a las 21 semanas de
periodo experimental, presentando valores mas elevados el grupo HFHF2 en

comparacion con SD2.
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Tabla 21. Efecto de la dieta y del periodo experimental sobre distintos parametros plasmaticos.

SD1 HFHFI ~ SD2  HFHF2 R’ EEM  Efecto Dieta EZ‘:;;‘; Efe;ti‘;g:;ta X
Triglicéridos (mg/dL) 839A  3323B  505A 717 A 0.75 23.2 p <.001 p <.001 p <.001
Colesterol total (mg/dL) 66.6 AB 789 B 61.7 A 56.6 A 0.16 5.51 p =.523 p=.020 p=.124
HDL-colesterol (mg/dL) 26.3 A 289 A 249 A 213 A 0.05 2.53 p =.858 p =.860 p=.226
LDL-colesterol (mg/dL) 6.58 A 7.05 A 6.39 A 6.13 A 0.03 0.75 p=0.890 p = 461 p = .626
AST (U/L) 79.0 B 1098C  50.8A  59.5AB 0.45 8.51 p=.028 p <.001 p =.205
ALT (U/L) 19.3 AB 22.8 BC 16.7 A 255C 0.26 1.81 p=.002 p=.953 p =.155
GGT (U/L) 2.27A 416 B 4.03B 419B 0.40 0.33 p=.005 p=.012 p=.015
ALP (U/L) 60.9 A 121.1B 59.1A 489 A 0.62 7.74 p =.003 p <.001 p <.001
indice aterogénico 2.54 AB 2.83B 2.51A 2.66 AB 0.12 0.09 p =.028 p=.274 p=.484
indice triglicéridos- 8.07A 9.91B 7.98 A 829 A 0.77 0.15 p <.001 p <.001 p <.001

glucosa

no-HDL 40.3B 49.6 C 36.8 AB 316 A 0.38 2.80 p=.474 p =.001 p=.014
TG/HDL 315A 144B 2.03 A 3.63 A 0.78 0.94 p <.001 p <.001 p <.001

Los datos corresponden a la media de 8 ratas. R?, coeficiente de determinacion; EEM, error estandar de la media agrupada. A-C medias dentro de la misma fila con
letras diferentes difieren significativamente (p < .05). AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT, gamma-glutamiltransferasa; ALP, fosfatasa
alcalina; TG, triglicéridos. SD1, dieta estindar durante 13 semanas; HFHF], dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas;
HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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4.4.1.6 Peso del higado y contenido de grasa hepatica

El tratamiento dietético con una dieta alta en grasa y fructosa (HFHF1, HFHF2)
tuvo un efecto significativo tanto sobre el peso del higado como sobre el contenido total
de grasa hepatica (Figura 30), que mostro6 valores mas elevados en los grupos HFHF en
comparacion con los alimentados con la dieta SD. La duracién del periodo experimental
afect6 significativamente a la cantidad de grasa hepatica en los grupos HFHF, resultando

en valores mayores de dicho parametro a las 21 frente a las 13 semanas (Tabla 22).

Tabla 22. Efecto de la dieta y el periodo experimental sobre la grasa hepatica.

SD1 HFHF1 SD2 HFHF2 R? EEM Efecto Efecto  Efecto Dieta

Dieta tiempo x Tiempo
Grasa (l;‘;l’at“’a 07A  131B  067A 14B 044 013 p<.001 p=.831 p=.635
Grasa(l;e)l’at‘ca 552AB  727AB  498A 800B 016 083 p=.007 p=.909 p = 447
(]

Los datos corresponden a la media de 8 ratas. R?, coeficiente de determinacion; EEM, error estandar de la media
agrupada. A-C medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). SD1, dieta
estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar
durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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Figura 30. Efecto del tratamiento dietético y la duracion del periodo experimental sobre el peso del
higado y la grasa hepatica total (g). Las columnas o puntos y las barras representan la media y el EEM,
respectivamente (n = 8). Los valores dentro de cada tratamiento seguidos de letras distintas son
significativamente diferentes (A-C, peso hepatico; a-b, grasa hepatica total) p < .05. SDI1, dieta estandar
durante 13 semanas; HFHFI, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante
21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas. Peso del higado, efecto de la dieta: p <
.001; Dieta x Tiempo: p =.02. Grasa total, efecto de la dieta: p <.001.
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4.4.1.7 Determinacion del perfil de acidos grasos del higado

En la Tabla 23 se presenta el efecto del tratamiento dietético y la duracion del
periodo experimental sobre el perfil y los indices de acidos grasos hepaticos. La mayor
proporcion de acidos grasos hepaticos correspondi6 a los saturados (acidos palmitico y
estearico), seguido de los monoinsaturados (dcido palmitoleico, oleico y vaccénico) y
poliinsaturados  (linoleico, dihomo-gamma-linolénico (DGLA), araquidonico y
docosahexaenoico). La obesidad inducida por la dieta (DIO) tuvo un efecto significativo
en el perfil de acidos grasos hepaticos, resultando en porcentajes mas altos de acido
oleico y linoleico, junto con porcentajes mas bajos de acidos saturados (palmitico y

estearico), palmitoleico, estearico, DGLA y docosahexaenoico.

Los indices de elongasa-desaturasa (docosahexaenoico/linolénico vy
araquidonico/linoleico) se modificaron significativamente por la administracion de la
dieta, con indices mas bajos en los animales que consumieron dieta estandar (SD) frente
a dieta alta en grasa y fructosa (HFHF). Ademas, la actividad estearoil-CoA desaturasa se
vio afectada de forma diferencial por la DIO, mostrando valores mas altos para la
relacion oleico/estearico y mas bajos para la relacion palmitoleico/palmitico. La
relacion palmitoleico/palmitico también se vio alterada por la duracion del periodo
experimental, disminuyendo en la semana 21. La actividad de la delta-5 desaturasa
(araquidonico/DGLA) se caracterizo por los efectos opuestos de la DIO en relacion con
la duracion del periodo experimental (disminucion a las 13 semanas o aumento a las 21

semanas), lo que dio lugar a una interaccion significativa dieta x tiempo.
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Tabla 23. Influencia de la obesidad inducida por la dieta y de la duracion del periodo experimental en el perfil de acidos grasos hepaticos (%) y
en los indices de acidos grasos de las ratas.

SD1 HFHF1 SD2 HFHF2 R? EEM Efecto Dieta Efectotiempo Efecto Dieta x Tiempo
Acido palmitico (C16:0) 299 A 27.0 A 33.8B 264A 058 0.84 p <.001 p=.096 p=.026
Acido palmitoleico (C16:1) 592B 437AB 539B 246 A 044 050 p <.001 p=.038 p=.222
Acido estearico (C18:0) 114B 756 A 101AB 941AB 0.27 0.68 p=.006 p=.71 p=.048
Acido oleico (C18:1n9) 25.6 A 312B  264AB 293AB 021 126 p=.006 p=.713 p=.339
Acido linoleico (C18:2n6) 9.56 AB 14.1BC 8.61A 174 C 0.55 1.10 p <.001 p =.356 p=.098
DGLA (C20:3n6) 0.36 B 032AB 0.36B 0.21A 036 0.03 p=.004 p=.063 p =.086
Acido araquidénico (C20:4n6) 10.5A 7.84 A 9.55A 973A 013 091 p=.242 p=.631 p=.18
Acido d‘(’g‘z’;;l;e;ae“dm 228B  123A  2.04B 161AB 032 0.8 p=.001 p=741 p =137
Acido vaccénico (C18:1n7) 4.08B 3.91AB 3.16 AB 2.83 A 027 0.26 p =.391 p=.002 p=.789
Otros 1.28 A 1.61B 119A 1.34 A 044 0.06 p =.001 p=.01 p =.161
AGS 414 B 35.6 A 44.8 C 36.0 A 0.75 0.76 p <.001 p=.034 p=.101
AGM 35.6 A 39.6 A 35.0A 34.7A 0.07 162 p=.309 p=.138 p=.239
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AGP 23.0 AB

DC/LN 11.2 AB
ARA/LE 113 B

PE/PI 0.20 B
OLE/STE 2.61A

ARA /EI 34.9 AB

24.8 AB

5.65A

0.62 B

016 B

4.65A

27.0 A

20.2A

16.1B

122 B

0.16 AB

275A

26.8 A

293 B

520 A

0.61A

0.09A

375A

49.8 B

0.29

0.53

0.53

0.39

0.16

0.44

1.63

1.42

0.09

0.02

0.52

3.53

p=.006
p <.001
p <.001
p=.006
p=.014
p=.068

p =.645
p=.169
p=.709
p=.004
p =.516
p=.077

p=.058
p=.103
p=.599
p =.403
p=.375
p=.001

Los datos corresponden a la media de 8 ratas. A-C medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). DGLA, dihomo-gamma-
linolénico; AGS, acidos grasos saturados; AGM, acidos grasos monoinsaturados; AGP, acidos grasos poliinsaturados; DC/LN, acido docosahexaenoico/linolénico
(desaturasa-elongasa); ARA/LE, acido araquidénico/linoleico (desaturasa-elongasa); PE/PI, acido palmitoleico/palmitico (actividad estearil-CoA); OLE/STE, acido
oleico/estearico (actividad estearil-CoA); ARA/EI, acido araquidonico/DGLA (5-desaturasa). SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y
fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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44.1.8 Valoracion histologica del higado

Los cambios histologicos hepaticos resultantes de la DIO a lo largo de 13 o 21
semanas de periodo experimental se describen en las Figura 31A-C y en las Tabla 24 y
Tabla 25. Los animales sometidos a los tratamientos dietéticos SD o HFHF durante 13
semanas presentaron esteatosis hepatica de leve a moderada, principalmente
microvesicular, con un bajo grado de esteatosis macrovesicular o balonizacion celular
(Figura 31A-B). En el grupo experimental SD, entre el 33-66% de las ratas presentaron
esteatosis, mientras que ese porcentaje se elevd a mas del 66% en los animales del grupo
HFHF (Tabla 24). Por el contrario, las ratas alimentadas durante 21 semanas con la dieta
SD presentaban un grado similar de esteatosis (33-66%), pero una menor extension de
los cambios microvesiculares y unos cambios macrovesiculares ligeramente superiores.
Entre el 33 y el 66% de las ratas del grupo experimental alimentado durante 21 semanas
con HFHF mostraron esteatosis. Sin embargo, los cambios macrovesiculares
experimentaron un marcado aumento a expensas de la esteatosis microvesicular,
mientras que un numero significativamente mayor de hepatocitos mostro claros signos
de balonizacion. Curiosamente, la esteatosis macrovesicular tuvo lugar principalmente
en la zona convexa del 16bulo hepatico seleccionado en forma de columnas que se

extendian radialmente (Figura 31C).

El indice de puntuacion de NAFLD (NAS), senala alteraciones histologicas
hepaticas que pueden ser potencialmente revertidas como la esteatosis, la inflamacion
lobular y la balonizacion. Las puntuaciones de las ratas alimentadas con la dieta SD a lo
largo del periodo experimental de 13 o 21 semanas correspondieron a un valor de 2 (sin
NAFLD), mientras que la DIO durante 13 o 21 semanas condujo a valores de 3 y 4

(probable NAFLD), respectivamente (Tabla 25).
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Figura 31. Imagenes de microscopia éptica de preparaciones hepaticas de ratas alimentadas con
dietas SD o HFHF a lo largo de 13 o 21 semanas de periodo experimental. Figura 31A, efecto de la induccion
dietética de la obesidad y de la duracion del periodo experimental sobre la histologia hepatica (tincion de
hematoxilina-eosina) de ratas Sprague Dawley (50x). (A) SD1, (B) SD2, (C) HFHFI1, (D) HFHF2. Las fotografias
son representativas de higados de 8 ratas diferentes para cada grupo experimental. Figura 31B, principales
alteraciones de la histologia hepatica causadas por el tratamiento dietético y la duracion del periodo
experimental. A, esteatosis; B, inflamacién (tincion de hematoxilina-eosina, 200x). Las fotografias son
representativas de higados de 8 ratas diferentes de cada grupo experimental. Figura 31C, micrografias que
muestran el drea convexa de preparaciones hepaticas de diferentes grupos experimentales de ratas
Sprague-Dawley (tincién de hematoxilina-eosina, 20x). A, dieta estdndar (13 semanas), B, HFHF2. Las
fotografias son representativas de higados de 8 ratas diferentes para cada grupo experimental. SD1, dieta
estandar durante 13 semanas; HFHF], dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar
durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.

Tabla 24. Puntuacién cruzada semicuantitativa de las alteraciones histoldgicas asociadas a
la obesidad inducida por la dieta y a la duracion del periodo experimental.

Cambio Cambio N Inflamaciéon Inflamacion . .
. . . Balonizacion . Fibrosis
microvesicular macrovesicular periportal lobular
SD1 +/++ -/+ - -/+ - -
HFHF1 ++ -/+ - -/+ - -
SD2 + -/+ - - - -
HFHF2 -/+ + -/+ -/+ - -

(-) inexistente, (+) leve, (++) leve-moderado, (+++) moderado, (++++) severo, (-/+) entre inexistente y leve, (+/++)
entre leve y leve-moderado. SD1, dieta estdndar durante 13 semanas; HFHF], dieta alta en grasa y fructosa durante
13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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Tabla 25. Sistema de puntuacion semicuantitativo para evaluar el rango de caracteristicas
histolégicas de NAFLD en higado de ratas Sprague Dawley tratadas con SD o HFHF en diferentes
etapas del periodo experimental.

ftem Definicion Puntuacion | SD1 | SD2 HFHF1 | HFHF2
Grado <5% 0
Baja a media 5%-33% 1
potencia de 2 2 3 2
afectacion 33%-66% 2
parenquimatosa o
n por esteatosis >66% 3
8 Zona 3 0
E Localizacién (Centrolobulillar)
[
4 Patrén de Zona 1 (Periportal) 1 1 1 1 1
dlstrlbgc1on Azonal 2
predominante
Panacinar 3
Esteatosis Ausencia 0
microvesicular
1 1 1 1
Parches Presencia 1
contiguos
Sin focos 0
Inflamacion <2 focos por campo 1
lobular 200 x
Evaluacion global | 2-4 focos por campo 9 0 0 0 0
de todos los focos 200 x
inflamatorios
>4 focos por campo 3
200 x
% Microgranulomas Ausencia 0
3) .
< Pequenos 0 0 0 0
E agregados de Presencia 1
) macroéfagos
Z
Lipogranulomas Ausencia 0
grandes
Generalmente en 0 0 0 0
areas portales o Presencia 1
adyacentes a
venas centrales
Inflamacién Ninguna o minima 0
portal
0 0 0 0
Evaluado desde Mayor que minima 1

bajo aumento
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Ninguna 0
., Pocas células
Balonizacion o . 1
., balonizadas
< Degeneracion 2
,L_.) balonaria Muchas
*E células/balonizacion 2
E prominente
S::‘ Ninguno o poco 0
5 Cuerpos frecuente 0
= acidofilos
&) Muchos 1
Z
% Ninguno o poco
. 0
= Macrofagos frecuente 0
pigmentados
Muchos 1
Ninguna o poco 0
Megamitocondria frecuente 0
Muchas 1
Cuerpos de Ninguno o poco 0
Mallory o hialina frecuente
N o
o alcoholica
Q 0
5 Visible en Muchos 1
é manchas
an! habituales
n
8 Nucleos Ninguno o poco 0
S glucogenados o frecuente
Nucleos 0
glucogénicos
Parches MuchOS 1
contiguos
Ninguna 0
Perisinusoidal o 1
periportal
Leve, zona 3,
0 . . . 1A
= perisinusoidal
% Moderada, zona 3, 1B
= Etapa perisinusoidal 0
Portal /periportal 1C
Perisinusoidal y
. 2
portal /periportal
Fibrosis en puente 3
Cirrosis 4
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Puntuacion NAS (Grado de esteatosis + Inflamacion
lobular + Balonizacion) =

SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta
estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.

4.4.1.9 Analisis transcriptomico del higado

Se llevo a cabo un perfil transcriptomico hepatico completo (mas de 32.000
genes, Figura 32) en ratas alimentadas con SD o HFHF para estudiar la influencia del
tratamiento dietético y la duracion del periodo experimental sobre la estructura celular,
el metabolismo de la glucosa y los lipidos, asi como en la actividad enzimatica
antioxidante y detoxificante. Como era de esperar, estos dos factores indujeron cambios
profundos en la expresion de genes hepaticos. Al comparar las ratas DIO y magras en la
semana 13 del periodo experimental, un total de 4506 transcritos hepaticos se regularon
diferencialmente de acuerdo con el criterio de dos filtros (tasa de cambio >1,3 0<-1,3, p
< .05). De ellos, 645 transcritos estaban reguladas al alza y 3861 a la baja en el grupo
HFHF1 frente a SD1. Se hicieron comparaciones similares entre los primeros grupos y
aquellos en los que el periodo experimental dur6 21 semanas: SD2 vs SD1 (948 regulados
al alza, 1551 regulados a la baja), HFHF2 vs HFHF1 (3505 regulados al alza, 1364 regulados
a la baja) y HFHF2 vs SD2 (1222 regulados al alza, 1781 regulado a la baja). Entre los
transcritos hepaticos regulados diferencialmente segiin el consumo de la dieta HFHF o
la duracion del periodo experimental, se seleccionaron 32 en funciéon de su accion
fisiologica y se filtraron en tres categorias: estructura celular, metabolismo de

glucosa/lipidos y capacidad antioxidante y desintoxicante (Tabla 8).
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Figura 32. Grafico volcano que muestra los transcritos hepaticos regulados diferencialmente entre
los grupos experimentales (n = 6): (A) SD1 frente a HFHF1, (B) SD1 frente a SD2, (C) SD2 frente a HFHF2 y (D)
HFHF1 frente a HFHF2. Los criterios de filtrado doble se indican mediante lineas discontinuas horizontales
(valor p < .05) y verticales (tasa de cambio (fold change): > log2 (1,3) o < log2 (-1,3)). Los transcritos en las
esquinas superior izquierda y superior derecha representan los transcritos regulados a la baja y al alza,
respectivamente. SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF], dieta alta en grasa y fructosa durante 13
semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.

4.4.1.10 Expresion génica en higado

Para confirmar los resultados del andlisis del transcriptoma hepatico, se llevo a
cabo un andlisis de expresion qPCR en los genes seleccionados. En las Tabla 26A-D se
presentan los efectos del tratamiento dietético y la duracion del periodo experimental
sobre la expresion hepatica de los transcritos implicados en la estructura celular, el
metabolismo lipidico y la actividad antioxidante y detoxificante. La expresion de los
genes agrupados en la categoria de estructura celular se vio afectada de forma
diferencial por el tratamiento dietético con una dieta HFHF que dio lugar a una
induccion significativa de Col26al, Psmb9, Gadd45a y Slc2a2 en comparacion con la dieta
SD en la semana 13 (Tabla 26A), mientras que Cdknla, Myc, Abcg5 y Slc34a2 fueron
reducidos significativamente. Por otro lado, el tratamiento con HFHF provoc6é un
aumento significativo de la expresion de Cdknla, Gdf15, Myc y Slc34a2 frente a la SD en la

semana 21, mientras que disminuy6 significativamente la de Slc2a2. La duracion del
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también mostré un efecto significativo sobre la expresion génica, causando una
disminucién general en la expresion de la mayoria de los transcritos estudiados, con la
excepcion de Mmpl5 tanto en los grupos SD y HFHF o de CdKnla y Myc solo con el
tratamiento HFHF.

En cuanto a la expresion de genes lipogénicos (Tabla 26B), la DIO a medio plazo
caus6 una marcada regulacion al alza del factor de transcripcion Srebfl y de los
transcritos Hmgcr, Pnpla3, Fasn, Scdl y Fabp5 asociados a la sintesis de colesterol, la
acumulacion de grasa hepatica, la sintesis de lipidos y acidos grasos o el transporte de
lipidos en la semana 13. Por el contrario, la mayoria de los transcritos anteriores a la DIO
en la semana 13 estaban asociados a la sintesis de colesterol. Por el contrario, la mayoria
de los transcritos anteriores y los relacionados con el metabolismo del colesterol fueron
regulados a la baja por el consumo de HFHF en la semana 21, que mostr6 en cambio un
aumento significativo del factor de transcripcion Pparg y del transcrito Gek asociado al
metabolismo de la glucosa. El envejecimiento mostré una accion diferencial en los
grupos SD o HFHF. En el primero, se produjo una regulacion a la baja de los factores de
transcripcion y una marcada regulacion al alza de los genes relacionados con el
metabolismo del colesterol, la acumulacion de grasa hepatica y la sintesis lipidos y
acidos grasos. Por el contrario, el envejecimiento reguld a la baja la mayoria de los
transcritos relacionados con la lipogénesis en la intervencion HFHF, con la excepcion de

Gck, que fue aumentado.

La expresion génica de los transcritos lipoliticos Cptla y Cyp7al fue
significativamente regulada a la baja por el tratamiento dietético tanto en la induccion
de la obesidad a medio como a largo plazo (Tabla 26C), mientras que Crot no se vio
afectada a las 13 semanas y mostré una regulacion al alza significativa en la semana 21.
No se encontrd ningin efecto importante para el factor de transcripcion Ppara. La
duracion del periodo experimental también afect6 a la expresion génica tanto en el
grupo control como en el obesogénico; en el primero, se observd un aumento
significativo de la expresion del factor de transcripcion Ppara, mientras que ocurrio lo
contrario con la expresion de Crot, Cptla y Cyp7al. Se observaron efectos similares en

los grupos obesogénicos.

Los resultados de la expresion génica de las enzimas antioxidantes y

detoxificantes estan marcados por dos tendencias diferentes. En primer lugar, una
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interaccion significativa entre DIO y la duracion del periodo experimental caracterizo la
expresion de Akr7a3 o Sodl que fueron significativamente regulados al alza por DIO en la
semana 13, pero significativamente regulados a la baja por este mismo tratamiento en la
semana 21 (Tabla 26D). En segundo lugar, se observo un efecto constante del tratamiento
dietético a lo largo del periodo experimental para la expresion de Gpx (regulada al alza) o
Ucp2 (regulada a la baja). Solo se observo un claro efecto de envejecimiento en los grupos
SD y HFHF para la expresion del factor de transcripcion Nfe212 y para Sodl, que fueron
menores en la semana 21 frente a la 13. La expresion de los transcritos Akr7a3 y Nqol no
se vio afectada por la duracion del periodo experimental en los grupos SD control, pero

mostro una regulacion a la baja significativa en los animales obesos.

4.4.1.11 Actividades enzimaticas antioxidantes en higado

Los efectos del tratamiento dietético y la duracion del periodo experimental
sobre las actividades de las enzimas antioxidantes y desintoxicantes hepaticas se
muestran en la Tabla 27. DIO tuvo un efecto significativo durante todo el periodo
experimental en las actividades catalasa (CAT), superoxido dismutasa dependiente de
Mn (Mn-SOD), glutation S-transferasa (GST) y NADH:Quinona reductasa (QR). CAT y
GST aumentaron con el tratamiento HFHF, mientras que se observo la accion opuesta
para las actividades Mn-SOD y QR. Cuando se estudio el efecto en el grupo experimental
HFHF desde la semana 13 a la 21 se observo un descenso significativo en las actividades
de Cu/Zn-SOD, Mn-SOD y GPX. En cuanto a las interacciones dieta x tiempo, se
derivaron ya sea de una accion diferencial (aumento o disminuciéon de la actividad
enzimatica) del tratamiento dietético a las 13 o 21 semanas, como es el caso de Cu/Zn
SOD y GPX, o de la mayor fuerza del tratamiento dietético en una etapa concreta, como
por ejemplo con las actividades CAT y QR. El anélisis de correlacion de Pearson entre la
expresion del gen de la enzima antioxidante o del transcrito y la actividad enzimatica se
presenta en la Tabla 28. Se encontraron correlaciones positivas entre la expresion génica
y la actividad enzimatica para Sodl y Nqol, mientras que no se encontr6 correlacion
entre la expresion y la actividad de la enzima glutation peroxidasa. Los resultados del
analisis del transcriptoma denotaron una alta correlacion positiva entre la actividad de
GST vy la expresion de varios genes funcionales de Gst, entre los que Gstml fue de

especial relevancia. Se encontr6é una correlacion mas débil entre la actividad de Mn-SOD
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y la expresion de Sod2, mientras que no se encontro correlacion entre la expresion

génica y la actividad de la catalasa.
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Tabla 26A. Influencia del tratamiento dietético y la duracion del periodo experimental en la expresion hepatica de transcritos relacionados con
la estructura celular.

SD1 vs HFHF1 SD1 vs SD2 SD2 vs HFHF2 HFHF1 vs HFHF2
Funcion Gen SD1 HFHF1 »p SD1 SD2 P SD2 HFHF2 p HFHF1 HFHF2 p
w = EE - DI EE v Toow
anatémica Psmb9 o o159 om0 P 013 omn I 009 o005 001
o WD U e WU g 0 W om g
L L Sl L O T T
T U O A
R L D L D . R
i MO g M 0 g M By 0 g

T O R N AN PR U
Tmes g M0 M gy M U M 00, e om g,

w00 OE gy MO0 g W A W o

Analisis qRT-PCR de Mmp15, Metaloproteinasa de matriz-15; Psmb9, Subunidad beta tipo 9 del proteasoma; Col26al, Cadena de colageno alfa-1(XXVI); Cdknla, Inhibidor
1 de la cinasa dependiente de ciclina; Gadd45a, Proteina alfa inducible por dafno al ADN y detencion del crecimiento; Gdf15, factor de crecimiento/diferenciacion 15;
Myc, proteina protooncogénica Myc; Abcg5, cassette de union a ATP subfamilia G miembro 5; Slc2a2, familia de transportadores de solutos 2, transportador facilitado
de glucosa miembro 2; Slc34a2, proteina transportadora de fosfato dependiente de sodio 2B. Los datos corresponden a la media + EEM de la tasa de cambio de 8 ratas.
SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y
fructosa durante 21 semanas.
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Tabla 26B. Influencia del tratamiento dietético y la duracion del periodo experimental en la expresion hepatica de transcritos relacionados con

el metabolismo lipidico y glucidico.

SD1 vs HFHF1 SD1 vs SD2 SD2 vs HFHF2 HFHF1 vs HFHF2
Funcién Gen SD1  HFHF1 p SD1 SD2  p SD2  HFHF2 p HFHFI HFHF2 p
R I S

iy e W g W 00 mee w2, Mo te

o B0 LBT L eT emE e owe s ome
e W0 DB L B g o 0E g e 2,
w1000 1 e Bie gy Mo 0N g e o0

e oo IS 0 g, T D g e s gy et

I A
R N A N

lipid;:a};j:idos Fasn gggi g‘z}ii <001 gggi g"igi <001 ngi 8:3? <001 g%%i 8:%)4; <001

M0 S g L S g W oM g W ome
Tl e W0 S g M Mes L, W obo o, mer o

Analisis qRT-PCR de Srebfl, factor de transcripcion de union al elemento regulador de esteroles 1; Pparg, receptor gamma activado por proliferador de peroxisomas;
Cyplal, citocromo P450 1Al; Cypla2, colesterol 25-hidroxilasa; Hmgcr, 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa; Gck, hexoquinasa-4; Pnpla3, proteina 3 que
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contiene dominio fosfolipasa similar a patatina; Agpat3, 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa gamma; Fasn, acido graso sintasa; Scdl, estearoil-CoA desaturasa-1y
Fabp5, proteina fijadora de acidos grasos 5. Los datos corresponden a la media + EEM de la tasa de cambio de 8 ratas. SD], dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1,
dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.

Tabla 26C. Influencia del tratamiento dietético y la duracion del periodo experimental en la expresion hepatica de transcritos relacionados con

la accion lipolitica.

SD1 vs HFHF1 SD1 vs SD2 SD2 vs HFHF2 HFHF1 vs HFHF2
Funcion SD1 HFHF1 p SD1 SD2 P SD2 HFHF2 p HFHFI HFHF2 p
Factor de 100+ 119+ 100+ 198+ 100+ 091+ 100+ 152+
transcripcion 0.11 0.53 733 0.11 0.19 <001 0.09 0.08 A87 0.45 0.14 287
., 100+ 067+ 100+ 057+ 100+ 070+ 100+ 059+
B;‘:‘;‘:&‘)‘:‘ 0.08 0.05 004 0.08 0.04 <001 407 0.09 02 0.08 0.08 003
s 100+ 119+ 204 100+ 058+ oo 100+ 296+ o 100+ 145+
g 0.10 0.15 ’ 0.10 0.09 ’ 0.15 0.47 ’ 0.13 0.23 ’
C°f;fie;:1 a 100+ 030 .o 100+ 036+ o 100+ 020 o 100 024+ o
Pl 0.34 0.03 ’ 0.34 0.07 ’ 0.19 0.03 : 0.11 0.04 :

Analisis qRT-PCR de Ppara, receptor alfa activado por proliferador de peroxisomas, Cptla, carnitina palmitoil transferasa 1A; Crot, carnitina O-octanoiltransferasa
peroxisomal y Cyp7al, colesterol 7 alfa-hidroxilasa. Los datos corresponden a la media + EEM de la tasa de cambio de 8 ratas. SD1, dieta estandar durante 13 semanas;
HFHF], dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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Tabla 26D. Influencia del tratamiento dietético y la duracién del periodo experimental en la expresion hepatica de transcritos relacionados con

la accion antioxidante y detoxificante.

SD1 vs HFHF1 SD1vs SD2 SD2 vs HFHF2 HFHF1 vs HFHF2

Funcion Gen SD1 HFHF1 »p SD1 SD2 P SD2 HFHF2 p HFHF1 HFHF2 p
B I A
o W0 e 0T w0 S a0 0
eI S SO S 5 ST S SRS R S
w00 U o 00 AT MO0 0N g 019

heovidad AT G gpyt 00 g gog B gt oGt 08 gg” ggy <00l
I S I R S

Andlisis qRT-PCR de Nfe2l2, factor nuclear eritroide 2 tipo2; GPXIl, glutatiéon peroxidasa 1; SODI, superdxido dismutasa [Cu-Zn]; Ucp2, proteina desacopladora
mitocondrial 2; Akr7a3, aflatoxina Bl aldo-ceto reductasa miembro 3 y Nqol, NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1. Los datos corresponden a la media + EEM de la tasa
de cambio de 8 ratas. SD1, dieta estindar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estdndar durante 21 semanas;
HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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Tabla 27. Actividad hepatica de enzimas antioxidantes y desintoxicantes.

Efecto Efecto Efecto
Funcion Enzima SD1 HFHF1 SD2 HFHF2 R? EEM . . Dieta x
Dieta tiempo .
Tiempo
CAT 7.8 A 19.3D 11.8 B 14.7C 0.74 0.87 <.001 =.770 <.001
(UAE /min‘mg prot) ' ' ' ' ' ' p=- p= p=-
GPx
(nmol NADPH/min‘mg  144B 14.4 B 13.8 B 95A 0.36 0.91 p=.026 p =.005 p=.027
Actividad rot
tioxidant P )
antioxidante
Mn-SOD 30.5
(UAE /min-mg prot) AB 48.0C 37.5B 28.1A 0.55 2.44 p =.109 p=.013 p <.001
Cu/Zn-SOD 1433.3 _ _ _
(UAE /min-mg prot) B 1365.6 B 1175.3 AB 898.6 A 0.36 86.0 p=.014 p=.001 p=.558
GST
. 708.3A  9584B 720.4 A 813.4 AB 0.27 52.48 p=.003 p=.216 p=.146
Actividad (UAE /min-mg prot)
detoxificante QR
(UAE/min-mg prot) 198.4 B 182.6 B 2172 B 106.4 A 0.35 18.93 p=.002 p =141 p=.018

Los datos corresponden a la media de 8 ratas. A-C medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). R? coeficiente de
determinacion; EEM, error estindar de la media agrupada. CAT, catalasa; SOD, superdxido dismutasa; GPx, glutation peroxidasa; GST, glutation S-transferasa; QR,
NADH:Quinona Reductasa. SD1, dieta estdndar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estdndar durante 21 semanas;
HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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Tabla 28. Correlacion de Pearson entre la expresion de genes o transcritos y la actividad enzimatica.

Coeficiente de Pearson  p
Mn-SOD (Actividad enzimatica-expresion transcrito) 0.448 .028
Cu/Zn-SOD (Actividad enzimatica-expresion génica) 0.500 .004
GST (Actividad enzimatica-expresion transcrito) 0.557 .005
QR (Actividad enzimatica-expresion génica) 0.575 .001

SOD, superoéxido dismutasa; GST, glutation transferasa; QR: NADH:Quinona Reductasa.
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4.4.1.12 Analisis microbiologico del contenido cecal

El analisis de abundancia relativa al nivel de filo y género se representa en la
Figura 33. Se observo que el filo mayoritario en todos los grupos (>50 %) fue Firmicutes,
y especialmente en el grupo que consumié una dieta estandar durante 21 semanas;
seguido de Verrucomicrobia (40 %) y en mucha menor medida Actinobacteria (5 %). No
se observaron bacterias pertenecientes al filo Bacteroidetes en los grupos
experimentales que consumieron una dieta alta en grasa y fructosa independientemente
del periodo experimental. Los géneros mayoritarios en todos los grupos fueron
Akkermansia (40 %) y Romboutsia (20 %). El consumo de una dieta alta en grasa y
fructosa durante 13 semanas en comparacion con una dieta estandar indujo un aumento
remarcable en la poblacion del género Clostridium sensu stricto 1 y un aumento menor
en Ruminococcus y Roseburia a expensas de disminuir Christensenellaceae R7 group y
otros géneros minoritarios. Al aumentar el periodo experimental en el grupo que
consumi6 una dieta hipercalorica disminuy6 el namero de especies pertenecientes al
género Clostridium sensu stricto 1 y Rombutsia, mientras que aparecieron mas especies
que no fueron posibles identificar. En el caso del consumo de una dieta estandar el
aumento del periodo experimental disminuy6 el nimero de especies pertenecientes al
género Akkermansia y Romboutsia y aumento el de Ruminococcus y el de otros géneros

minoritarios y sin identificar.

La diversidad beta se muestra en la Figura 34, representandose mediante la
distancia de Jaccard, que mide el grado de similitud entre grupos considerando la
ausencia o presencia de comunidades microbianas. Se manifesté una marcada diferencia
entre las comunidades microbianas presentes en los cuatro grupos experimentales. La
diversidad beta también se midi6 mediante la distancia de Bray-Curtis (Figura 34B), que
en este caso mide el grado de similitud considerando la abundancia relativa de las
comunidades microbianas presentes; y se observd una homogeneidad de las
comunidades microbianas presentes entre grupos, a excepcion del grupo SD2.
Finalmente, se representa mediante un diagrama de Venn (Figura 35) las similitudes
entre grupos a nivel de comunidades. Las agrupaciones mas cercanas se producen en
funcion del tipo de dieta consumido y el periodo experimental empleado. Se conservan

90 comunidades entre los 4 grupos experimentales.
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Figura 33. Abundancia relativa en el contenido cecal a nivel de (A) filo y (B) género entre los
diferentes grupos experimentales. SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y
fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa
durante 21 semanas.
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Figura 34. Diversidad beta de la microbiota del contenido cecal entre los grupos experimentales, representada
mediante (A) distanciade Jaccard y (B) distancia de Bray-Curtis. SD1, dieta estandar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en
grasa y fructosa durante 13 semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante

21 semanas.
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Figura 35. Diagrama de Venn de las diferentes comunidades microbianas presentes en los grupos
experimentales. SD1, dieta estindar durante 13 semanas; HFHF1, dieta alta en grasa y fructosa durante 13
semanas; SD2, dieta estandar durante 21 semanas; HFHF2, dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas.
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44.2 Fase 2: Tratamiento de la obesidad mediante combinacion del

nutracéutico y HIIT

4.4.2.1 Ingesta y peso corporal

El efecto de las distintas intervenciones de restriccion calorica, inclusion del
nutracéutico en la dieta, protocolo de entrenamiento intervalico de alta intensidad
(HIIT) y la administracion de la semaglutida sobre la ingesta de comida, liquido, de
calorias y peso de los animales se muestra en la Figura 36A-D. Durante las primeras 8
semanas de induccion de la obesidad el consumo de dieta estandar (SD) fue superior al
de una dieta alta en grasa y fructosa (HF) (Figura 36A), mientras que el liquido
consumido fue similar (Figura 36B). A partir de la semana 9 se observé una marcada
diferencia, descendiendo el consumo de alimento por parte del grupo HF, mientras que
aumento el consumo de liquido en este mismo grupo y descendio en el grupo SD. La
implementacion de las distintas intervenciones no produjo grandes cambios en cuanto a
ingesta de alimento o liquido se refiere, a excepcion de la administracion de
semaglutida, que redujo la ingesta en relacion al resto de intervenciones. Los grupos de
animales a los que se les aplicO tnicamente una restriccion calorica (HF/SD) o
unicamente se les incluyo el nutracéutico en la dieta (HF/NT) tuvieron una ingesta
similar al grupo SD. La combinacion de estas intervenciones junto al protocolo de
entrenamiento intervalico de alta intensidad (HF/EX o HF /NEX) produjo un descenso en
el consumo de alimento por parte de los animales, mas acusado al comienzo de su
implementacion y asemejandose al del grupo SD con el avance del periodo experimental.
La misma tendencia, pero de forma mas marcada, se observo en los grupos de animales
a los que se les inyect6 de forma subcutanea, una vez a la semana, semaglutida y
agravandose el efecto al combinarlo con HIIT. La ingesta de liquido fue similar al grupo
SD independientemente de la intervencion. La ingesta calorica, por tanto, fue superior
en el grupo HF durante todo el periodo experimental, y en los grupos tratados siguio la
misma tendencia que para la ingesta de alimento (Figura 36C). Las diferencias
comentadas condujeron a una mayor ganancia de peso corporal en el grupo HF (Figura
36D) y se observo que la intervencion que mas redujo el peso fue la administraciéon de
semaglutida (HF/S y HF/SE), alcanzando el peso final del grupo SD, seguida del
protocolo de HIIT (HF/EX y HF/NEX) y, finalmente, la restriccion de calorica (HF/SD y
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HF/NT). No se observo un efecto diferencial al incluir el nutracéutico en la dieta en

comparacion con la simple dieta estandar.
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Figura 36. Efecto de las intervenciones sobre la ingesta de alimentos (gramos por rata y dia, Figura
36A), liquidos (agua o solucion de fructosa al 20%, gramos por rata y dia, Figura 36B) o calorias (Kcal por
rata y dia, Figura 36C), y el aumento de peso corporal (gramos, Figura 36D) de las ratas Sprague-Dawley.
Para diferenciar mejor los resultados, en los graficos so6lo se incluyen las semanas mas representativas del
periodo experimental. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16
semanas; HE/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estindar durante 8 semanas;
HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta
intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8
semanas. Los puntos y las barras representan la media y el EEM, respectivamente (n = 8).

4.4.2.2 Analisis de la composicion corporal

El efecto de las distintas intervenciones sobre la composicion corporal se
representa en la Tabla 29. Los animales que consumieron una dieta alta en grasa y
fructosa durante todo el periodo experimental presentaron el peso final mas elevado,
difiriendo significativamente de los animales que consumieron una dieta estandar.
Ademas, todas las intervenciones aplicadas sobre los animales obesos redujeron
significativamente el peso final (ver seccion 4.4.2.1). La realizacion de un protocolo de
entrenamiento fue la intervencion mas efectiva, asi como, la administracion de la
semaglutida, y especialmente la combinacion de ambas. Esta misma tendencia se

observo en la masa grasa, tanto en porcentaje como peso final.

La masa magra y agua total no difirieron significativamente entre las
intervenciones y el grupo HF, aunque si hubo diferencias significativas entre las propias
intervenciones. Sin embargo, al focalizarnos en el porcentaje de masa magra y agua total
se observo que todas las intervenciones aumentaron significativamente el porcentaje de

masa magra y redujeron el de agua total hasta valores similares al grupo SD.

Los indices antropomeétricos, IMC e indice de Lee, fueron estadisticamente
superiores en el grupo HF en comparacion con el resto de grupos experimentales. Las
intervenciones aplicadas redujeron significativamente ambos indices, especialmente la
administracion de semaglutida combinado o no con un protocolo de HIIT. La
implementacion de este protocolo de HIIT en las demas intervenciones redujo en mayor

medida ambos indices que las mismas intervenciones en animales sedentarios.

4.4.2.3 Pesos de los 6rganos

El consumo de una dieta alta en grasa y fructosa produjo un aumento significativo

en el peso del higado, tejido graso abdominal y epididimal en comparacion con el
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consumo de una dieta estandar (Tabla 30). Las intervenciones mas efectivas para reducir
el peso de estos 6rganos fueron el protocolo intervalico de alta intensidad (HIIT) y la
administracion de semaglutida; y especialmente la combinacion de ambos. Se observo
una tendencia a disminuir el peso de estos 6rganos al combinar el HIIT con restriccion
calorica, con o sin inclusiéon del nutracéutico, mas que dichas intervenciones por si
solas. El peso del corazén no se vio aumentado tras el consumo de una dieta HF en
comparacion con SD; solo la combinacion de HIIT y semaglutida disminuyo
significativamente su peso. Por otro lado, el paso de una dieta alta en grasa y fructosa a
una dieta estandar, con o sin inclusiéon del nutracéutico, y en ausencia o presencia HIIT
condujo a un aumento significativo en el peso del bazo, mientras que la administracion
de la semaglutida lo disminuyo. Un efecto opuesto se produjo en el peso tanto de colon
como ciego, aumentando sus pesos en los grupos que incluian semaglutida en
comparacion con el grupo HF, mientras que con el resto de las intervenciones
disminuian (colon) o se mantenian constantes (ciego) en comparacion con el grupo HF.
No se observaron efectos significativos de las intervenciones en cuanto al peso del rifién
y encéfalo en comparacion con el grupo HF, pero si que hubo diferencias entre grupos.
En el rin6n, se observé un mayor peso en el grupo HF/EX en comparacion con SD,
HF/SD y HF/NT; mientras que el peso del encéfalo de SD, HF/S y HF/SE fue superior

que en comparacion con HF/SD.
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Tabla 29. Efecto de las intervenciones sobre la composicién corporal.

SD HF HF/SD HF /EX HF /NT HF /NEX HF/S HF /SE
Peso (g) 5594 +145A  737.4+211D 649‘7]33 B2 5936+256a 0819 é 1622 596'1113 970 5702+207A 5438+192A
Masa grasa (g) 81";;2'02 1924 +117D  987+19.8BC 66.3+948AB 1151+ 6.41C 86"2;5'72 661+ 916 AB  542+117A
Masa grasa (%) 129+115AB  346:353C 149:288AB 1.0:148AB  17.0+1.08B 144+135AB  114+151AB  9.89:194A
Masamagra . . o, .  4993+128  5050+161 4664105  52394¢174  4721+109 469.5+16.3 4594 +18.1
@) BCD CD ABC D ABC ABC AB
Mas“(‘;:;agra 81'83Bicg'02 68.02+229A 7811:322B 7911+2.05BC 7676 +115B 7914142 BC 8248 +141BC 84.54+188C
Aguatotal (§) 3619:1.3A 410.6:9.71BC 4171+134BC 3857+ 855AB 4304+137C 389.9:101AB 386.7+13.3 AB 380'% 148
Aguatotal (%) 642:336A  727+322B  645:273A  654+166A  631:098A 653:130A  68.0:123AB  69.9 163 AB
IMC (kg/m?)  7.34:021AB 897+ 028D 7.83:024BC 7.26+024AB 824+0.08C 775:010ABC  711:022A  712:024A
indice de Lee 272+0.02AB  2.95+ 0.03E 2‘825D0'03 275+0.03AB  2.87+0.01D 278+0.01BC 272+0.03AB 270+0.03A
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Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-E medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). SD, dieta estandar
durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8
semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF /NT,
dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutinea de
semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8
semanas.
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Tabla 30. Efecto de las intervenciones sobre los pesos de los 6rganos.

g/ 1(;?a§rr:asa SD HF HF/SD HF /EX HF /NT HF /NEX HF/S HF /SE
, 3.34 + 0.07
Higado 3.06+021AB  372+011C 320+021AB 3.04+0I12AB 343+013BC  3.09 + 0.11 AB \BC 294+011A
Rifion 033+0.00A 036+0.01AB 034+0.01A 038+0.02B 034+001A 037+0.01AB 0.36+0.01AB 0.35+0.01AB
, 0.34 + 0.01 0.37 + 0.01 0.35 + 0.01 0.35 + 0.01
Corazén ABC BCD ABC 0.39+0.01D 0.37+0.01CD BC 0.34+0.01AB  0.33+0.01A
0.18 + 0.01 0.20 + 0.01 0.19 + 0.01
Bazo 017+ 0.01 AB D 021+0.01E  0.21+0.01DE CDE BCDE 017+ 0.01BC 015+ 0.01A
Ciego 016+0.01BC 014+0.01AB 013+0.01A  013+0.01A  013+0.01A 016+0.01BC 020+0.02D 0.9+ 0.01CD
Colon 028 +0.01BC 0.30+0.01CD 025+001AB 026+0.02BC 022+0.01A 024+0.01AB 028+0.01BC 0.32+0.01D
Encéfalo 048+0.01B 045+0.01AB 044+002A 047+0.01AB 045+0.01AB 047+0.01AB 049+001B  0.49+0.01B
Tejidograso (o, (34pc  732:062D 455+080BC 02044 o) 038C 424+042BC 3.06+038AB 240 +023A
abdominal ABC
Tejido graso  2.37+0.21 2.32+0.28 238+ 0.14
o sididimal ABC 418+036D 299+ 0.54 BC ABC 315+ 0.26 C BC 205+024AB 190 +0.34 A

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-E medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). SD, dieta estandar
durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF /SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estdndar durante 8
semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF /NT,
dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea de
semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutinea de semaglutida y HIIT durante 8
semanas.
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4.4.2.4 Digestibilidad in vitro en discontinuo de dietas experimentales

La digestibilidad in vitro en discontinuo de las dietas experimentales se
determino utilizando el método in vitro de Miller et al. (205) modificado por Porres et al.
(206) (Figura 37). La dieta estandar que incluia a la formulacion nutracettica present6 un
porcentaje de dializabilidad significativamente mayor que las dietas experimentales

estandar y alta en grasa.
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Figura 37. Porcentaje de dializabilidad de las dietas experimentales. SD, estandar; HF, alta en grasa;
SD+NT, estandar con inclusiéon del nutracéutico.

4.4.2.5 Capacidad aerobica

El efecto de las intervenciones sobre la capacidad aerobia y rendimiento fisico de
ratas Sprague-Dawley se recoge en la Tabla 31. El volumen maximo de oxigeno
consumido (VO, max.) fue similar en los animales sedentarios independientemente del
tipo de dieta consumido, a excepcion de HF/SD que si que fue superior a HF. Los
animales sometidos a un protocolo de entrenamiento intervalico de alta intensidad
(HIIT) presentaron los mayores niveles de VO, max., aunque en el grupo HF/EX no se
observaron diferencias significativas. Las diferencias entre animales sedentarios y
ejercitados fueron mas notorias en la velocidad maxima (Vma) alcanza, distancia
recorrida y duracion del protocolo. Los animales que realizaron el protocolo de HIIT
presentaron los mayores valores en todos parametros anteriores, especialmente si el
ejercicio fisico se combind con una dieta estandar con inclusion del nutracéutico o la

administracion de semaglutida. El consumo de una dieta estandar produjo un aumento
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significativo en estos parametros en comparacion con el consumo de una dieta alta en
grasa y fructosa. Sin embargo, las intervenciones que no incluian el protocolo de HIIT no
produjeron diferencias significativas en comparacion con el grupo obeso inicial, a
excepcion de la administracion farmacologica. Finalmente, el coeficiente respiratorio
(RQ) fue similar en el grupo de ratas HF y en todos los grupos tras las distintas
intervenciones, con una tendencia a disminuir en estas ultimas. Esta disminucion dio
lugar a una diferencia significativa en este parametro entre el grupo SD y, en general, los

grupos tras las intervenciones.
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Tabla 31. Efecto de las intervenciones sobre la capacidad aerébica.

HF /SD HF /EX HF /NT HF /NEX HF/S HF /SE

SD HF
VO, max.

(L minkg 1EIATAB 43652494
Vmax(cm/s) 609+152BC 50120 A
Voma /1008 1L 030pc 6.04+0.81A

peso corporal

Distancia 20798.6 +  13511.8 +719.3
(cm) 1090.1 BC A
Duracion .\, g31pc  121:024A
(min)
RQ 1+0.01B  0.95+0.02 AB

58.7+2.6B 50.6 £6.18 AB  52.9 +3.24 AB 709+57C 43.5+2.36 A 71.3+£7.64C

524 +2.44 A 65+343C 544 +158AB 756+327D 62.6+4.52BC 76 +2.48 D

788+053A 109+082BC 777+023A 126+0.67CD 102+111B 1342+ 0.75D

13685.9 + 24157.9 + 16191.5 + 978.4 33203.3 = 22840 = 333124 +
2410.5 A 24427 C AB 2749.7D 3932.9 BC 2314.6 D

122+ 048 A 148+069C 129+031AB 17.2+0.65D 146+09C 17.2+0.51D

1+0.03B 0.93+0.03A 0.94+0.01A 0.91+0.02A 0.95+0.01AB 09+0.01A

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-D medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). VO2 max, volumen
maximo de oxigeno consumido; Vmax, velocidad maxima; RQ, coeficiente respiratorio. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa
durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estindar con nutracéutico y HIIT durante 8
semanas; HF/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyecciéon subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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4.4.2.6 Prueba de tolerancia a una sobrecarga oral de glucosa

En la Gltima semana del periodo experimental los animales se sometieron a una
prueba de tolerancia oral de glucosa. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
38A. Los animales que consumieron la dieta alta en grasa y fructosa presentaron valores
mayores de glucosa plasmatica a lo largo de la prueba que los que consumieron una
dieta estandar. Ademas, se observo un efecto positivo con las intervenciones aplicadas.
Tras realizar la prueba, los resultados fueron finalmente expresados y representados
como el area bajo la curva (AUC) de cada uno de los grupos experimentales (Figura 38B).
La realizacion de ejercicio fisico en HF/EX y HF/NEX no provoc6 cambios significativos
en comparacion con el grupo HF, aunque, los menores valores de AUC se encontraron al
combinar la semaglutida con el protocolo HIIT (HF/SE), ademas, de en el grupo que
incluy6 el nutracéutico en la dieta (HF/NT). La restriccion calorica y la administracion
de semaglutida por si solas lograron disminuir el AUC en comparaciéon con el grupo HF,
alcanzando valores similares al grupo que consumié exclusivamente una dieta estandar

durante todo el periodo experimental.
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Figura 38. Efecto de las distintas intervenciones sobre (A) prueba de tolerancia oral a una
sobrecarga de glucosa y (B) sobre el area bajo la curva (AUC) de la prueba de tolerancia oral a una sobrecarga
de glucosa. La concentracion sanguinea de glucosa fue determinada antes y tras 15, 30, 60, 90 y 120 min de
la sobrecarga oral de glucosa. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa
durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8
semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento
intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estdndar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estdndar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HE/S, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccién subcutanea de semaglutida durante 8 semanas;
HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyecciéon subcutanea de
semaglutida y HIIT durante 8 semanas. Las columnas o puntos y las barras representan la media y el EEM,
respectivamente (n = 8). Los valores dentro de cada tratamiento seguidos de letras distintas son
significativamente diferentes significativamente (p < .05).

199



44.2.7 Parametros hematicos

Se observo un aumento significativo del nimero total de glébulos blancos (WBC)
tras consumir una dieta alta en grasa y fructosa en comparacion con el consumo de una
dieta estandar (Tabla 32). Sin embargo, no hubo diferencias significativas tras aplicar las
intervenciones en el grupo obeso, aunque si que se observo una tendencia a descender
dichos niveles. La implementacion de las distintas intervenciones produjo un leve
descenso en los niveles de hemoglobina (HGB) y en la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (MCHC), asi como un leve ascenso en el volumen corpuscular medio
(MCV) en comparacion con el grupo obeso. El numero total de plaquetas (PLT) aumento
significativamente en HF/SD y HF/NEX y la amplitud de distribucion eritrocitaria (RDW)
en HF/SE en comparacion con el grupo obeso. Por otro lado, se observo exclusivamente
una disminucion significativa en los niveles de hemoglobina corpuscular media (MCH)
en el grupo HF/NEX en comparacion con HF. No hubo diferencias entre los grupos

experimentales en ntmero total de globulos rojos (RBC) y el hematocrito (HCT).
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Tabla 32. Efecto de las intervenciones sobre parametros hematicos determinados.

SD HF HF /SD HF /EX HF /NT HF /NEX HF /S HF /SE

(xl‘gi"licuL) 198+024A  373+022B  341+031B 284+046AB 2.89+043AB 272+0.36AB 259+0.38AB 259+ 0.48 AB
(XII;‘]?/C}.[L) 792+0.32A  817+036A  793+011A  767+036A 759+0.07A 775+031A  7.88+012A  7.62+0.23A
HGB (g/dL) 155+0.60BC 158+ 0.52C 14‘1%8 18 141+0.65A 144+0.07AB 139+035A 151+016 ABC 14.5+0.27 AB
HCT (%) 392+134A  398+101A  418+057A  413+115A  402+014A  419+145A  418+0.66A  39.8+133A
PLT (x10°/ul) 605.0+525A 6259 %607 A 1,025.3; 1975 oo 6ol 729.2A iB 54.2 1,057.9B¢ 161.3 850.;: E 80.7 860.1 E 78.9
MCYV (fL) 511+050AB  50.0+0.65A 528+021B 51.8+105AB 531+040B  523+042B  531+074B  522+0.81B
MCH (pL) 19.6+010C 194+028BC 186+0.16 AB 184+ 041AB 191+022BC 17.9+049A 191+020BC 19.10.55BC
MCHC (g/dL) 384+038C  387+011C 353+021AB 354+020AB 360+023B 342+086A 361+046B  36.6+118B
RDW (%) 15'%58'19 15'%8'19 148+014A  147+037A  146+038A 150+031AB 163+047CD 167+0.48D

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-D medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). WBC, nimero
total de globulos blancos (x10% /uL); RBC, nimero total de globulos rojos (x108 /uL); HGB, hemoglobina (g/dL); HCT, % volumen de sangre ocupado por glébulos rojos
(hematocrito); PLT, namero total de plaquetas ((x103/uL); MCV, volumen corpuscular medio (fL); MCH, hemoglobina corpuscular media (pg); MCHC, concentracion
de hemoglobina corpuscular media (g/dL); RDW, amplitud de distribucion eritrocitaria (%). SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa
durante 16 semanas; HF /SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8
semanas; HF /S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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4.4.2.8 Bioquimica plasmatica
El efecto de las intervenciones sobre los diferentes parametros determinados
relacionados con el metabolismo lipidico, asi como marcadores de riesgo cardiovascular

y enzimas plasmaticas relacionadas con dafio hepatico se muestran en la Tabla 33.

En cuanto a los parametros relacionados con el metabolismo lipidico, se observo
un aumento muy pronunciado en los niveles de triglicéridos tras el consumo de una
dieta alta en grasa y fructosa en comparacién con el consumo de una dieta estandar.
Todas las intervenciones implementadas descendieron significativamente los niveles
triglicéridos, especialmente los grupos que incluyeron la semaglutida. Ademas, la
inclusion del nutracéutico en la dieta produjo un descenso mas pronunciado que la dieta
estandar por si sola. El consumo de una dieta alta en grasa y fructosa también elevo
significativamente los niveles de colesterol en comparacion con el consumo de una dieta
estandar. La restricciéon calorica disminuyé levemente el nivel de colesterol, mientras
que la administracion exclusiva de semaglutida lo aumentd significativamente en
comparacion con el grupo obeso HF. Esta misma tendencia se observo en los niveles de
HDL- y LDL-colesterol. Los niveles de fosfolipidos descendieron tras implementar
exclusivamente una restriccion calorica en comparacion con el grupo HF; no se

observaron diferencias significativas con el resto de intervenciones.

Por otro lado, entre los marcadores de riesgo cardiovascular, los indices
glucemia-triglicéridos, c-no-HDL, y TG/HDL, amentaron tras el consumo de una dieta
alta en grasa y fructosa en comparacion con una dieta estandar. Todas las
intervenciones aplicadas disminuyeron significativamente los indices glucemia-
triglicéridos y TG/HDL, mientras que el indice c-no-HDL solo disminuyo
significativamente tras aplicar exclusivamente una restriccion calorica. No se
observaron diferencias significativas en el indice aterogénico entre los grupos

experimentales.

Las enzimas plasmaticas relacionadas con dafio hepatico (AST, ALT, ALP y LDH)
disminuyeron tras el consumo de una dieta alta en grasa y fructosa en comparacion con
una dieta estandar. Las intervenciones tuvieron efectos diferentes en funciéon de la
enzima analizada. Los niveles de aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina
(ALP) disminuyeron en HF/SE en comparacion con HF, asi como, en HF/EX en el caso de

la ALP. Por otro lado, los niveles de la alanina aminotransferasa (ALT) aumentaron
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significativamente en HF/NEX y HF/S en comparacion con HF. Ademas, se observo una
tendencia a aumentar los niveles de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) con todas

las intervenciones, pero solo resulto significativa tras la administracion de semaglutida.
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Tabla 33. Efecto de las intervenciones sobre parametros plasmaticos determinados.

SD HF HF/SD HF/EX HF/NT HF /NEX HF/S HF /SE
Triglicéridos (mg/dL) 350+2.97A 122.6+238C  753+147B  451+651AB  488+578AB 47.3+502AB  353+195A  35.8+454A
Colesterol (mg /dL) 511+434A 734+537BC 574+621AB  707+335BC 80.0+7.84CD 797+4.66CD 915+534D  771+657CD
341+ 2.29 33.9 + 1.81 34.4 +143
HDL-colesterol (mg/dL)  25.9+147A ABC 28.0 + 6.06 AB BC 405+386C 38.0+2.08C  36.6+149 BC ABC
LDL-colesterol (mg/dL)  3.84:019A 505:0.70AB 435:073AB 579:0.68AB 6.02+111AB 507+106AB 9.80:092C  6.79:0.93B
Fosfolipidos (mg /dL) 1042+864A 1325+958B 1028+829A 1131+580AB 1263+9.18AB 138.8+131B 1282+4.67AB 1195+ 548 AB
AST (U/L) 655+3.88C 564+486B 528+085AB 558+265B  565+351B 53.6+283AB 50.9+172AB  453+162A
ALT (U/L) 213+184BC  17.5+127AB 170 +141AB  132+173A  182+157AB 255+3.00CD 303+274D  18.5+142AB
ALP (U/L) 837+493C 569+592B 53.6+465AB 396+315A 50.7+506AB 514+485AB 50.8+530AB  384+377A
639.6 + 109.82 482.1+47.9 417.9+36.0  4822+47.9 5518 +49.2  426.4+37.8
LDH (U/L) 2 316.4 + 40.6 A \Be 349.8 +43.0 A " BC ae o
indice aterogénico 182+011A  248+026A  192+029A  262+050A 199+0.08A  21+01A  241+0.05A  224+016A
Indice glucemia- 760 +018AB  891+025C  808+023B 7.65+021AB 790+015AB 7.97+022AB  742+0.08A  743+0.16A
triglicéridos
indice no-HDL 222+205A 418+368CD 291+496AB 397+370BC 39.5+442BC 417+361CD  51.9+314D  383+3.97BC
indice TG/HDL 144+013A  489+107B  230+029A 157+035A  140+024A  128+012A  097+0.03A 120+022A

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-E medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). AST, aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; GGT, gamma-glutamiltransferasa; ALP, fosfatasa alcalina; LDH, lactato deshidrogenasa; TG, triglicéridos. SD, dieta
estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar
durante 8 semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8
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semanas; HF /NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccién
subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y
HIIT durante 8 semanas.
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44.2.9 Contenido grasa hepatica total

El consumo de una dieta alta en grasa y fructosa duplico el contenido en grasa

hepatica en comparacion con el consumo de una dieta estandar (Tabla 34). Todas las

intervenciones aplicadas sobre el

grupo obeso fueron efectivas y redujeron

significativamente el contenido en grasa hepatica. La combinaciéon con ejercicio fisico

mostr6 un efecto mayor que las intervenciones individuales, asi mismo se observo que la

inclusion del nutracéutico en la dieta descendi6 el porcentaje de grasa hepatica en

mayor medida que la dieta estandar. Por tltimo, los grupos de animales a los que se les

administr6 la semaglutida presentaron los menores valores de grasa hepatica. Se

observo una relacion directa entre los cambios del peso del higado y los cambios de su

contenido graso (Figura 39).

Tabla 34. Efecto de las intervenciones sobre la grasa hepatica.

SD HF HF/SD HF/EX HF/NT HF/NEX HF/S HF /SE
hSrZ:iia 0.62 + 178 + 134 + 0.94 + 122+ 0.83 + 0.84 + 0.62 +
l:g) 0.04 A 012D 0.05C 0.04 B 0.07C  007AB  0.08B 0.06 A
hgr:tsli . 4662 9.55 + 8.46 + 6.69 + 6.74 + 5.69 + 513 + 458 +
‘(’%) 038A 050D 0.23C 0.30 B 021B  047AB  032A 0.34 A

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-D medias dentro de la misma fila con letras
diferentes difieren significativamente (p < .05). SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en
grasa y fructosa durante 16 semanas; HF /SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar durante 8 semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y
entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S,
dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccién subcutinea de semaglutida
durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion
subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.

206



§4 g BC ABC
o 4- -
g AaB c b AB a A Lo B Higado
§3_ T O Grasa
o ©
o ka g
g2 |dl s 8
3 O
o 1-
o !
1]
2 I
To T T T T -0

QO & L & & & 2 &

S AP RIS

L&

Figura 39. Efecto de las intervenciones sobre el peso del higado (g/100 g peso magro) y la grasa
hepatica (%). Las columnas o puntos y las barras representan la media y el EEM, respectivamente (n = 8). Los
valores dentro de cada tratamiento seguidos de letras distintas son significativamente diferentes (A-C, peso
hepatico; a-c, grasa hepatica) p < .05. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y
fructosa durante 16 semanas; HEF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar
durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estdndar y
entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HE/S, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estindar e inyeccion subcutinea de semaglutida durante 8
semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de
semaglutida y HIIT durante 8 semanas.

44.2.10 Valoracion histoldgica del higado

Los cambios histolégicos hepaticos resultantes de la DIO durante 16 semanas, asi
como los de las diferentes intervenciones dietéticas, farmacologicas y de ejercicio fisico
se describen en Tabla 35 y se observan en la Figura 40. Los animales sometidos al
tratamiento dietético estandar (SD) durante 16 semanas (grupo SD) presentaron
esteatosis hepatica moderada, principalmente microvesicular con un bajo grado de
balonizacion celular y con una inflamacion portal leve-moderada (Figura 41A). Sin
embargo, el consumo de una dieta alta en grasa y fructosa (HFHF) durante 16 semanas
(grupo HF) condujo a una esteatosis hepatica leve-moderada, tanto micro- como
macrovesicular, sin balonizacion celular y con inflamacion portal leve (Figura 41B). Las
intervenciones que incluyeron el cambio de una dieta HFHF a una dieta SD, con o sin
suplementacion del nutracéutico (grupos HE/SD y HF/NT), incrementaron la esteatosis

micro- y macrovesicular; presentando principalmente una esteatosis de tipo
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macrovesicular al suplementarse la dieta con nutracéutico (Figura 41D), y de tipo
microvesicular en ausencia de suplementacion (Figura 41C). Ademas, dichas
intervenciones dietéticas produjeron una inflamaciéon centrolobulillar moderada y una
marcada inflamacién portal, siendo esta moderada en el grupo HF/SD (Figura 41C) y
grave en el grupo HF/NT (Figura 41D). Por otra parte, tanto el consumo de una dieta SD
durante 16 semanas, como el cambio de una dieta HFHF a SD a partir de la semana 8,
indujo una ligera presencia de microgranulomas aislados (Tabla 35), aunque no se
apreciaron dichas estructuras en los grupos que ademas de dieta SD se les administro
semaglutida (grupo HE/S) y en el grupo que incluyo6 ejercicio fisico y suplementacion

con nutracéutico (grupo HE/NEX).

En relacion con las restantes intervenciones, la implementacion de un protocolo
de HIIT en los animales que consumieron las dietas SD con o sin inclusion de
nutracéutico (Figura 41E-F), no tuvo efectos en los parametros estudiados en
comparacion con el grupo HF; aunque si se observd una reduccion de estos a niveles
leves o leves-moderados en comparacion con los mismos grupos que no incluyeron el
protocolo de HIIT (Tabla 35). La Ginica intervenciéon que redujo la esteatosis hepatica en
mayor medida, y a valores inexistentes, fue la inyeccion subcutanea de semaglutida en

ausencia o presencia del protocolo de HIIT (Figura 41G-H).

Finalmente, una de las observaciones destacables, fue la existencia de esteatosis
macrovesicular en forma de columnas o hileras con una disposicion radial en la zona
convexa del 16bulo hepatico estudiado (Figura 42B) en todos los grupos, excepto en los

grupos que incluyeron la administracion de semaglutida (grupos HF/S y HF/SE).

En relacion a la puntuacion de la valoracion de NASH mediante el indice NAS
(Tabla 36), ninguno de los grupos experimentales presento un valor indicativo de NASH.
Asi, los animales alimentados con la dieta SD a lo largo del periodo experimental de 16
semanas presentaron un valor de indice NAS de 2, mientras que en los animales a los que
se indujo la obesidad durante 16 semanas el valor de este indice fue de 1. Por otra parte,
las implementaciones de un cambio de dieta HFHF a SD con o sin inclusion del
nutracéutico (grupos HF/SD y HF/NT) obtuvieron una puntuacion de indice NAS de 1,
en cambio los grupos en los que se implement6 un protocolo de HIIT (grupos HE/EX y
HF/NEX) y/o se administré semaglutida (grupos HF/SE y HE/S) el valor de este indice

se redujo a 0.
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Figura 40. Microfotografias de las alteraciones encontradas en los higados de ratas Sprague-Dawley
de los diferentes grupos experimentales tefiidos con hematoxilina-eosina a un aumento de 200x. (A) Higado
con morfologia normal; (B) higado con esteatosis microvesicular; (C) higado con esteatosis macrovesicular;
(D) higado con microganuloma; (E) higado con infiltrado inflamatorio centrolobulillar; (F) higado con
infiltrado inflamatorio en espacio porta.
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Figura 41. Microfotografias representativas de los higados de las ratas Sprague-Dawley de cada
grupo experimental tefiidas con hematoxilina-eosina a un aumento de 100x. (A) SD, dieta estandar durante
16 semanas; (B) HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; (C) HF/SD, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estindar durante 8 semanas; (D) HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; (E) HF/EX, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8
semanas; (F) HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y
HIIT durante 8 semanas; (G) HE/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e
inyeccion subcutinea de semaglutida durante 8 semanas; (H) HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.

Figura 42. Microfotografias del area convexa de higados de ratas Sprague-Dawley teflidos con
hematoxilina-eosina a un aumento de 40x, donde se aprecia la ausencia (A) o presencia de esteatosis en
forma de hileras con disposicion radial (B).
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Tabla 35. Puntuacién cruzada semicuantitativa de las alteraciones histologicas en los
diferentes grupos experimentales.

SD HF HF/SD HF/EX HF/NT HF/NEX HF/S  HF/SE
Cambio
microvesicular i /* AN -/* * -/ - -
Cambio
macrovesicular i " * A +/HE -/* -/ -
Balonizacion -/+ - -/+ - - - - -
Inflamacion portal +/++ + +/++ + e +/++ +/++ +
Inflamacion
centrolobulillar /7 -/t * -/* * -/* -/+ -/*
Microgranulomas -/+ - -/+ -/+ -/+ - - -/+
Fibrosis - - - - - - _ _

(-) inexistente, (+) leve, (++) leve-moderado, (+++) moderado, (++++) severo, (-/+) entre inexistente y leve, (+/++) entre leve y
leve-moderado. SD, dieta estdndar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF /SD, dieta
alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estindar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF /NT, dieta
alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estdndar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en grasa 'y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccién subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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Tabla 36. Sistema de puntuacion semicuantitativo para evaluar el rango de caracteristicas
histoléogicas de EHNA en higado de ratas Sprague Dawley de los diferentes grupos

experimentales.
. L, . Hf/ | v¥/ | vr/ | vF/ | HF/ | HF/
Item Definicion Puntuacion SD HF SD EX NT | NEX S SE
Grado <5% 0
Baja a media 5%-33% 1
potencia de 33%-66% 2 9 1 1 0 1 0 0 0
afectacion
parenquimatosa >66% 3
por esteatosis
2] Zona 3
8 e s (Centrolobulil 0
= Localizacion 1
P Patrén de ar)
& T Zona 1 1 1 1 1 1 1 0 0
) distribucién . 1
= redominante (Periportal)
p Azonal 2
Panacinar 3
Esteatosis Ausencia 0
microvesicular
Parches Presencia 1 1 ! ! 1 ! 1 0 0
contiguos
., Sin focos
Inflamacién
<2 focos por
lobular 1
Evaluacion campo 200 x
global de todos 2-4 focos por 9 0 0 0 0 0 0 0 0
campo 200 x
los focos
. . >4 focos por
inflamatorios 3
campo 200 x
Microgranuloma Ausencia 0
CZD s
3 Pequenos Presencia 1 1 0 1 1 1 0 0 1
< agregados de
é macrofagos
E Lipogranulomas Ausencia 0
= grandes
Qeneralmente en _ 0 0 0 0 0 0 0 0
areas portales o Presencia 1
adyacentes a
venas centrales
Inflamacion Ninguna o 0
portal minima
Evaluado desde Mayor que 1 ! ! ! 1 ! 1 0 !
bajo aumento minima
Ninguna 0
Pocas células 1
Balonizacion o balonizadas
Degeneracion Muchas 0 0 0 0 0 0 0 0
5 balonaria células /balon 9
e izacion
= prominente
E Ninguno o
g Cuerpos poco 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 acidofilos frecuente
= Muchos 1
O Ninguno o
Z 4
o) Macrofagos poco 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7] pigmentados frecuente
- Muchos 1
Ninguna o
Megamitocondri poco 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a frecuente
Muchas 1
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Cuerpos de Ninguno o
Mallory o poco 0
n hialina frecuente
Q alcohdlica 0] 0 0 0 0 0 0 0
S Visible en
< Muchos 1
. manchas
§ habituales
” Nucleos Ninguno o
g glucogenados o poco 0
& ;
5 Nucl'eo.s frecuente 0 0 0 0 0 0 0 0
glucogénicos
Parches Muchos 1
contiguos
Ninguna 0
Perisinusoidal 1
o periportal
Leve, zona 3,
‘s . 1A
perisinusoidal
Moderada,
n zona 3, 1B
7 perisinusoidal
) Etapa Portal /peripo 0 0 0 0 0 0 0 0
= rtal 1
= Py .
Perisinusoidal
y 2
portal /peripo
rtal
Fibrosis en 3
puente
Cirrosis 4
Puntuacién NAS (Grado de e§tea"u')s1s + Inflamacion 9 1 1 0 1 0 0 0
lobular + Balonizacion) =

SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF /SD, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas
+ dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF /NT, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccién subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en grasa
y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyecciéon subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.

214




4.4.2.11 Expresion génica: mi-ARN

La expresion de mi-ARNSs relacionados con obesidad y NAFLD en higado y tejido
adiposo se muestran en las Tablas 37 y 38. En el higado se observé que el consumo de
una dieta alta en grasa y fructosa aumento6 significativamente la expresion los mi-ARNs
estudiados a excepcién de miR-21. En el caso de este mi-ARN si que se observd una
tendencia biologica aumentar su expresion en el grupo HF, y a descender tras aplicar las
intervenciones, existiendo diferencias significativas entre HF/NT y HF. Respecto a la
expresion de miR-34a, la realizacion de un protocolo de HIIT no fue efectiva, mientras
que el resto de las intervenciones redujo su expresion en comparacion con el grupo
obeso, siendo estadisticamente significativas estas diferencias en los grupos a los que se
les administr6 semaglutida. La realizacion de ejercicio fisico o la administracion de
semaglutida, en ausencia de combinacion, fueron las tUnicas intervenciones que
redujeron significativamente la expresion de miR-122, mientras que solo la

administracion de semaglutida lo hizo en miR-192 en comparacion con el grupo HF.

Al igual que en el higado, en el tejido adiposo el consumo de una dieta alta en
grasa y fructosa aumento significativamente la expresion los mi-ARNs estudiados, a
excepcion de miR-122. En el caso de este mi-ARN no hubo diferencias significativas
entre grupos. Respecto a la expresion de miR-21 tampoco se observaron diferencias
significativas entre el grupo obeso y los grupos tratados, aunque si parecio existir una
tendencia a disminuir su expresion, a excepcion de la administracion con semaglutida
que incluso la aumento. Por otro lado, las intervenciones redujeron significativamente la
expresion de miR-34a y miR-192 en comparacion con grupo obeso, a excepcion de la

administracion de semaglutida (HF/S).
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Tabla 37. Efecto de las intervenciones sobre la expresion de mi-ARNs en higado.

SD HF HF/SD HF/EX HF/NT HF /NEX HF/S HF/SE
miR-21 1.00 £ 0.09 AB 1.09 £ 0.05B 0.90 £ 0.03 AB 0.90 £ 0.07 AB 0.86+0.02 A 0.91+0.03 AB 0.89+0.10 AB 0.96 + 0.08 AB
miR-34a 1.00 £ 0.19 AB 2.35+0.38D 1.81+ 0.35 BCD 225+025CD 171+0.25ABCD 215+ 0.69 CD 0.69+0.05A 1.28 £ 0.26 ABC
miR-122 1.00+0.12 A 1.29+0.06 B 1.05 £ 0.02 AB 1.01+0.08 A 1.13 £ 0.05 AB 1.07+0.04 AB 0.99+0.07A 1.24 + 0.14 AB
miR-192 1.00 £ 0.10 A 1.32+0.10B 1.29+0.03 B 119 £ 0.09 AB 140 £ 0.03 B 144 +0.06 B 1.05+0.05A 141+ 011 B

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-D medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). SD, dieta estandar
durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF /SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8
semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF /NT,
dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estindar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyecciéon subcutanea de
semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyecciéon subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8
semanas.
Tabla 38. Efecto de las intervenciones sobre la expresion de mi-ARNs en tejido adiposo.

SD HF HF/SD HF/EX HF/NT HF /NEX HF/S HF/SE
miR-21 1.00 £ 0.11A 2.45+0.54 BC 1.90 £ 0.59 AB 1.97 £ 0.30 AB 1.50 + 0.38 AB 1.60 + 0.58 AB 3.51+044C 242 £ 0.33 BC
miR-34a 1.00 £ 0.18 A 333+043B 176 £ 0.33 A 140+ 0.22 A 126 £+ 0.31A 142+ 0.41A 279+037B 1.59+0.22 A
miR-122 1.00+0.38 A 0.76 + 0.21 A 0.98+0.36 A 0.28+£0.04 A 1.06 + 0.31A 078+ 0.21 A 1.07+0.30 A 048 £0.12 A
miR-192 1.00 £ 0.10 A 1.92 + 0.33 BC 116 £ 0.21A 0.85+0.14 A 1.27+0.24 A 1.34 £ 0.21 AB 2.04+015C 129+ 0.17A

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-C medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). SD, dieta estandar
durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF /SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estdndar durante 8
semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF /NT,
dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyecciéon subcutanea de
semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutinea de semaglutida y HIIT durante 8
semanas.
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4.4.2.12Expresion génica: OpenArray

La expresion diferencial de los 105 genes de estudio en higado, colon y tejido
adiposo se representa en las Figuras 43-49. Cabe destacar que la expresion de multiples
genes fue dificil de detectar e incluir en el Heatmap, puesto que el tejido adiposo es un

organo de complicada extraccion de ARN y expresion génica (222).

El consumo de una dieta alta en grasa y fructosa durante 21 semanas provoco una
reduccion en la expresion en los genes relacionados con el estrés oxidativo en
comparacion con el consumo de una dieta estandar en el higado. La intervencién mas
eficaz para reducir la expresion de dichos genes en las ratas obesas (Figura 43) tanto en
higado como en tejido adiposo fue la incorporacion del nutracéutico en la dieta
combinado o no con el protocolo de HIIT. El resto de las intervenciones, especialmente,
la administracion de semaglutida aumentd la expresion de algunos genes en
comparacion con el grupo HF. En el caso del colon no hubo una gran diferencia en base
a la eleccion del tipo de dieta SD vs HFHF, por lo que presentan una agrupacion cercana.
Las intervenciones dietéticas y de ejercicio fisico fueron mas efectivas que la

farmacologica, la cual incluso aumento la expresion de ciertos genes.

Respecto al efecto sobre el metabolismo lipidico (mecanismos lipogénicos como
lipoliticos), la incorporacion del nutracéutico y la realizacion de ejercicio fisico actuaron
diferencialmente en general en todos los tejidos. En primer lugar, se observo que el
consumo de una dieta estandar aumentaba los niveles de expresion génica de genes
implicados en la accion lipogénica, principalmente en higado y en tejido adiposo (Figura
44). Por otra parte, todas las intervenciones aplicadas condujeron a niveles de expresion
génica similar en el higado y tejido adiposo, aunque en este ultimo, la intervencion
farmacologica aument6 ligeramente la expresion relativa de genes lipogénicos. Las
diferencias mas acusadas se observaron a nivel del colon donde el nutracéutico y el
protocolo de HIIT disminuyeron la expresion de practicamente la totalidad de los genes
estudiados. Por otro lado, estas mismas intervenciones influyeron positivamente en la
accion lipolitica hepatica (Figura 45). Aunque resultados contrarios se observaron en el
tejido adiposo disminuyendo la expresion de los genes relacionados con la lipolisis. Se
hall6 una segmentacion bien diferenciada a nivel del colon de la expresion génica en
base a las intervenciones aplicadas. La incorporacion del nutracéutico en la dieta

(HF/NT) y la realizacion de un protocolo de HIIT (HE/EX) disminuy6 ligeramente en la
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expresion de genes implicados en vias lipoliticas, mientras que el resto de las

intervenciones regularon al alza su expresion.

En relacion al metabolismo del colesterol (Figura 46), no se observo expresion de
los genes estudiados en el tejido adiposo y escasamente en el colon, donde la expresion
de Hmgcr y Cyplal estaba aumentada y disminuida, respectivamente, en todos los
grupos. En el higado se observé una segmentaciéon bien diferenciada agrupandose
proximamente cada intervencion con su homologa mas ejercicio. La expresion de Hmger
y Cyplal se vio reducida en HF/SD y HF/EX; aumentando ligeramente en HF/S y HF/SE.
La incorporacion del nutracéutico en la dieta provoc6 un aumento de la expresion

hepatica de Cyplal y una disminucién en Hmgcr.

La expresion de los genes relacionados con el metabolismo glucidico (Figura 47)
fue similar en el higado, colon y tejido adiposo en todos los grupos, a excepcion del
grupo que al que se le administr6 semaglutida, en el que la expresion general disminuyo

en el higado y aumento en el colon y tejido adiposo.

Los animales que consumieron una dieta normocalérica durante 16 semanas
presentaban una expresion general aumentada en higado en los genes relacionados con
la inflamacion (Figura 48) en comparacion con una dieta hipercalorica durante el mismo
periodo experimental. En este mismo tejido todas las intervenciones redujeron la
expresion génica; aunque la intervencion menos efectiva fue el cambio a una dieta
normocaldrica en ausencia o en combinacion con ejercicio fisico. En colon y en tejido
adiposo la expresion génica fue similar en todos los grupos, a excepcion del grupo HF/S
en la que los niveles de expresion fueron ligeramente superiores. Destaca el hecho de
que el grupo HF/S se situé mas alejado que el grupo HF en el diagrama Heatmap,

mientras que en el tejido adiposo ambos grupos estaban proximos.

En la Figura 49, se agrupan genes involucrados en distintas funciones celulares.
En cuanto al dano celular (Cdknla y Gadd45a), todas las intervenciones redujeron de
forma general la expresion en los 3 tejidos de estudio, aunque se observo un ligero

aumento de Gadd45a en el tejido adiposo.

Los genes relacionados con la estructura celular anatomica (Mmpl15 y Psmb9) se
encontraban ligeramente aumentados en el higado; la expresion de Psmb9 se encontraba

ligeramente inferior en colon y tejido adiposo a excepcion de en HF/S y HF/SE en el
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primer tejido; en estos mismos grupos y tejido se vio aumentada la expresion de Mmpl5,
y dicho gen sufrié una ligera sobreexpresion en el tejido adiposo en todos los grupos y

especialmente en HF/NT.

Gdf15 y Myc son genes relacionados con la proliferacion celular, la expresion del
primero de ellos fue reducida por todas las intervenciones a excepcion del grupo HF/SE,
donde se vio fuertemente aumentada. El caso contrario se observo en el colon donde la
expresion de este gen fue regulada al alza, especialmente en HF/S. No se observo
expresion en tejido adiposo. Resultados contrarios se obtuvieron en la expresion de Myc,
en el higado los valores de expresion fueron cercanos a los del grupo HF, a excepcion de
HF/EX que aumento6 considerablemente, mientras que en colon disminuy6 su expresion

en todas las intervenciones, menos en HF/S, al igual que en el tejido adiposo.

Finalmente, se analizo la expresion de diferentes genes involucrados en el
transporte de solutos (Abcgd, Rbp4, Slc27a2, Slc27a5, Slc2a2 y Slc34a2). Abcg5, es un
transportador de esteroles y colesterol y solo se expreso en el higado; la inyeccion de
semaglutida disminuy6 su expresion mientras que el protocolo de HIIT lo aument6 en
comparacion con el grupo HF. Rbp4 es un transportador de retinol que se encontrd
ligeramente sobreexpresado en higado y tejido adiposo en todos los grupos, excepto a
los que se les administré semaglutida en el higado. Sin embargo, en el colon disminuyo
su expresion en todos los grupos. Slc27a2 y Slc27a5 estan relacionados con el transporte
de lipidos, ambos genes presentaron una expresion similar en todos los grupos incluido
en grupo HF, a excepcion de los grupos a los que se les administré semaglutida, que
disminuyeron su expresion en Slc27a2 y aumentando en Slc27a5. No se observo
expresion en tejido adiposo de ninguno de los dos genes, y solo una sobreexpresion de
Slc27a2 en colon. Finalmente, Slc34a2 es un transportador de fosfato dependiente de
sodio y sensible al pH, que mostr6 una infraexpresion en el higado y una sobreexpresion

en el colon.
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Figura 43. Representacion mediante Heatmap de la expresion relativa de genes (fold-change) relacionados con el estrés oxidativo en (A) Higado, (B) Colon y (C)
Tejido adiposo. El Heatmap fue generado a partir de los fold-change con respecto al grupo HF. Las casillas en negro indican que no existe amplificacion de ese gen. SD,
dieta estdndar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar
durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas;
HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea
de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyecciéon subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8
semanas.
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Figura 44. Representacion mediante Heatmap de la expresion relativa de genes (fold-change) relacionados con la lipogénesis en (A) Higado, (B) Colon y (C)
Tejido adiposo. El Heatmap fue generado a partir de los fold-change con respecto al grupo HF. Las casillas en negro indican que no existe amplificacion de ese gen. SD,
dieta estdndar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar
durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas;
HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea
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semanas.
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Figura 45. Representacion mediante Heatmap de la expresion relativa de genes (fold-change) relacionados con la lipolisis en (A) Higado, (B) Colon y (C) Tejido
adiposo. El Heatmap fue generado a partir de los fold-change con respecto al grupo HF. Las casillas en negro indican que no existe amplificacion de ese gen. SD, dieta
estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8
semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estdndar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HEF/NT,
dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
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semanas.
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Figura 46. Representacion mediante Heatmap de la expresion relativa de genes (fold-change) relacionados con el metabolismo del colesterol en (A) Higado, (B)
Colon y (C) Tejido adiposo. El Heatmap fue generado a partir de los fold-change con respecto al grupo HF. Las casillas en negro indican que no existe amplificaciéon de
ese gen. SD, dieta estdndar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8
semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estindar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estdndar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion
subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccién subcutanea de semaglutida y HIIT
durante 8 semanas.
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Figura 48. Representacion mediante Heatmap de la expresion relativa de genes (fold-change) relacionados con la inflamacién en (A) Higado, (B) Colon y (C)
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Figura 49. Representacion mediante Heatmap de la expresion relativa de genes (fold-change) relacionados con el dafio celular, estructura celular anatomica,
proliferacion celular y transporte de solutos en (A) Higado, (B) Colon y (C) Tejido adiposo. El Heatmap fue generado a partir de los fold-change con respecto al grupo
HF. Las casillas en negro indican que no existe amplificacion de ese gen. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas;
HE/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar
y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico
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fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutinea de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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4.4.2.13Actividades enzimaticas antioxidantes en higado

El consumo de una dieta alta en grasa y fructosa provoc6d un incremento muy
marcado en la actividad hepatica de enzimas antioxidantes y detoxificantes en
comparacion con el consumo de una dieta estandar (Tabla 39). Por otra parte, los
tratamientos de cambio de dieta con o sin inclusion del nutracéutico redujeron
significativamente la actividad de todas las enzimas antioxidantes, y la implementacion
de un protocolo de HIIT mantuvo esa reduccion, salvo en el valor de glutation
peroxidasa (GPx) que increment6 en el grupo HE/NEX. El efecto del nutracéutico en
animales sedentarios fue especialmente marcado en la reduccion de GPx y superoxido
dismutasa (SOD). Por otro lado, se observé que la administracion de semaglutida
aumento significativamente la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) y Cu/Zn-SOD, y
no tuvo efecto en la Mn-SOD en comparacion con el grupo obeso. La combinacion del
farmaco con el ejercicio fisico dio lugar a una reduccion significativa en todas las
actividades enzimaticas en comparacion con el grupo obeso. La actividad detoxificante
de la enzima glutation S-transferasa se vio reducida significativamente por la accion de
las distintas intervenciones, a excepcion de la administracion de la semaglutida que la
aumento significativamente en comparacion con el grupo obeso, al igual que lo

comentado anteriormente para la actividad CAT y Cu/Zn-SOD.
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Tabla 39. Efecto de las intervenciones sobre la actividad hepatica de enzimas antioxidantes y detoxificantes.

Funcion Enzima SD HF HF/SD HF /EX HF/NT HF /NEX HF/S HF /SE
C.AT 8.51+0.69 A 119+041C 877+ 030 A 7.76 + 0.30 A 8.77+0.53 A 10.5+0.50 B 14.6 £0.35D 9.24 + 0.57 AB
(UAE /min‘mg prot)
GPx
(nmol NADPH /min-mg 465+044A 879+074CD 7.89+0.26C 7.87+0.39C 3.93+024A 104+0.14E 9.14+0.52D 590+0.26 B
Actividad prot)
antioxidante
Mn.—SOD 41.8 £+1.25A 79.1+138E 56.2+112C 50.8+1.65B 46.0 £1.63 A 57.8+172C 71.3+181E 65.1+1.99D
(UAE /min‘mg prot)
Cu/Zn—SOD 267.2+149AB 4029x19.0D 3699 £11.0 265.7+11.7AB 3075+33.0B 2263+6.94A 4804+11.82E 3569+157C
(UAE /min‘mg prot) CD
Actl.v¥dad GST 566.1£453A 966.5+344C 662.1+51.8AB 6474 + 38.9 719.6 +51.6 AB  733.8+164B 1,179.7+89.8D 7475+39.2B
detoxificante (UAE /min-mg prot) AB

Los datos corresponden a la media de 8 ratas + EEM. A-E medias dentro de la misma fila con letras diferentes difieren significativamente (p < .05). CAT, catalasa; SOD,
superoxido dismutasa; GPx, glutation peroxidasa; GST, glutation S-transferasa; QR, NADH:Quinona Reductasa. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y
fructosa durante 16 semanas; HF /SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF /EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF /NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con
nutracéutico durante 8 semanas; HF /NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF /S, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF /SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta

estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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4.4.2.14Analisis microbiologico del contenido cecal

El analisis de abundancia relativa al nivel de filo y género se representa en la
Figura 50. Se observo que el filo mayoritario en todos los grupos experimentales fue
Firmicutes (60 %) seguido de Verrucomicrobiota (20 %) y Bacteroidota (10%). El
consumo de una dieta alta en grasa y fructosa no condujo a grandes diferencias a nivel
de filo en comparacion con el consumo de una dieta estandar, aument6 ligeramente el
numero de Actinobacterias y disminuy6o el de Proteobacterias. Las distintas
intervenciones produjeron una tendencia a disminuir el nimero de bacterias presentes
en Firmicutes y Actinobacteria, a expensas de aumentar Verrucomicrobiota y
Bacteroidota, a excepcion del protocolo de entrenamiento intervalico de alta intensidad
que no altero la frecuencia relativa de este ultimo filo en comparacion con el grupo HF.
Por otro lado, el consumo del nutraceutico en la dieta experimental y la administracion
de la semaglutida fueron las intervenciones que mas aumentaron el nimero de especies
pertenecientes al filo Bacteroidota en comparacion con el grupo HF. Por lo tanto, dichas
intervenciones fueron las que redujeron significativamente la  relacion
Firmicutes/Bacteroidota (Figura 51) en comparacion con el grupo obesogénico. La
implementacion del HIIT parecio reducir el efecto del nutracéutico sobre el filo de
Bacteroidota. La intervencion de restriccion caldrica sola o en combinacion con el

ejercicio fisico no produjo diferencias significativas en comparacion con dicho grupo.

En relacion al género, el consumo de una dieta alta en grasa y fructosa aumento
la proporcion de bacterias pertenecientes al género Clostridium sensu strico 1y Blautia,
y disminuyeron las pertenecientes a Rombutsia, Ligilactobacillus y Dorea en comparacion
con una dieta estandar. Las diferentes intervenciones en comparaciéon con el grupo
obesogénico aumentaron las poblaciones de Akkermansia y Muribaculaceae, esta tltima
especialmente en los grupos HE/NT, HF/S y HF/SE.; y disminuyeron las poblaciones de
Lactobacillus, Clostridium sensu stricto 1 y Blautia. Sin embargo, la administracion de
semaglutida aument6 drasticamente la poblacion de Lactobacillus. El consumo del
nutracéutico en la dieta aument6d acusadamente la poblacion de Ligilactobacillus,
alcanzando valores similares al grupo que consumi6é una dieta estandar. La restriccion
caldrica aument6 el namero de especies pertenecientes a Romboutsia, mientras que la
administracion de semaglutida lo disminuy6. Finalmente, se observo que la inclusion del

nutracéutico en la dieta aument6 el numero de otros géneros minoritarios, mientras que
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la restriccion caldrica aument6 el nimero de especies sin identificar en comparaciéon

con el resto de los grupos.

Para conocer la diversidad alfa, que mide la diversidad dentro de cada muestra, se
utilizaron dos indices: el indice de Pielou y el indice de Faith (Figura 52). El indice de
Pielou, que mide la proporcion de la diversidad observada con relacion a la maxima
diversidad esperada, indicé que existian diferencias entre el consumo de una dieta alta
en grasa y fructosa y una dieta estandar, mientras que la Unica reducciéon de la
diversidad alfa se produjo en el grupo HF/SD. El indice de Faith, el cual mide la
abundancia y la diversidad, pero considerando la distancia filogeneética que abarca todas
las caracteristicas de una muestra, mostré6 que la menor diversidad filogenética se
encontraba de nuevo tras consumir una dieta estandar, mientras que en los grupos a los
que se administro la semaglutida la diversidad estaba aumentaba en comparacion con el

grupo HF.

La diversidad beta, que mide la diversidad entre muestras, se expresa en la Figura
53, representandose mediante la distancia de Jaccard y de Bray-Curtis. En el primer
caso, se observo que existia una marcada diferencia entre los grupos SD y HF/NEX con
el resto de los grupos experimentales. Al utilizar la distancia de Bray-Curtis las
diferencias fueron menores, se observd que el protocolo de HIIT no alteraba la

diversidad beta al combinarlo con cada uno de los tratamientos.

Finalmente, en la Figura 54 se representa el Heatmap de la abundancia relativa de
la poblacion bacteriana a nivel de familia del contenido cecal. Se observo que los dos
grupos a los que se administré6 semaglutida presentaban una diferencia en las familias
bacterianas en relaciéon a todos los demas. Asi mismo, destaco que los dos grupos del
nutracéutico estaban proximos entre si, como también estaban proximos entre si los dos

grupos HE/SD y HF/EX y los dos grupos controles (HF y SD).
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Figura 50. Abundancia relativa en el contenido cecal a nivel de (A) filo y (B) género entre los
diferentes grupos experimentales. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y
fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar
durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y
entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta
en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas;
HE/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea degy
semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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Figura 51. Efecto de las distintas intervenciones sobre la relacién Firmicutes/Bacteroidota. SD,
dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta
en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8
semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico
durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estindar con
nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar e inyeccion subcutanea de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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Figura 52. Diversidad alfa de la microbiota del contenido cecal entre los grupos experimentales,
representada mediante (A) indice de Pielou y (B) indice de Faith. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF,
dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas +
dieta estandar durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar
y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en
grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF/S, dieta
alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea de semaglutida durante
8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea

de semaglutida y HIIT durante 8 semanas
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Figura 53. Diversidad beta de la microbiota del contenido cecal entre los grupos experimentales,
representada mediante (A) distanciade Jaccard y (B) distancia de Bray-Curtis. SD, dieta estdndar durante 16
semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estandar durante 8 semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar y entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT,
dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estdndar con nutracéutico durante 8 semanas;
HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar con nutracéutico y HIIT durante
8 semanas; HF/S, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea
de semaglutida durante 8 semanas; HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta
estandar, inyeccién subcutanea de semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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Figura 54. Heatmap de la abundancia relativa del contenido cecal de los diferentes grupos
experimentales a nivel de familia. SD, dieta estandar durante 16 semanas; HF, dieta alta en grasa y fructosa
durante 16 semanas; HF/SD, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar durante 8
semanas; HF/EX, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar y entrenamiento
intervalico de alta intensidad (HIIT) durante 8 semanas; HF/NT, dieta alta en grasa y fructosa durante 8
semanas + dieta estandar con nutracéutico durante 8 semanas; HF/NEX, dieta alta en grasa y fructosa
durante 8 semanas + dieta estindar con nutracéutico y HIIT durante 8 semanas; HF/S, dieta alta en grasa y
fructosa durante 8 semanas + dieta estandar e inyeccion subcutanea de semaglutida durante 8 semanas;
HF/SE, dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas + dieta estandar, inyeccion subcutanea de
semaglutida y HIIT durante 8 semanas.
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5 Discusion

La obesidad actualmente es una pandemia que representa uno de los mayores
peligros para la salud. Es bien sabido que la obesidad es un proceso patologico que
afecta a todos los 6rganos y se asocia habitualmente, entre otras, a enfermedades como
la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension, la apnea obstructiva del suefo, el reflujo
gastroesofagico y la enfermedad del higado graso no alcoholico (NAFLD), actualmente
denominada enfermedad del higado graso asociada a disfunciéon metabolica (MAFLD). El
desarrollo de la obesidad se debe habitualmente a la combinacion de dos factores:
aumento de la ingesta calorica y disminucion del gasto energético. Se prevé que la
prevalencia mundial de obesidad aumente hasta 54 % para 2035 (10). Por tanto, mejorar
los patrones dietéticos, como la reduccion de ingesta caldrica y la eleccion de alimentos
saludables y ricos en compuestos bioactivos, asi como, aumentar el gasto energético
mediante programas de ejercicio fisico adecuadamente diseiados son puntos clave en el
tratamiento de la obesidad y sus alteraciones asociadas. Algunos de los mecanismos
relacionados incluyen la inflamacion, el estrés oxidativo, la deposicion de lipidos en el

higado y la resistencia a la insulina.

En este contexto, el trabajo de esta tesis doctoral se centr6 en el desarrollo de un
nutracéutico con alto potencial bioactivo, en combinacion con otras intervenciones
(restriccion calorica y protocolo de entrenamiento intervalico de alta intensidad) para el
tratamiento de la obesidad y patologias cronicas asociadas vs tratamiento farmacologico

(semaglutida), en un modelo experimental animal de obesidad inducida por la dieta.
Extractos vegetales y valor funcional del nutracéutico

Los productos a base de compuestos bioactivos presentes en las plantas han
mostrado su capacidad protectora frente a diversas enfermedades debido a su
capacidad de prevenir el estrés oxidativo, especialmente, los compuestos fenolicos. La
mayor funcionalidad de estos compuestos es su capacidad antioxidante, aunque también
pueden presentar capacidad antiinflamatoria, anticancerigena y antilipogénica (224).
Estos compuestos bioactivos pueden ser extraidos y aislados mediante extraccion con
disolventes organicos o agua. En este sentido, se realiz6 una extracciéon etandlica (50 %)

para poder extraer los compuestos bioactivos y maximizar la extraccion de compuestos

236



fenolicos, y una extraccion acuosa con hidrolisis proteica para la obtencion de péptidos

bioactivos, ademas de los compuestos bioactivos.

En primer lugar, se realizé un analisis de capacidad antioxidante de los distintos
hidrolizados proteicos y extractos etanolicos generados a partir de semillas vegetales, de
la pulpa del argan (Argania spinosa) y las hojas de Salicornia (Salicornia spp.). De todas
las especies vegetales estudiadas la mayor capacidad antioxidante y rendimiento de
extraccion de los extractos etanolicos correspondidé para los extractos etanolicos a
Argania spinosa, Cynara scolymus, Origanum vulgare, Citrullus lanatus y Coriandrum
sativum; y por ello se seleccionaron para incluirlos en la formulacion nutracéutica. Por
otra parte, en base a este mismo criterio se seleccionaron los hidrolizados proteicos de
Lens culinaris var. Castellana, Vigna angularis, Onobrychis viciifolia y Trigonella foenum-
graecum. Ademas, la inclusion de Trigonella foenum-graecum se justificoé por sus efectos
hipoglucemiantes e hipercolestelorémicos y por la presencia del mucilago que pudiera
servir de matriz en la que sustentar el nutracéutico, ya que se ha descrito que puede ser
utilizado como agente espesante, estabilizante y emulsionante en productos
alimenticios (231). Finalmente, el nutracéutico se formul6é con un 80 % de hidrolizados
proteicos y un 20 % de extractos etandlicos, de lo que derivd un gran un potencial

funcional.

Las propiedades antioxidantes del nutracéutico se debian a los compuestos
bioactivos presentes en los extractos. De hecho, en la formulacion nutraceutica se
identificaron 72 componentes caracterizados por UPLC, entre los que destacaron por su
alta capacidad antioxidante los siguientes: Kaempferol, identificado segtn la bibliografia
consultada en diferentes tipos de extractos de diferentes porciones de Argania spinosa
(232), Cynara scolymus (233), Origanum vulgare (234), Citrullus lanatus (235,236),
Coriandrum sativum (224), Lens culinaris (237), Onobrychis viciifolia (238) y Trigonella
foenum-graecum (224); asi como, Luteolin identificado en Argania spinosa (239), Cynara
scolymus, (240,241), Origanum vulgare (234) Citrullus lanatus (236), Coriandrum sativum
(242) Lens culinaris (237) y Trigonella foenum-graecum (243); Apigenin identificado en
Cynara scolymus (233,240), Origanum vulgare (234), Citrullus lanatus (235) y Coriandrum
sativum (242); Genistein y Vitexin identificadas en Vigna angularis (244), Onobrychis
viciifolia (245) y Trigonella foenum-graecum (243,245). Cynarine y Apiin fueron

identificadas exclusivamente en Cynara scolymus (241), Vicenin en Coriandrum sativum
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(242) y Fenugreek saponin I en Trigonella foenum-graecum (246). Ademas, a excepcion
de Cynarine y Fenugreek saponin I, los compuestos anteriores han sido identificados por
su capacidad antiinflamatoria (247-254). Estas propiedades se pueden atribuir a que la
mayoria de los compuestos identificados son flavonoides, una gran familia de
compuestos polifendlicos sintetizados por las plantas que tienen una estructura quimica
comun a partir de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina y del malonato
(255,256). Debido a su estructura los flavonoides con un alta presencia de grupos
hidroxilos (-OH) presentan capacidad antioxidante, principalmente por su bajo potencial
redox y por su capacidad para donar electrones o atomos de hidrogeno (255). De hecho,
se ha indicado que esto es debido a la presencia de un grupo catecol en uno de sus
anillos aromaticos y a un doble enlace conjugado con un grupo “ox0”, que es responsable

de la deslocalizacion de electrones (256).

Por otro lado, los péptidos bioactivos presentes en el nutracéutico (Tabla 18) le
confiere propiedades antioxidantes debido a la presencia de residuos aminoacidicos con
dicha propiedad (257); antiinflamatorias al regular las vias MAPK y NF-xB (258);
antihiperglucemiantes al actuar como inhibidor de la enzima dipeptidil peptidasa-IV
(DPP-1V) y antihipertensivas al poseer actividad inhibitoria de la enzima convertidora de

angiotensina (259).

Para comprobar la bioaccesibilidad de la capacidad antioxidante del nutracéutico,
se simularon las condiciones fisiologicas del tracto gastrointestinal superior mediante
un meétodo in vitro de flujo continuo. Se comprobé que la mayoria del potencial
antioxidante se mantuvo en el retenido y el 20 % era potencialmente absorbible. Valores
similares fueron descritos por D’Antuono et al. (260) tras la digestion in vitro de un
extracto acuoso de Cynara scolymus y Zhang et al. (261) en un extracto metanolico de
Len culinaris cocinada. Bajo nuestras condiciones experimentales, la mayor absorcion
potencial de la capacidad antioxidante del nutracettico se produjo tras 30 minutos de
absorcion intestinal simulada, lo cual puede deberse a que en los primeros minutos de
digestion intestinal el pH es ligeramente acido pudiendo facilitar la solubilidad de los
compuestos fenolicos en la mezcla (262). Estos datos concuerdan con lo observado por
D’Antuono et al. (260) en células Caco-2, donde describieron una mayor acumulacion de
compuestos fenolicos en los primeros 30 minutos de digestion intestinal. Estos autores

atribuian un posible efecto de saturacion dependiente del tiempo, que consideraba la
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presencia de un mecanismo primario o secundario de transporte activo o facilitado.
Ademas, la presencia de una mezcla de compuestos fenodlicos en células intestinales
puede apoyar el posible efecto protector que estos compuestos puedan tener contra los
estimulos oxidativos (260). Finalmente, la mayor cantidad de potencial antioxidante en el
retenido fue debida a un mayor volumen de retenido que de dializado (datos no
mostrados), provocado por la presencia del mucilago de Trigonella foenum-graecum, que
aumentaba la viscosidad del nutracéutico y disminuia la capacidad de absorcion de los
compuestos bioactivos. Sin embargo, esta mayor retencion de compuestos bioactivos
podria tener un efecto positivo, ya que se ha descrito que el consumo de fibra
alimentaria soluble, como podria ser este mucilago, esta relacionado con su capacidad
para alterar la viscosidad luminal del intestino delgado e implicarse en la atenuacion de

las respuestas glucémicas postprandiales tras el consumo de la misma (263).

Por lo tanto, segin los datos mostrados en las pruebas quimicas y la presencia de
compuestos bioactivos (compuestos fenolicos y peéptidos) el nutracéutico tenia
propiedades bioactivas prometedoras para su uso como tratamiento en patologias
asociadas a alteraciones metabolicas, por lo que se decidio ensayar dichas actividades en

cultivos celulares.

En relacion a los ensayos realizados en cultivos celulares, para comprobar su
potencial capacidad antioxidante y antiinflamatoria, se observd que la adicion del
nutracéutico en hepatocitos murino AMLI2 disminuy6 la muerte y toxicidad celular en
ausencia de agente toxico, lo que podria indicar que el nutracéutico mejora no solo la
viabilidad, si no la funcionalidad celular. Al ensayar el nutracéutico en condiciones con
agentes oxidantes como H.O. y Paraquat, se observdé una accioén antioxidante muy
marcada, ya que aument6 la viabilidad celular hasta 4 veces. Ha sido descrito que
extractos metanolicos, etandlicos, acuosos y comerciales procedentes de Cynara
scolymus, en presencia de HO,, disminuian la produccion de ROS y mejoraban la
viabilidad celular en hepatocitos murinos, HepG2 (264), HT-29 (265), células
endoteliales, monocitos (266) y neutréfilos humanos (267). Ademas, presentaba
propiedades de proteccion del ADN en HepG2 (268), reducia la liberacion de LDH, la
produccion de malondialdehido (MDA) e inhibian la actividad de la enzima xantina
oxidasa (269,270). En esta mismo sentido, se ha observado que los extractos etanolicos

de orégano eran capaces de disminuir los niveles de ROS y glutation en la linea celular
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Caco-2 (271,272). Por otra parte, los péptidos extraidos de la semilla de Citrullus lanatus
mostraron una alta capacidad antioxidante en células HepG2 al aumentar viabilidad
celular en presencia de H,O, y aumentar actividad enzimatica de SOD, GPx y CAT y
reducir niveles de MDA (273). Se ha visto que un extracto de acetona/agua/acido acético
de Lens culinaris poseia propiedades antioxidantes en células de adenocarcinoma
gastrico humano (AGS) (274). También, Wang et al. (275) reportaron que la utilizacion de
un extracto metanolico de Vigna angularis como pretratamiento o en coincubaciéon con

H,0O, aumentaba la viabilidad de células H9c2.

Ademas, se estudiaron los efectos del nutracéutico sobre la lipotoxicidad
asociada a la NAFLD, utilizando la linea celular de hepatocitos murinos AMLI2 que fue
coincubada con acido palmitico. En este caso, ademas, se incluy6 en el experimento el
farmaco semaglutida, que se conoce por su potente efecto para disminuir la
acumulacion de acidos grasos en higado. Se determiné la acumulacién de triglicéridos
mediante la tincion con Nile Red. El nutracéutico fue capaz de disminuir
significativamente (hasta un 50 %) la acumulacion de triglicéridos, mientras la
incubacion con semaglutida no mostré ningtn efecto. Algunos extractos de especies
incluidas en el nutracéutico han sido descritos por disminuir la acumulacion de lipidos
en cultivos celulares. Por ejemplo, el extracto acuoso de Cynara scolymus en células
Huh7.5 (276), un extracto etanolico de Origanum vulgare en adipocitos 3T3-L1 (277) y un

extracto acuoso de Vigna angularis en adipocitos humanos (278).

Aun siendo resultados preliminares, se mostro el potente efecto del nutracéutico
disminuyendo la acumulacion de lipidos en cultivos celulares de hepatocitos murinos,
incluso actuando de forma mas marcada que el farmaco semaglutida al que se le

atribuyen efectos reductores de la esteatosis hepatica (279).
Fase 1: Desarrollo de un modelo de obesidad inducida por la dieta

El objetivo de esta fase fue definir y estandarizar el desarrollo de un modelo de
obesidad inducida por dieta y estudiar el efecto del consumo a medio plazo (13 semanas)
y a largo plazo (21 semanas) de una dieta alta en grasa y fructosa (HFHF) sobre el
metabolismo de la glucosa y los lipidos, el sistema hepatico de defensa antioxidante y
detoxificante y la microbiota. Este proceso de envejecimiento en ratas obesas se

compardé con el mismo proceso en ratas delgadas. Ademas, como control, este
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mecanismo se compar6 con animales que consumieron una dieta estandar durante el
mismo periodo experimental. Para lograr este objetivo, se administré una dieta alta en
grasa y fructosa en el agua de bebida y se evalu¢ la ingesta de alimento, el peso corporal,
el contenido de grasa hepatica y su perfil de acidos grasos, asi como la expresion génica
de enzimas lipogénicas, lipoliticas y antioxidantes. El modelo ensayado presentd una
gran similitud con el perfil metabdlico de la enfermedad humana: obesidad, resistencia a
la insulina y aumento del contenido sérico de acidos grasos libres (AGL) y triglicéridos
hepaticos (TG) que se observan a partir de las 10 semanas tras la alimentaciéon con una

dieta HFHF en modelos experimentales de roedores (168).
Ingesta y cambios ponderales

El consumo de la dieta alta en grasa y en fructosa condujo al establecimiento de la
obesidad (la diferencia de peso corporal entre los animales alimentados con la dieta
estandar (SD) y los alimentados con la dieta experimental fue igual o superior a 2
desviaciones estandar) a partir de la tercera semana de periodo experimental. De este
modo, se demostr6 una mayor eficacia en comparacion con otras estrategia de
induccion de la obesidad con una dieta hipercalorica (60% Kcal procedentes de la grasa),
en la que las diferencias anteriores se alcanzaron tras cinco semanas de periodo
experimental (169) o lo descrito por Woods et al. (280) tras alimentar a ratas con una
dieta alta en grasa y sin fructosa durante 12 semanas. Ademas, los cambios de peso

corporal debidos a la DIO fueron similares a los modelos de obesidad genética (281).

En consonancia con los resultados anteriores, encontramos cambios drasticos en
la composicion de la masa corporal tras la obesidad inducida por la dieta (DIO) que
incluyeron un aumento general de la masa grasa total. Los lipidos tienden a acumularse
dentro de gotas lipidicas en el tejido adiposo, pero también en tejidos no adiposos, como
el higado, rifdn y corazon. El exceso de esta deposicion ectopica de lipidos y la
alteracion de la homeostasis de las gotas lipidicas pueden contribuir a la patogénesis de
enfermedades relacionadas con el sindrome metabdlico (282). Se sabe que la
alimentacion a medio y largo plazo con una dieta alta en grasa aumenta el peso del
higado (283,284). En nuestro estudio, la induccion de la obesidad también condujo a la
acumulacion de grasa en el higado tanto a las 13 como a las 21 semanas, que fue
acompanada por la acumulaciéon de TG en el higado y el plasma. Ademas, aunque el peso

del higado disminuy6 con el envejecimiento en HFHF2 (Figura 30), contenia la misma

241



cantidad de grasa total que HFHF1. Este resultado indic6 que el envejecimiento condujo
a una mayor concentracion de grasa hepatica en las ratas obesas comparado con las
ratas que consumieron la dieta estandar. Este mismo efecto se vio reflejado en el peso
del corazon, aumentando tras 21 semanas de DIO. Otros autores han descrito un
incremento del peso del corazon tras 12 semanas (285) e incluso tras 3 semanas de
induccion de obesidad a través de la dieta (286). Por otro lado, el consumo de una HFHF
también aumento6 el peso del rindn independientemente del tiempo de estudio. Esto
coincide con lo propuesto por Yang et al. (287) donde el peso del rindn aumento
significativamente en ratas Sprague-Dawley tras consumir una dieta HFHF durante 12
semanas. Ademas, de Castro et al. (288) describieron como el peso del riién no se vio
afectado por el envejecimiento (4 vs 12 semanas de edad) tras consumir una dieta alta en

grasa durante 13 semanas.
Metabolismo glucidico y marcadores plasmdticos y sanguineos

La obesidad y el desarrollo de NALFD estan intimamente ligadas con la
resistencia a la insulina y alteraciones en el metabolismo glucidico, como el desarrollo
de diabetes mellitus tipo 2 (289,290). Ademas, en nuestro modelo experimental de DIO
se anadio fructosa en el agua de bebida al 20 % para agravar dichos efectos sobre el
metabolismo glucidico, segin lo sugerido por Apaijai et al. (291). Bajo nuestras
condiciones experimentales, el consumo de la dieta HFHF produjo un efecto muy
marcado sobre la PTOG al aumentar los niveles plasmaticos de glucosa y el AUC
independientemente del tiempo de consumo. Sin embargo, el envejecimiento provoco
un descenso en los valores de AUC en los dos grupos experimentales, No obstante, la
glucemia en ayunas aument6 tras el consumo de una dieta SD durante 21 semanas
debido a un aumento de la resistencia a la insulina producida por el envejecimiento

(292).

Respecto a la bioquimica plasmatica, el consumo de una dieta HFHF durante 13
semanas indujo un marcado aumento en los niveles de triglicéridos plasmaticos en
comparacion con el consumo de una dieta SD, similar al observado por Jakobsdottir et
al. (293). Este hecho mantenido en el tiempo, desencadena el desarrollo de lipotoxicidad
y acumulacién de lipidos en el higado (283). Ademas, esta misma tendencia fue seguida
por algunos marcadores de riesgo cardiovascular como el indice triglicéridos-glucosa,

no-HDL y TG/HDL. Por otro lado, el incremento en plasma de las actividades
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enzimaticas de AST, ALT, GGT y ALP se asocié a un dafio hepatico (283) como
consecuencia del consumo de una dieta alta en grasa (169,283). Sin embargo, el
envejecimiento puede provocar un descenso de estas enzimas en plasma segin lo

comprobado por Martinez et al. (169).

Con respecto a los parametros hematicos, podemos decir que el aumento en el
numero total de globulos blancos producido como consecuencia del desarrollo de la
obesidad podria indicar un aumento de la respuesta inflamatoria, acorde a lo observado
por otros autores (294,295). Hernandez et al. (296) sugirieron que el tipo de dieta
consumido tenia un mayor efecto sobre los parametros hematicos que el tiempo durante
el cual se llevaba a cabo este consumo. Este mismo efecto fue observado bajo nuestras
condiciones experimentales, ya que tras 21 semanas de periodo experimental se observo
un ligero descenso de los valores de HGB, HCT, MCV y MCH en los animales que

consumieron la dieta obesogénica en comparacion con la dieta estandar.
Repercusion de la obesidad en la funcionalidad hepadtica

Los mecanismos que subyacen a la obesidad a nivel hepatico se estudiaron desde
cuatro puntos de vista: la determinacion del perfil de acidos grasos, la valoracién
histolégica, la expresion génica de factores relacionados con la funcionalidad hepatica y

la actividad de enzimas antioxidantes.

En primer lugar, se produjo una acumulacién de grasa hepatica como
consecuencia de la ingesta elevada de grasa y fructosa, modificandose, ademas, el perfil
de acidos grasos disminuyendo los acidos grasos saturados y, aumentando los niveles de
acidos grasos poliinsaturados. Estos cambios se mantuvieron con el tiempo. Esto es
importante, ya que la sustitucion de grasas saturadas por grasas poliinsaturadas hace
que el higado sea mas susceptible al ataque de las ROS. Como se ha sefialado en otros
estudios, la ingesta a medio y largo plazo de una dieta alta en grasa basada en manteca
de cerdo aumenta principalmente los niveles de acido oleico (C18:1n9) y linoleico
(C18:2n6), mientras que disminuye los niveles de acido docosahexaenoico (C22:6n3)
(297,298). El aumento de acido oleico y la disminucion de acido estearico hallados en
nuestro estudio podrian estar relacionados con la mayor ingesta de &cido oleico
proporcionada por la dieta HFHF e indicar la activacion de la enzima A-9 desaturasa, que

realiza la conversion de C18:0 en C18:In9 (298). Ha sido descrito que durante el
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desarrollo de la esteatosis hepatica, se produce una acumulacion excesiva de acido
oleico como producto final de la lipogénesis de novo (299). La eficiencia de la
biotransformacion de los acidos grasos puede determinarse utilizando diferentes indices

hepaticos (129).

Los niveles de acido oleico, los cocientes PE/PI y OLE/STE estan relacionados
con la actividad de la estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1) y estos se utilizan a menudo
como medida sustitutiva de su actividad (300). La SCD1 introduce una desaturacion A-9
en los acidos grasos estearato (C18:0) y palmitato (C16:0) formando los MUFA de acido
oléico (C18:1n-9) y acido palmitoleico (C16:1n-7), respectivamente (301). El consumo de
una dieta alta en grasa durante 13 semanas esta relacionado con un aumento de la
expresion del gen Scdl y del nivel de acido oleico, acorde a lo descrito por Ciapaite et al.
(300). La tendencia de la relacion OLE/STE se relaciono con la expresion del gen Scdl en
la semana 13, pero no con la relacion PE/PI. La expresion de Scdl fue modulada por la
interaccion dieta x tiempo, lo que demuestra que el envejecimiento de las ratas obesas
condujo a una reduccion de la expresion de Scdl, que previamente habia sido
sobreexpresado por el desarrollo de la obesidad a medio plazo. Por lo tanto,
dependiendo del tiempo elegido el nivel de expresion génica puede diferir
drasticamente en Scdl y otros transcritos lipogénicos. Ademas, los ratios elongasa-
desaturasa (DC/LN y ARA/LE) fueron menores tras el consumo de una dieta alta en
grasa y fructosa, independientemente del tiempo. Estos ratios indicaban un mayor
potencial para inducir la formacién de acidos grasos con mayor susceptibilidad a la

oxidacion y agentes proinflamatorios (129).

Los datos de contenido graso se vieron reforzados por los resultados de la
valoracion histolégica, que aportaron signos claros de esteatosis hepatica y alteraciones
que caracterizan el desarrollo de NAFLD. La puntuacion de EHNA arroj6 un valor de 3-4
basado en la evaluacion semicuantitativa de la esteatosis y la balonizacion celular
(balloning). Otro hallazgo interesante fue la evolucion del patrén de esteatosis de
microvesicular a macrovesicular a medida que las ratas envejecian durante el periodo
experimental. Este cambio fue mas evidente en las ratas que desarrollaron obesidad y
coincide con los resultados de Kristiansen et al. (302) que describieron un aumento del
cambio macrovesicular coincidiendo con fases mas avanzadas del periodo experimental.

Por lo tanto, con periodos mayores de consumo de una dieta alta en grasa y fructosa, los
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cambios en la histologia hepatica fueron mas perjudiciales y propensos a progresar hacia
estadios mas avanzados de la enfermedad, como fibrosis, cirrosis o hepatocarcinoma. El
abombamiento o balonizacion de los hepatocitos, una alteracion histologica que
también aument6 con el envejecimiento, se asocia a un aumento del tamafio de los
hepatocitos debido a una alteracion en los filamentos intermedios del citoesqueleto
derivada de la ruptura de las citoqueratinas 8 y 18 (303). En cuanto a la presencia de
esteatosis macrovesicular localizada en la zona convexa de la seccion del 16bulo hepatico
seleccionada y la organizacion en filas con disposicion radial de los focos de hepatocitos
con gotas de grasa de mayor tamano (Figura 31C), diversos estudios demuestran que la
esteatosis localizada en el higado puede estar relacionada con la irrigacion sanguinea
hepatica en lo que se conoce como teoria vascular (304,305). Ademas del flujo normal
del higado obtenido por la vena porta y la arteria hepatica, existen otros flujos
denominados aberrantes por las venas pancreaticoduodenales, las venas de Sappey, o las
venas gastricas aberrantes izquierda y derecha, constituyendo lo que se denomina el
tercer flujo de entrada (306). La existencia de esteatosis focal estd asociada al tercer
flujo de entrada y a varias hormonas en el flujo portal que causan niveles alterados de TG

y acidos grasos.

Para profundizar en los mecanismos promotores de la esteatosis hepatica que
habiamos observado, se estudio la expresion génica de factores relacionados con la
funcionalidad hepatica. La combinacién de una ingesta elevada de grasa y fructosa
desempend un papel importante en la expresion de diferentes genes regulados por
factores de transcripcion como SREBP-1, PPARA y PPARG. En el higado, la lipogénesis de
novo esta regulada por SREBP-1 (sterol regulatory element-binding protein 1) codificada
por Srebfl e inducida por la insulina a multiples niveles. En cambio, desempena un papel
menor en la lipogénesis de los adipocitos (57) que, a su vez, estd fuertemente
influenciada por Pparg (307). Nuestros resultados mostraron un claro aumento de la
expresion génica de Srebfl acompanado de un aumento de la expresion de Fasn, Scdl y
Hmgcr tras la ingesta de una dieta HFHF durante 13 semanas. En este sentido, Flamment
et al. (308) observaron un aumento de la expresion de Srebfl derivado del consumo de
dieta alta en grasa durante 8 semanas. Ademas, el aumento de la acumulacion de grasa
hepatica podria explicarse por una mayor expresion de Pnpla3 en la semana 13, que esta

muy relacionada con el desarrollo de NAFLD (309). La hidrolisis de ésteres de retinilo a
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través de la expresion de Pnpla3 y el control de la homeostasis del colesterol a través de
la expresion de Hmger también estan regulados al alza por Srebfl (310). Todo esto puede
indicar que la acumulacion de grasa en el higado a medio plazo puede deberse en gran
medida a un aumento de la lipogénesis de novo. La acumulacion de grasa también podria
deberse a un mayor flujo de acidos grasos libres al higado debido a la expresion regulada
de Fabp5, que se correlaciona con la grasa hepatica (168). Este aumento coincide con el
de otros transcritos lipogénicos (Fasn, Hmgcr, Scdl, Pnpla3) que muestran un aumento a
medio plazo, mientras que el consumo de la dieta alta en grasa provoca una disminucion

a largo plazo.

La expresion del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas
(Pparg), un regulador de la adipogenesis (57,307,308) aument6 tanto con el patron
dietético obesogénico a medio o largo plazo, aunque el desarrollo de la obesidad
asociada al envejecimiento provoc6é un mayor aumento (1.17 vs 1.86). Lee et al (311)
describieron que los niveles de expresion de Pparg se correlacionaban positivamente
con la acumulacion de grasa inducida por la obesidad y la diabetes. El mismo patron se
observd en Agpat3, que codifica una aciltransferasa responsable de la conversion de
acido lisofosfatidico en acido fosfatidico durante la sintesis de novo de fosfolipidos (312).
Muchos genes diana de PPARy, incluidos Fabp4/aP2, Cebpa/C/EBPa, Cfd/Adipsin, CD36
y lipoproteina lipasa (Lpl), desempenan papeles importantes en la adipogénesis y la
lipogénesis. Estas observaciones sugieren que PPARy activa sinérgicamente estos genes
lipogénicos posiblemente en asociacion con SREBP1 activado o induciendo la escision de

SREBP1 para activar estos genes indirectamente (312).

Otro importante mecanismo de control del metabolismo lipidico que tiene lugar
en los hepatocitos es la B-oxidacion de los acidos grasos en las mitocondrias, donde el
Ppara es un importante activador transcripcional (299,300). Por tanto, bajo una elevada
expresion de genes lipogénicos y una reducida transcripcion de los principales genes
lipoliticos (Ppara y Cptla), los acidos grasos libres hepaticos se incorporarian a los
hepatocitos en lugar de ser oxidados (300,313). A largo plazo, el principal mecanismo de
acumulacion de grasa es la reduccion del catabolismo de los acidos grasos por oxidacion
en las mitocondrias (expresion reducida de Ppara, Cptla y Cyp7al), mientras que a medio

plazo es la lipogénesis de novo.
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Se han estudiado otros genes implicados en el metabolismo de los lipidos y el
desarrollo de obesidad o NAFLD. La familia Cyp es el principal grupo de enzimas
implicadas en el metabolismo de farmacos, pero también estan relacionadas con el
metabolismo del colesterol y los lipidos. En modelos de roedores obesos y diabéticos, su
expresion estaba principalmente disminuida (314), como pudimos detectar bajo nuestras
condiciones. Estos genes podrian utilizarse como posibles candidatos terapéuticos para
el NAFLD. En este sentido, cabe destacar el aumento de la expresion del gen Col26al,
relacionado con el desarrollo de la enfermedad hepatica no alcohélica, tanto en la
semana 13 como la 21. Ademas, las condiciones de estrés oxidativo derivadas del
consumo de dieta HFHF podrian a su vez producir dano en el ADN y probablemente
estar asociadas con el aumento de Gadd45a a las 13 semanas o de Cdknla a las 21
semanas. Ambos genes codifican proteinas implicadas en el dafo celular. Por otro lado,
Gdf15, un gen asociado al programa de respuesta al estrés de las células tras una lesion
celular, y Myc, un protooncogen implicado en numerosos procesos cancerigenos,
siguieron un patron similar al de Cdknla experimentando un aumento a largo plazo

inducido por la ingesta de dieta HFHF.

Por otra parte, cabe esperar que la alteracion del entorno intracelular también
afecte a las mitocondrias, provocando un deterioro funcional o una adaptacién a traves
de mecanismos como cambios en la expresion génica, que afecten a su capacidad
antioxidante (315). Se considera que el estrés oxidativo es un factor crucial en el
desarrollo de las complicaciones de la obesidad inducida por la dieta (313). Muchos
estudios (283,313) han mostrado una relacion inversa entre los niveles de ROS y la
actividad antioxidante, disminuyendo asi la capacidad protectora del higado. Por el
contrario, otros estudios, incluidos nuestros resultados a las 13 semanas, mostraron que
el consumo a medio plazo de una dieta alta en grasa aumentaba la actividad de las
enzimas antioxidantes y detoxificantes, CAT, Mn-SOD y GST, probablemente en un
intento de contrarrestar el aumento de la produccion de ROS relacionada con la
obesidad (316). Nuestros resultados de actividad de SOD y GPx coinciden con los de
Longhi et al. (317) quienes mostraron que tras 8 semanas de administracion de una dieta
rica en manteca de cerdo, una elevada actividad de SOD junto con una baja actividad de
GPx conducia a un aumento de los niveles de H.O, que desempenan un papel en la
iniciacion y propagacion del dano oxidativo. En nuestras condiciones experimentales, la
elevada actividad de las enzimas antioxidantes y detoxificantes en la semana 13 del
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periodo experimental puede indicar altos niveles de ROS. Esto se ve respaldado por la
disminucion de la expresion del transcrito Ucp2, que podria estar relacionada con un
aumento de la produccién de ROS, debido a la incapacidad de UCP2 para inhibir la
produccion de H:O; (318). Aunque la acumulacion de lipidos en el higado aumenta los
niveles de ROS, no se observo una disminucion adicional de la expresion de Ucp2 con el

paso del tiempo.

Cabe destacar el aumento de la expresion de genes de enzimas antioxidantes y
detoxificantes, Gpx1y Sodl, Akr7a3, y Nqol en la semana 13 del periodo experimental, una
vez establecida la obesidad. Akr7a3 y Nqol participan en el proceso de detoxificacion y
estan regulados por la expresion de Nfe2l2 (319,320), aunque no se observé un aumento
de la expresion de Nfe2l2 tras la ingesta de la dieta HFHF. No obstante, se sabe que la
actividad de NRF2 aumenta tras su translocacion nuclear, sin necesidad de que aumente

su expresion génica (321).

En relacion a la duracion del periodo experimental, un periodo de induccion de la
obesidad de 13 semanas no parecio provocar desequilibrio en el estado oxidativo. Un
periodo de induccion de la obesidad mayor (21 semanas) causo los efectos esperados,
disminuyendo la actividad de todas las enzimas antioxidantes hepaticas medidas, asi
como, una disminucion de la expresion de Akr7a3, Nqol y SODI, lo que indica la
ineficiencia del sistema de defensa contra ROS. Estos hallazgos apuntan de nuevo al
dano acumulativo causado por el envejecimiento y la exposicion a una dieta
desequilibrada. Ademas, existié una alta correlacion entre los cambios encontrados a
nivel de expresion génica y la actividad antioxidante de de Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, QR y
GST. Asi pues, una dieta obesogénica asociada al proceso de envejecimiento fue la
variable mas crucial para afectar a la actividad antioxidante en las condiciones

experimentales del presente estudio.
Repercusion de la obesidad en microbiota intestinal

Se ha demostrado que tanto la obesidad inducida por dietas altas en grasa como
la obesidad genética van acompanadas de alteraciones en la microbiota intestinal,
disminuyendo la diversidad bacteriana, y modificando la capacidad de obtencion de
energia por parte del huésped (47). Ademas, es conocido que una dieta alta en grasa

provoca tanto una inflamacion sistémica como intestinal (53). El tipo de dieta y la
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duracion del periodo experimental afect6 al tipo de poblaciones microbianas presentes
en el contenido cecal, ya que mediante el diagrama de Venn o la distancia beta se
asociaron diferencialmente los grupos. El desarrollo de la obesidad provocdé una
disminucion en la diversidad bacteriana cecal Ademas, aument6 la proporcion de
Clostridium sensu stricto 1 y Ruminococcus acorde a lo descrito por Li et al. (322), los
cuales describieron una asociacion entre estos géneros y una inflamacion intestinal.
Otros estudios también han asociado el consumo de una dieta alta en grasa con un
incremento en la proporcion de Clostridium sensu stricto 1 (55,323,324) y Ruminococcus
(47,54). Tian et al. (54) sugirieron que un incremento en poblaciones de Ruminococcus
puede provocar un aumento en la inflamacion intestinal, ya que pueden alterar su
permeabilidad, danando a las células epiteliales y a las uniones estrechas. Clostridium y
Ruminococcus son bacterias que producen acidos de cadena corta como el butirato,
acetato y propionato a partir de glicidos no digeribles. Tanto el acetato y el propionato
se han descrito por sus propiedades obesogénicas (55,56,325). Por dltimo, los cambios
en la microbiota durante el envejecimiento pueden afectar de forma importante a la
salud del huésped. Por ejemplo, se ha detectado un incremento asociado al
envejecimiento del género Ruminococcus independientemente del tipo de dieta
consumida, lo cual se ha asociado con una elevada susceptibilidad a enfermar en

pacientes de edad avanzada (325).

En base a los resultados obtenidos se consiguio definir y estandarizar un modelo
de obesidad inducida por la dieta, y se puso de manifiesto la importancia de la eleccion
de la duracion de la induccion de la obesidad, debiendo controlarse en cada diseno
experimental especifico. En la Fase 2, para la evaluacion del efecto del nutracéutico
como tratamiento de la obesidad y el higado graso no alcoholico, se opt6 por seleccionar
un modelo de obesidad inducida por la dieta de 16 semanas, intermedio entre los dos

periodos experimentales ensayados.

Fase 2: Tratamiento de la obesidad mediante combinacion del

nutracéutico y HIIT

El objetivo de esta fase fue contrarrestar las alteraciones asociadas a la obesidad
inducida por dieta, en primer lugar, interviniendo en el balance positivo de energia

caracteristico de esta patologia con un control de la ingesta calorica (pair-fed, dieta
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estandar normocalorica), y al mismo tiempo, con un aumento del gasto energético
(entrenamiento intervalico de alta intensidad (HIIT)). Ademas, utilizamos diversas
estrategias terapéuticas para potenciar las mejoras sobre las alteraciones metabolicas: la
administracion de un nutraceatico de combinacion de extractos vegetales (NT), la
administracion de un analogo del péptido-1 similar al glucagon (GLP-1) (semaglutida), asi
como la combinacion de estas estrategias con el protocolo de HIIT; todas ellas asociadas
al pair-fed. Se evaludé el efecto de dichas intervenciones sobre las principales
alteraciones inducidas por obesidad en parametros metabolicos, funciéon y estructura

hepatica y microbiota intestinal, estudiados en la Fase 1.
Ingesta, cambios ponderales y composicion corporal

La dieta obesogénica fue mas eficaz en el establecimiento de la obesidad en la
Fase 2 (primera semana) en comparacion con lo observado en la Fase 1 (tercera semana),
probablemente debido a menor edad de los animales en el segundo caso, encontrandose

estos en una fase exponencial de crecimiento, y a la mayor ingesta caldrica observada.

La reduccion de peso final observada en todos los grupos siguio la relacion
esperada con la restriccion de la ingesta de alimento, y, por consiguiente, de la ingesta
calodrica. La inclusion del nutracéutico en la dieta no alter¢ la ingesta de alimento en
comparacion con una dieta estandar, lo que indica que el nutracettico no altera
negativamente la palatabilidad. Por otro lado, la incorporacion del protocolo intervalico
de alta intensidad (HIIT) result6 ser una intervencion muy eficaz sobre el peso corporal
porque, ademas de aumentar el gasto energético, disminuy¢ la ingesta de alimento en
todos los grupos (HF/EX, HF/NEX y HE/SE). Este ultimo efecto puede atribuirse al papel
anorexigénico del ejercicio fisico alterando a las hormonas relacionadas con el control
del apetito, aumentando el PYY y descendiendo la grelina, entre otras (326). Ademas, se
ha descrito que el HIIT incrementa la secrecion de GLP-1, una hormona incretina
secretada por las células L del intestino delgado, que incrementa la saciedad reduciendo
la ingesta de alimento (327) y estimula la liberacion de insulina e inhibe la secrecion de
glucagdn de los islotes pancreaticos en funcién de la glucosa, lo que a su vez reduce los
niveles de glucemia (328). En esta misma linea, se observo como la inyecciéon subcutanea
de semaglutida (HF/S) redujo marcadamente el peso corporal y la ingesta de alimento,
especialmente, al combinarla con ejercicio fisico (HF/SE), sumandose los efectos

anorexigénicos de ambas intervenciones. La semaglutida disminuye el apetito e
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incrementa la sensacion de saciedad, ya que este farmaco actGia como un agonista del
receptor de GLP-1 (GLP-1R) que se une selectivamente a este receptor, el cual es la diana

del GLP-1nativo, y lo activa (328).

Con respecto a la composicion corporal, en los animales obesos la ganancia de
peso afecto a los dos compartimentos: masa libre de grasa y, muy especialmente, la masa
grasa. Esta acumulacion de grasa se relaciona con la cantidad de tejido graso abdominal
y epididimal. Esta misma tendencia se evidencio en los indices antropométricos (IMC e
indice de Lee), los cuales se asocian con la composicion corporal (329). La intervencion
mas eficaz para reducir la masa grasa fue la implementaciéon del protocolo de HIIT
debido a su capacidad para aumentar la lipolisis (143). El descenso en el tejido adiposo se
puede deber a la movilizacion y utilizacion de grasa como fuente de energia, a traves de
la B-oxidacion de acidos grasos, para compensar dicho déficit de energia (330). Este
mismo efecto movilizador de grasa se observo en los grupos a los que se les administro
semaglutida, como han indicado algunos autores debido a un aumento en las vias
lipoliticas por parte de agonistas de GLP-1R (331). Cabe destacar, la sinergia observada
entre los factores que contribuyeron al balance energético negativo: por una parte, el
aumento del gasto energético por el HIIT y, por otra parte, el potente efecto

anorexigénico que se manifesto por la administracion de semaglutida.

Siguiendo la misma tendencia que la observada en el peso y composicion
corporal, las intervenciones que redujeron en mayor medida la grasa hepatica y el peso
de los 6rganos, sobre todo del higado y tejido graso abdominal y epididimal, fueron el
protocolo de entrenamiento solo o combinado con la administracion de semaglutida, y
el descenso en el peso de estos Organos se asocio a la menor ingesta calorica. Otros
autores, también han demostrado un efecto positivo sobre la reduccion de la esteatosis

hepatica por accion del protocolo de HIIT (332) y de la semaglutida (279).

Por otra parte, la inclusion del nutracéutico en la dieta también tuvo un efecto
muy positivo sobre la esteatosis del higado. Nuestros resultados concuerdan con otros
trabajos en los que se demostr6 que algunas especies vegetales incluidas en nuestra
formulacion nutracettica (Lens culinaris, Vigna angularis, Trigonella foenum-graecum,
Origanum vulgare, Cynara scolymus) tuvieron un efecto positivo sobre la esteatosis
hepatica disminuyendo el contenido en triglicéridos en este 6rgano (129,333-336). En la

misma linea de la reduccion del porcentaje de grasa hepatica se observo un descenso en
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los niveles de triglicéridos plasmaticos y tejido adiposo. Por lo tanto, el nutracéutico
asociado a ejercicio se podria considerar como una posible estrategia para el

tratamiento del NAFLD.
Condicion fisica

La obesidad influyé negativamente en la capacidad aerobica y en la condicion
fisica cuando estos parametros se expresan en funcion del peso del animal, es decir, en
la capacidad para realizar un trabajo mientras se transporta el peso del cuerpo, ya que es
menor en ratas obesas que en delgadas. La estrategia de implementar un protocolo de
ejercicio HIIT a ratas obesas dio resultados muy positivos en la mejora del fitness
cardiopulmonar, evaluada por la capacidad aerodbica, lo cual se explica porque el HIIT
optimiza la oxidacion de la grasa y la pérdida de peso en relacion a la poblacion obesa
sedentaria (337). Ademas, este efecto positivo se potenci6é cuando el HIIT se asoci6 a la
ingesta de un nivel de inclusion del 0.75% del nutracettico en la dieta o a la
administracion subcutanea de semaglutida, con valores mayores de velocidad maxima
alcanzada, distancia recorrida y tiempo de duracion; no solamente en comparacion con
animales sedentarios sino también en relacion a los que hacen ejercicio fisico. Este
resultado podria indicar que tanto el nutracéutico como la semaglutida presentan
propiedades positivas como suplemento para mejorar el rendimiento fisico, y lo que es
mas importante, pueden mejorar la salud cardiorrespiratoria al aumentar el VO, max. La
bibliografia consultada aporta datos de la eficacia de estas dos intervenciones,
administracion de nutracéutico y administracion de semaglutida. Ingersen et al. (338)
comprobaron que la combinacién de dicho farmaco con ejercicio fisico mejoraba
algunos parametros metabolicos en mayor medida que solo el ejercicio fisico, aunque no
se observaron diferencias en cuanto a la capacidad aerdbica. Otros agonistas del GLP1-R,
como pueden ser la liraglutida y exenatida, tampoco mostraron una mejora la capacidad
aerobica (339,340). Algunos investigadores han sugerido que agonistas de GLP1-R
(exenatina) pueden aumentar el rendimiento fisico y capacidad aérobica al inducir la
remodelacion musculo esquelético y aumentar la toma de glucosa en el propio musculo
(341). Por otra parte, el nutracéutico podria promover la oxidacion de lipidos al disminuir
el RQ (342) y son numerosos los estudios que relacionan el efecto de compuestos
aislados de extractos vegetales, presentes en el nutracéutico, con la condicion fisica y la

capacidad aerobica (129,343-345). Asi mismo, es muy relevante que, si una persona
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obesa consigue llegar a los objetivos de ejercicio fisico trazados en su programa de
adelgazamiento con un menor sufrimiento o sensacion de angustia, o consigue superar
en un tiempo relativamente corto dichos objetivos del programa de entrenamiento para
alcanzar metas mas elevadas, es indudablemente un efecto positivo para el programa

general de pérdida de peso disenado.
Valoracion histologica del higado

A diferencia de lo observado en la Fase 1, donde el consumo de una dieta alta en
grasa y fructosa durante 13 y 21 semanas indujo claros signos de esteatosis hepatica con
valores semicuantitativos de NAS de 2 y 4, respectivamente, bajo nuestras condiciones
experimentales el consumo de este tipo de dieta durante 16 semanas arrojo un valor de
NAS de 1, mostrando leves signos de esteatosis hepatica, principalmente de tipo
macrovesicular, la cual esta mas asociada al desarrollo de NAFLD (100). Para explicar este
resultado, hay que tener en cuenta la edad inicial de los animales que fue de 10 semanas
en la Fase 1, mas cercana a meseta y de 6 semanas en la Fase 2, en plena fase
crecimiento. Los animales mas jovenes desarrollaron mas rapido obesidad, pero su
higado mostré menos signos de esteatosis al tener mayor capacidad de activar los
mecanismos de compensacion hepatica con mas eficacia. Sin embargo, en los animales
de la Fase 1 estos mecanismos estaban agotados a las 13 semanas de periodo

experimental y la esteatosis fue manifiesta (346).

Por el contrario, el consumo de una dieta estandar resulté en una acumulacién
grasa de tipo microvesicular, induciendo en algunas ocasiones un mayor dafio hepatico
que una dieta HFHF. Aguiar et al. (347) propusieron que la dieta del American Institute of
Nutrition (AIN) podria no ser la mejor dieta de control para utilizar en el protocolo de
obesidad inducida por dieta. Asi mismo, Farias Santos et al. (348) indicaron que el
consumo de dietas estandar AIN-93 son capaces de inducir higado graso con
alteraciones en el perfil hepatico de acidos grasos, sugirieron que el alto contenido en
glacidos, especialmente sacarosa, pueden contribuir al desarrollo de esta patologia. En
esta linea, Yan et al. (349) describieron como el consumo a largo plazo de dietas baja en
grasa y alta en glacidos podria generar NAFLD en ratones, pero sin llegar a conducir a
obesidad, tal y como se comprob6 en nuestro estudio con la diferencia de peso de los
animales. En las condiciones experimentales del estudio de Yan et al. (349), el consumo

de una dieta con manteca de cerdo (10 %), similar a la nuestra, indujo esteatosis hepatica

253



moderada e inflamacion, tal y como observamos en nuestro trabajo. Existen evidencias
de que la ingesta de acidos grasos saturados aumenta la acumulacion de lipidos
hepaticos en roedores (350) y las dietas con manteca de cerdo, ricas en estos acidos

grasos saturados, son daininas para el organismo (349).

Para el tratamiento del higado graso se han propuesto intervenciones
farmacologicas y no farmacologicas, principalmente de modificaciones en el estilo de
vida (351). En este ltimo sentido, el ejercicio fisico se ha propuesto como una estrategia
para mejorar los signos histologicos de NALFD (352) al promover un aumento de la
oxidacion lipidica en los hepatocitos, lo que reduce los niveles de triglicéridos
almacenados (353). Kistler et al. (354) informaron que el ejercicio de alta intensidad, pero
no el volumen del mismo, estaba inversamente correlacionada con la gravedad de la
enfermedad en NAFLD. Esto va en consonancia con los resultados hallados en nuestro
estudio, donde un protocolo de HIIT redujo la esteatosis hepatica, tanto micro- como
macrovesicular, en todos los grupos donde se implement6 (HF/EX, HF/NEX y HF/SE);
asi como, mejoro los efectos inducidos por las intervenciones en animales sedentarios

(HF/SD, HE/NT y HF/S).

Otra de las estrategias para el manejo del NAFLD es el tratamiento dietético,
entre las que se encuentran intervenciones como la restriccion caldrica y la ingesta de
compuestos dietéticos bioactivos. Bajo nuestras condiciones experimentales, el paso de
una dieta HFHF a una dieta estandar asociado a un proceso de restriccion caldrica,
provocod un efecto negativo aumentando la proporcion de esteatosis microvesicular e
inflamacion en comparacion con el grupo que consumi6 una dieta HFHF durante todo el
periodo experimental. Esto puede ser debido a los efectos negativos del tipo de dieta
estandar descritos anteriormente. Por otra parte, se ha descrito que los compuestos
fenodlicos y otros compuestos bioactivos son capaces de reducir la esteatosis (355).
Concretamente, estos compuestos fenodlicos pueden promover la oxidacion de la grasa
hepatica e inhibir la sintesis de grasa a través de la via PPAR, y aliviar la inflamacién a
través de la via VB6/TLR4/NF-«B (356). Aunque, se ha visto que la administracion de
diferentes especies vegetales del nutracéutico ensayado (333,356-362) reducen la
esteatosis hepatica, bajo nuestras condiciones experimentales, los compuestos
bioactivos asociados a la inclusion del nutracéutico en la dieta estandar (HF/NT) no

consiguieron prevenir los efectos negativos de este tipo de dieta.
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Finalmente, en relaciéon a la semaglutida, se ha descrito que este farmaco es
capaz de corregir, tanto en humanos como en roedores, las alteraciones asociadas al
NAFLD, entre las que se incluye la esteatosis hepatica (279). Aunque este farmaco es
relativamente novedoso, estudios en otros farmacos agonistas del GLP-1R, como la
exenatida, han sugerido que la mejora en la esteatosis hepatica era debido a una
reduccion del apetito y al aumento de la utilizacion de lipidos en el tejido adiposo de
ratas con NAFLD (363). Asi mismo, Zhou et al. (364) demostraron que la liraglutida
reducia la acumulacién hepatica de lipidos y la lesion hepatica en ratas con diabetes
mellitus tipo 2 mediante la activacion de la expresion de PPARa a través de una via AMPK
dependiente del GLP-IR. Ademas, Saad et al. (363) comprobaron que la exenatida
mejoraba el NAFLD en ratas mediante la supresion de la sefalizacion del receptor tipo
Toll4/NF«B. Sin embargo, hasta la fecha, la expresion del GLP-1R en el higado sigue
siendo controvertida (365). Bajo nuestras condiciones experimentales, la tUnica
intervencion que fue capaz de revertir la esteatosis hepatica, tanto micro- como
macrovesicular, fue la intervencion farmacologica mediante la inyeccion subcutanea de
semaglutida, siendo este efecto maximo al combinarse con la capacidad reductora de

esteatosis, previamente descrita, de un protocolo de HIIT.
Metabolismo glucidico

La resistencia a la insulina de los animales que desarrollaron obesidad fue patente
a las 16 semanas, en el que los animales se encontraban en fase exponencial de
crecimiento, lo cual supuso un adelanto de este efecto patologico en relacion a los
experimentos de la Fase 1. Este efecto se vio reflejado en los resultados obtenidos tras la
prueba de tolerancia oral a una sobrecarga de glucosa (PTOG) (area bajo la curva y perfil
glucémico). Estos parametros disminuyeron tras la aplicacion de todas las
intervenciones (restriccion calorica, protocolo de HIIT, administracion del nutracéutico,
administracion de semaglutida) con distinta eficacia. La restriccion calorica junto al
cambio de dieta con suplementacion del nutracéutico fue la intervencion que mayor
efecto tuvo sobre este test, por lo que, podemos atribuir al nutracéutico formulado
propiedades hipoglucemiantes, que podrian deberse a algunos de los péptidos
bioactivos presentes en la formulacion (231,366-373). Con respecto a la administracion
de semaglutida, aunque varios estudios han descrito el efecto positivo de la semaglutida

sobre el metabolismo de la glucosa en ratas, reduciendo el perfil glucémico y el AUC
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(374,375), bajo nuestras condiciones experimentales no se encontr6 esta eficacia al
combinarlo con restriccion calorica. La semaglutida induce una disminucion de la
ingesta al disminuir el apetito, por lo que no se puede afirmar que la mejora del perfil
glucémico sea debida directamente al efecto del farmaco a nivel central sobre los
mecanismos hipotalamicos que controlan la ingesta de alimento o que sea un efecto

secundario de la restriccion caldrica asociada a la semaglutida.

Ya que el higado acttia como reserva de glucosa y también puede aumentar la
sintesis de esta para contribuir a mantener los niveles plasmaticos segiin las necesidades
del organismo, se cre6 un panel de genes hepaticos relacionados con el metabolismo
glucidico, incluidos en una placa de OpenArray, para determinar el papel de estos
mecanismos en el efecto de las intervenciones aplicadas. El estudio del Heatmap
obtenidos a partir de este analisis mostr6 que las intervenciones incrementaron la
expresion genica en higado (también en colon y tejido adiposo) de hexoquinasa 2 (Hk2),
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 1 (Pckl) y el sustrato del receptor de insulina 1 (Irsl),
mejorando la resistencia a insulina y la captacion de glucosa (376-378), lo cual concuerda
con los cambios en el perfil glucémico tras una PTOG. Ademas, todas las intervenciones
redujeron la expresion hepatica de glucoquinasa o hexoquinasa 4 (Gck), la cual, aparte de
controlar la disponibilidad de glucosa hepatica, se asocia con un aumento de la
lipogénesis en este organo (379). En el higado la glucoquinasa es una enzima que
fosforila la glucosa y otros aztcares simples como la fructosa; esta enzima so6lo actta
cuando los niveles de glucosa plasmatica son muy elevados, por lo tanto, la actividad en
las células esta regulada tanto a nivel transcripcional como postranscripcional (380).
Esto concuerda con la menor expresion de Gck encontrada en todos los grupos
intervenidos en relacion con el grupo HF, donde se produjo una hiperglucemia que pudo

observarse en la PTOG.

El aumento de la expresion de los genes Hk2 y Irsl tras las intervenciones
realizadas, a excepcion del grupo de animales a los que se administro la semaglutida,
explicarian la una caida en los niveles plasmaticos de glucosa y la evolucién mas
favorable de la PTOG. Por otra parte, el aumento de la expresion del gen de Pckl podria
deberse al estado de ayuno prolongado a los que los animales estuvieron sometidos al
pair-fed, y, por tanto, se produjo una estimulacion de la gluconedgenesis para prevenir la

hipoglucemia. Sin embargo, la intervencion con semaglutida present6 un perfil singular
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de expresion génica, con una mayor expresion del gen del sustrato del receptor de
insulina 2 (Irs2), que explicaria en parte el efecto hipoglucemiante del farmaco y un
aumento del gen del receptor del glucagon (Gegr), cuya expresion contribuiria a

equilibrar los niveles plasmaticos de glucosa tras la hipoglucemia asociada al pair-fed.

Con respecto a los otros tejidos analizados en el panel de OpenArray relacionados
con el metabolismo glucidico, se encontr6 que todas las intervenciones aumentaron la
expresion del glucagon (Geg) en colon, cuya traduccion da lugar a GLP-1 (381). Este
aumento en GLP-1 conllevaria a un incremento en la secrecion de insulina en el
pancreas, y por consiguiente, favoreciendo la captacién de glucosa por los tejidos y
elevando la sensibilidad a la glucosa (148). Por todo ello, las intervenciones aplicadas en
este trabajo podrian ser consideradas como alternativas para el control de la glucemia y

especialmente la suplementacion con nutracéutico en la dieta.
Metabolismo lipidico

La funcionalidad del higado depende de un adecuado equilibrio entre los
procesos lipogénicos y lipoliticos, que se ve alterado por el desarrollo de la obesidad y el
higado graso asociado. En este contexto, la intervencion tiene varios enfoques, ya sea
mediante la reduccion de los mecanismos lipogénicos o la estimulacion de los
mecanismos lipoliticos y de los procesos de B-oxidacion de los acidos grasos. Bajo
nuestras condiciones experimentales, en el higado la restriccion caldrica por si sola o
asociada al ejercicio fisico consiguieron una reduccion de la expresion de genes
asociados a procesos lipogénicos y este efecto positivo se potencid, atn mas, al
incorporar el nutracéutico a la dieta. Diversos autores han descrito para algunos de los
componentes incluidos en nuestra formulacion nutracéutica propiedades
antilipogénicas (129,360,382,383), que manifiestan su eficacia en condiciones en las que
el animal esta sujeto a un balance negativo de energia, con una disminucion de la ingesta
calorica y un aumento del gasto energético. Los efectos positivos de las intervenciones
anteriormente descritas se observaron en la expresion génica del colon y el tejido
adiposo, con la ventaja afadida de que el nutracéutico, per se, produjo esa marcada
disminucion de la lipogénesis. Por otro lado, la administracion de semaglutida condujo a
una sobreexpresion de este panel de genes lipogénicos, que se podria explicar como un
efecto secundario de la fuerte reduccion de la ingesta asociada a la semaglutida (384) y
que fisiologicamente se intenta compensar con un aumento de la expresion de los genes
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de las enzimas encargadas de potenciar la acumulacion de grasa para hacer frente el

desabastecimiento de energia (385).

Asociado a esta reduccion de los procesos lipogénicos se produjo un incremento
de los mecanismos lipoliticos en el higado, cuando se realizo la intervencion de
restriccion calorica y cuando esta se asocio a ejercicio fisico o/a suplementacion con
nutraceéutico, y, también, se observo en la asociacion de las tres intervenciones. El efecto
es muy destacable en los genes como Cptla y Ppara (300,386) entre otros, cuyos
productos de transcripcion contribuyen a la eliminacion de acidos grasos hepaticos. La
combinacion de los resultados de disminucion de lipogénesis y aumento de lipolisis debe
conducir a una mejora de la funcionalidad hepatica, por lo que se podria sugerir el uso
del nutracéutico como suplemento para la pérdida de grasa hepatica, si se combina con

un protocolo de ejercicio bien estructurado.

Finalmente, la administracion de semaglutida produjo una disminuciéon de la
expresion hepatica de los genes incluidos en el panel lipolitico de OpenArray analizado.
Este efecto contribuye, junto al aumento de la lipogénesis, a paliar el efecto “ahorrador
de energia”, para compensar la anorexia que produce este farmaco, anteriormente
comentada. Asi mismo, el aumento de la expresion de estos genes en el tejido adiposo
sugiere una movilizacion de la grasa de reserva hacia el higado, para ser utilizada en los

procesos lipogénicos en el higado, que como vimos se encontraba aumentada.

Todos estos cambios con las intervenciones en el equilibrio lipogénesis-lipolisis
no produjeron cambios destacables en el colesterol plasmatico, salvo en la semaglutida
cuyo tratamiento resulté en un aumento del colesterol circulante. Este aumento podria
ser transitorio y asociado al periodo de mayor pérdida de peso de estos animales, en el
que se produce una movilizacion del colesterol almacenado en el tejido adiposo, ya que
como han indicado Phinney et al. (387), los niveles de colesterol plasmatico disminuyen
cuando la pérdida de peso se estabiliza. Por otra parte, la intervencion del nutracéutico
por si mismo o asociado al protocolo de HIIT se relacion6 con una regulacion a la baja de
la de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (Hmgcr), una de las enzimas limitante de
la biosintesis del colesterol (388). Asi mismo, la expresion de Cyplal, la cual se ha
asociado con un descenso en los niveles de colesterol plasmatico (389), estaba expresada
al alza en dichos grupos en higado y colon. Si bien, el efecto hipocolesterolémico no se

observo en el plasma tras aplicar estas intervenciones.
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Marcadores de inflamacion

El proceso obesogénico lleva consigo la inflamacion de distintos tejidos y su
consiguiente alteracion de la funcion fisiologica. En nuestro estudio, hemos observado
un claro efecto proinflamatorio de la dieta hipercaldorica mediante el analisis de la
expresion hepatica relativa de genes asociados. De todas las intervenciones ensayadas,
la mas eficaz en reducir la expresion de estos genes fue la administracién del
nutracéutico solo o asociado a un protocolo de HIIT y a una restriccion de dieta.
Concretamente este efecto del nutracéutico se puede relacionar con la disminucion de
la expresion de los genes inflamatorios Illa, Il18, Caspl y Tir4 entre otros (390-393),
debido posiblemente a la presencia de péptidos bioactivos y compuestos fenolicos en su

formulacion, algunos de ellos descritos por otros autores (383,394,395).

El tratamiento con semaglutida, también, presenté un efecto antiinflamatorio en
el higado. Se ha sugerido que la activacion de los receptores de GLP-1 podria mitigar la
inflamacién hepatica al reducir la infiltracion de macréfagos que expresan dichos
receptores (396). Ademas, se ha postulado que los mecanismos que protegen la barrera
intestinal podrian contribuir a los efectos hepatoprotectores de los agonistas de los

receptores de GLP-1(397).

La inflamacion del colon y del tejido adiposo producida por la dieta obesogénica,
se redujo con todas las intervenciones. Destacamos el efecto del nutracéutico
mejorando la funcionalidad del colon, cuyo efecto antiinflamatorio puede relacionarse
con algunos de sus componentes bioactivos no absorbibles en el tracto digestivo y que
ejercen un efecto local, como comprobamos tras las diferentes pruebas de digestibilidad
in vitro. Contrariamente, la administracion de semaglutida produjo un aumento de la

expresion de los genes proinflamatorios Caspl, Sell, Cxcr3 en colon.
mi-ARNs

Se ha sugerido que los mi-ARNs desempenan un papel importante en la
modulacion de la progresion de NAFLD (219). Unos de los principales mi-ARNs
implicados en esta patologia y estudiados como dianas terapéuticas novedosas son el
mir-21, miR-34a, el miR-122 y miR-192 (221,398). El miR-122 y miR-192 se expresan con
mayor abundancia en el higado, donde regulan varios procesos fisiologicos, como el

metabolismo de los TG y el colesterol (146,398). Bajo nuestras condiciones
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experimentales, el consumo de una dieta alta en grasa y fructosa durante 16 semanas
aument6 la expresion hepatica de miR-122. Sin embargo, Pirola et al. (399) reportaron
niveles de expresion de miR-122 disminuidos en higados de pacientes con NASH,
mientras que la expresion de este mi-ARN se encontraba aumentada en suero;
describiendo asi una relacion inversa entre la expresion de este mi-ARN en tejido y sus
niveles circulantes en sangre. Sugirieron que la menor expresion de miR-122 en higado
es consecuencia de una alta tasa de liberacion a la circulaciéon. Por lo que, en nuestro
estudio hubiera sido necesario evaluar la expresion de miR-122 en sangre para
comprobar si esta estaba aumentada. No obstante, otros estudios han hallado niveles de
expresion elevados de miR-122 en higado (400,401). Auguet et al. (400) comprobaron
como los niveles de expresion de miR-122 variaban en funcion del grado de obesidad del
paciente. Con una obesidad moderada el nivel de expresion en higado aumentaba,
mientras que el agravamiento de esta patologia hasta una obesidad morbida disminuia
los niveles de expresion hepaticos. En base a estos hallazgos, podria considerase que, en
el presente trabajo, los niveles de expresion hepaticos de miR-122 se encontraban
aumentados porque, si bien el grado de obesidad estaba establecido en los animales, la
esteatosis hepatica no fue muy severa. Esto se pudo comprobar con la histologia del
higado, en la que la puntuacion NAS obtenida no se relacioné con NASH. Aun asi, la
implementacion de las distintas intervenciones logro normalizar los valores de expresion

de miR-122.

Por otro lado, miR-21 esta implicado en la regulacion de la adipogénesis y la
diferenciacién, nimero y tamafio de los adipocitos (402). Ademas, miR-21 promueve la
acumulacion de lipidos al interaccionar con diversos factores, como la proteina de uniéon
a elementos reguladores de esteroles (SREBP1) y la 3-hidroxi-3-metilglutaril-co-enzima
A reductasa (HMGCR) (403,404). EI miR-21 también contribuye a la lesion celular, la
inflamacion y la fibrosis, a través de su inhibicion de la via de senalizacion del receptor
alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PPARA) (221,403,404). En base a estos
resultados, se sugiere que miR-21 puede estar implicado en (1) etapas tempranas de
acumulacion de lipidos y aparicion de esteatosis en los hepatocitos y/o (2) en la
inflamacion y fibrosis en etapas posteriores de la enfermedad (221,403). Como cabria
esperar, la expresion de miR-21 increment6 tanto en higado como en tejido adiposo,

paralelamente al desarrollo de la obesidad y de la esteatosis hepatica. La ingesta del
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nutracéutico formulado, rico en compuestos bioactivos, disminuy6 la acumulacion de

grasa en el higado asociada a una menor expresion de miR-21.

Los niveles de expresion de miR-34a en higado y tejido adiposo aumentaron tras
el desarrollo de la obesidad, tal y como han descrito otros autores. (219,221). Algunos
estudios han encontrado una asociacion favorable entre miR-34a con GLP1 o GLP-1RAs
(146), asi como, con el ejercicio fisico (405). Sin embargo, en nuestro estudio no existio
una modulacién positiva por parte del protocolo de HIIT y las intervenciones
nutricionales y farmacologicas presentaron una tendencia a disminuir los valores de
expresion de este mi-ARN en higado. Aunque no se ha encontrado informacion sobre la
modulacion de miR-34a por la accion de extractos vegetales, en la bibliografia
consultada se han descrito efectos positivos de compuestos fendlicos presentes en
extractos vegetales sobre la modulacion de diferentes mi-ARNs (401). En el tejido
adiposo, la mayoria de las intervenciones redujeron la expresion de este mi-34a. Las
discrepancias entre ambos tejidos puede ser debida a que miR-34a es un mi-ARN de
amplia expresion y no especifico del higado, expresandose mas abundantemente en

adipocitos que en los hepatocitos (398), al igual que observamos en este trabajo.

Finalmente, el aumento en la expresion de miR-192 provocado por el desarrollo
de la obesidad, tanto en higado como en tejido adiposo, fue revertido por accion de la
semaglutida en higado, mientras que el programa de ejercicio fisico fue la intervencion
que revirtio la expresion en el tejido adiposo. Existe evidencia de que el ejercicio fisico
modula positivamente el desarrollo del NAFLD al regular la expresion de mi-ARNs (405).
Se ha descrito un aumento de los niveles circulantes de mi-ARNSs, tras episodios de una
sesion aguda de ejercicio fisico en humanos (406). Sin embargo, el tiempo para restaurar

los niveles a valores basales era variable en funcion del mi-ARN analizado (406).
Estrés oxidativo

Al igual que lo observado en la Fase 1, se comprob6 que la dieta HFHF tuvo una
accion prooxidante, con alta capacidad de generar ROS, debido a la acumulacion de
compuestos de naturaleza lipidica, como triglicéridos, diacilgliceroles o ceramidas (407).
Para contrarrestar esta agresion se elevo la actividad de enzimas antioxidantes y
detoxificantes. Sin embargo, observamos una disminucion en la expresion génica de

enzimas antioxidantes hepaticas. Esto pone de manifiesto la existencia de una
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regulacion hepatica a distintos niveles moleculares (a nivel transcripcional, post-
transcripcional y post-transduccional) debido a la alta actividad enzimatica antioxidante,

los sistemas de defensa no requieren de un aumento en su expresion génica (408).

El nutracéutico asociado a restriccion calorica fue la intervencion con mejor
efecto sobre la reduccion de la actividad de las enzimas antioxidantes (Cu/Zn-SOD, Mn-
SOD y GPx) y de la expresion del panel de genes (OpenArray) de estrés oxidativo. La
marcada accion antioxidante la podemos atribuir a los extractos funcionales derivados
de las diferentes especies vegetales incluidas en €l (409-411), y en mayor medida a los
compuestos fenolicos y otras moléculas bioactivas presentes (412). Estos compuestos
bioactivos caracterizados, muchos de ellos por su capacidad antioxidante, tienen la
propiedad de captar radicales libres y, por tanto, de disminuir el estrés oxidativo. Esto
propiciaria una menor actividad de las enzimas antioxidantes como la SOD,
reduciéndose la produccion de H:0: y, por consiguiente, la actividad de las enzimas
encargadas de degradar este producto (CAT y GPx) disminuyen su actividad (85).
Diferentes autores, como Martinez et al. (409), han demostrado que la ingesta de la
pulpa de Argan disminuye tanto la actividad enzimatica como la expresion génica de la
Mn-SOD, asi como la actividad enzimatica de la GPx. Otros autores han descrito una
modulacion positiva por parte de extractos de hoja de Origanum vulgare (413), de
semillas de Coriandrum Sativum (414) y de hojas de Cynara scolymus (395),
reestableciendo a valores de actividad enzimatica normales tras su administracién en
ratas a las que se les habia inducido un dafio hepatico. Ademas de esta ventaja sobre la
actividad de enzimas antioxidantes, la incorporacion del nutracéutico en la dieta
disminuy¢ la actividad enzimatica detoxificante de la enzima GST, la cual esta implicada
en procesos de detoxificacion de numerosos compuestos (415). Esto manifiesta la baja
toxicidad del nutracéutico, lo que concuerda con los resultados de toxicidad de las
pruebas in vitro. Por otra parte, la influencia del nutracéutico sobre el estrés oxidativo
también se vio reflejado en el tejido adiposo, donde se produjo una caida de la expresion

génica de las enzimas antioxidantes estudiadas.

En contraposicion con el efecto positivo ejercido por el nutracéutico, la
administracion de semaglutida mostré un efecto prooxidante, al elevar la actividad
antioxidante y detoxificante de las enzimas hepaticas, incluso por encima de los niveles

alcanzados en el grupo obeso. Esto indica que este farmaco podria ser perjudicial en la

262



funcionalidad hepatica, lo que no coincide con lo descrito por otros autores (279,416).
Sin embargo, cuando se asocia su administracion a un protocolo de HIIT el efecto
negativo sobre la actividad enzimatica desparece, gracias a la capacidad del ejercicio

fisico de regular los sistemas antioxidantes (140,142).

La semaglutida produjo, también, un efecto prooxidante al aumentar la expresion
del panel de genes de estrés oxidativo en colon y tejido adiposo, y la asociacion de este
farmaco con ejercicio fisico consiguié contrarrestar este efecto en el colon mediante
una disminucion de la expresion génica. Existen otros estudios en los que se analizaron
el efecto de otros agonistas de GLP1-R en dichos tejidos, que respaldan los resultados
anteriores. Por ejemplo, Lyu et al. (417) observaron un aumento en la actividad de
enzimas antioxidantes en tejido adiposo subcutaneo en comparaciéon con un grupo que
consumi6 una dieta alta en grasa. Ademas, se ha comprobado que la semaglutida puede
provocar disfunciones gastrointestinales en humanos mostrando una potencial
toxicidad (418). Esta tesis doctoral es una de las primeras investigaciones en estudiar el
efecto de la semaglutida sobre ambos tejidos. Se requieren de mas estudios para
profundizar en los mecanismos capaces de minimizar los efectos prooxidantes en el

higado, colon y tejido adiposo.

Finalmente, el estrés oxidativo inducido por el consumo de la dieta hipercalorica
produjo alteraciones sobre la expresion de genes asociados a dafio celular, estructura
celular anatémica, proliferacion celular y transporte de soluto, especialmente en el
higado y tejido adiposo. El aumento de la expresion de Cdknla, Gadd45a, asociado a daiio
celular en el ADN, fue revertido por las distintas intervenciones. Destacamos también el
efecto positivo de las intervenciones sobre el gen Gdf15, relacionado con el programa de

respuesta al estrés tras una lesion celular.
Microbiota intestinal

La microbiota intestinal es un importante factor ambiental que contribuye a la
obesidad. Se ha demostrado que las dietas ricas en grasas o azucares provocan una
alteracion de la composicion de la microbiota intestinal, asi como una reduccion de la
diversidad microbiana (45,46). Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales el
consumo de una dieta alta en grasa y fructosa aumento la diversidad microbiana en

comparaciéon con el consumo de una dieta estandar. Este efecto ha sido descrito por
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otros autores como Wang et al. (46), que asociaron el incremento de la biodiversidad
microbiana a un mayor contenido en fibra presente en la dieta alta en grasa. La
administracion de semaglutida aument¢ la diversidad microbiana, aunque al tratarse de
un farmaco de reciente comercializacion no se ha encontrado bibliografia que puedan

corroborar nuestros hallazgos.

Por otro lado, a nivel de filo, el analisis de la microbiota intestinal de roedores
DIO se caracteriza por una reduccion del filo Bacteroidota y un aumento del filo
Firmicutes (419). Este hecho se atribuye a que los Firmicutes pueden producir mas
energia que los Bacteroidota, debido a que son capaces de producir acidos grasos de
cadena corta a partir de la fermentacion de glucidos dietéticos, los cuales pueden ser
utilizados para la lipogénesis hepatica. Por tanto, una abundancia relativamente alta de
Firmicutes conduce a una mayor absorcion de calorias y promueve la obesidad (51,52).
Las diferentes intervenciones, especialmente la inclusion del nutracéutico en la dieta,
aumentaron de forma general el numero de Bacteroidota, lo que se trasladé en una
proporcion menor de Firmicutes/Bacteroidota. Este efecto se asocié al contenido en
compuestos bioactivos y compuestos fenolicos presentes en el nutracéutico, ya que se
ha descrito que la ingesta de diferentes compuestos fenodlicos modulan la composicion
de la microbiota intestinal reduciendo la proporcion Firmicutes/Bacteroidota (420),
como es el caso, se ha descrito que algunas especies incluidas en la formulacion
nutraceutica, como son Lens culinaris (421), Vigna angularis (422) y Coriandrum sativum

(423).

Con respecto al ejercicio fisico, se ha descrito que posee efectos beneficiosos
sobre la microbiota intestinal al remodelarla positivamente, aumentando la diversidad
microbiana y disminuyendo la proporcion de Firmicutes/Bacteroidota (424-426);
aunque los cambios en la estructura de la microbiota intestinal varian en funcion de la
intensidad, el tiempo y el tipo de ejercicio (424). Sin embargo, al igual que lo observado
por Yang et al. (424), bajo nuestras condiciones experimentales, estos parametros no se

vieron influenciados por el ejercicio fisico.

A nivel de familia y tras el analisis del Heatmap realizado la mayor abundancia
relativa detectada en los animales que consumieron una dieta alta en grasa y fructosa
(grupo HF), probablemente se debi6é al mayor porcentaje de fibra incluido en la dieta,

como ya se ha mencionado anteriormente. Esta abundancia relativa se revirti6 en los
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grupos a los que se les administr6 semaglutida, que redujo la ingesta total de alimento vy,

por consiguiente, de la fibra total (46).

A nivel de género, podemos decir que el consumo de una dieta alta en grasa y
fructosa aumento las proporciones de Clostridium sensu stricto 1, al igual que sucedi6 en
la Fase 1, el cual esta asociado con el consumo de una dieta alta en grasa y se relaciona
con inflamacion intestinal (55,322-324). Ademas, este tipo de dieta redujo la proporcion
de Muribaculaceae genus y Ligilactobacillus, y la Gnica intervencion capaz de aumentar la
proporcion estos ultimos fue la inclusion del nutracéutico en la dieta. Muribaculaceae
genus han sido identificadas como bacterias capaces de degradar carbohidratos y el
descenso en su abundancia se ha asociado con el consumo de dietas hipercaloricas (46).
Por otro lado, Liang et al. (427) describieron que Ligilactobacillus salivarius LCKI11
prevenia la obesidad al estimular la secrecion del péptido YY por su efecto
anorexigénico. Con respecto al género Lactobacillus, aunque el desarrollo de la obesidad
no tuvo ningan efecto sobre la abundancia de este género, todas las intervenciones
aplicadas disminuyeron este parametro, a excepcion de la administracion de
semaglutida, que increment6 hasta 3 veces el valor de este parametro. Aunque los
Lactobacillus se emplean ampliamente como probidticos (428) y, ademas, se ha descrito
su efecto hipolipemiante (429), también se han encontrados elevados en la microbiota
intestinal de pacientes obesos (428). El género de Lactobacillus muestra una gran
diversidad en su resistencia al estrés oxidativo entre especies (430) y cepas (431),
basandose en su potencial actividad catalasa. Bajo nuestras condiciones experimentales,
la administracion de semaglutida se correlacion6 con un alto grado de estrés oxidativo
en el colon, determinado por una mayor expresion génica de las enzimas antioxidantes
en este organo, lo que se correlaciona con mayores niveles de estrés. Lee et al. (428)
plantearon que la colonizacion por diferentes cepas de Lactobacillus del colon podria
estar determinada por estos altos niveles de estrés oxidativo, que no permiten la

supervivencia de otras cepas no resistentes a este tipo de estrés.

6 Conclusiones

1. Los excedentes de semillas y vegetales son una buena fuente de compuestos
bioactivos con capacidad antioxidante, que pueden ser utilizadas en el tratamiento

de alteraciones como la obesidad y la resistencia a la insulina. Su aprovechamiento
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con estos fines contribuye, también, a la economia circular y promueve estrategias
de sostenibilidad ambiental.

La valoracion quimica y en cultivo celular del nutracéutico desarrollado mostré un
amplio perfil de compuestos bioactivos que le confirieron un potente efecto
antioxidante y antiesteatotico lo cual, junto a su nula toxicidad y su potencial
bioaccesibilidad, podria utilizarse como tratamiento en la obesidad y sus alteraciones
asociadas.

Para el desarrollo de un modelo de obesidad inducido por la dieta es crucial definir
con precision el tipo de dieta y la duracion del periodo experimental. Una dieta alta
en grasa (45 % de Kcal totales) y fructosa (20 % en agua de bebida) es idonea para el
desarrollo de la obesidad, esteatosis hepatica y resistencia a la insulina, y producir un
marcado desequilibrio en el metabolismo lipidico y en el sistema de defensa
antioxidante hepatico, asi como, una disbiosis intestinal. Un periodo experimental a
medio o largo plazo determina diferencialmente los mecanismos de acimulo de
grasa hepatica mediante la lipogénesis de novo o la alteracion del catabolismo de
acidos grasos por B-oxidacion, respectivamente.

El nutracéutico desarrollado a partir de extractos vegetales podria utilizarse como
una estrategia en el tratamiento de las alteraciones asociadas a la obesidad, por su
efecto in vivo antioxidante y antiinflamatorio, asi como, su capacidad para reducir la
resistencia a la insulina (con mayor eficacia ain que el farmaco semaglutida) y
aminorar el desequilibrio en el metabolismo lipidico. A estos beneficios se anade su
accion sobre la disbiosis intestinal por su marcado efecto prebiotico al disminuir la
proporcion Firmicutes/Bacteroidota.

La semaglutida es un potente farmaco que se utiliza para el tratamiento de la
diabetes tipo 2 y la obesidad con accion hipoglucemiante y anorexigénica. Este
farmaco promueve la reduccion de la esteatosis hepatica, pero muestra efectos
secundarios como hipercolesterolemiante, asi como, prooxidante en higado, y
proinflamatorio en tejido adiposo y, especialmente, en el colon, donde contribuye a
la disbiosis intestinal.

El protocolo de entrenamiento intervalico de alta intensidad es una estrategia valida
para programas de pérdida de peso, especialmente en la pérdida de masa grasa
corporal, y grasa hepatica a través de la activacion de rutas lipoliticas. Dicho

protocolo de entrenamiento combinado con la administracion de nutracéutico y
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semaglutida resulta beneficioso para la funcionalidad cardiopulmonar al mejorar la

capacidad aerodbica. Finalmente, el protocolo de entrenamiento contrarresta los

efectos negativos en higado sobre el estrés oxidativo derivado de la administracion

de semaglutida.

Conclusion general: todas las intervenciones ensayadas han sido beneficiosas

para el tratamiento de la obesidad inducida por la dieta a través de la pérdida de peso

corporal o mayoritariamente a través de los efectos encontrados a nivel metabolico. A la

dosis ensayada, el nutracéutico puede ser una importante herramienta terapéutica que

produce efectos beneficiosos a distintos niveles en el organismo y contribuye a

recuperar la salud. Este efecto puede ser potenciado por la practica de ejercicio fisico.

6 Conclusions

1.

Surplus seeds and vegetables are a good source of bioactive compounds with
antioxidant capacity, which can be used in the treatment of disorders such as
obesity and insulin resistance. Their use for these purposes also contributes to
the circular economy and promotes environmental sustainability strategies.
Chemical and cell culture assessment of the developed nutraceutical showed a
broad profile of bioactive compounds that resulted in a strong antioxidant and
anti-steatotic effect. These properties, together with its lack of toxicity and its
potentially high bioaccessibility, make it an ideal candidate to be used in the
treatment of obesity and its associated disorders.

For the development of a diet-induced obesity (DIO) model, it is crucial to
precisely define the type of diet and the length of experimental period. A high fat
(45% of total Kcal) and high fructose (20% in drinking water) dietary treatment is
suitable for the development of obesity, hepatic steatosis and insulin resistance.
In addition, it induces a marked imbalance in lipid metabolism and in the hepatic
antioxidant defence system, as well as intestinal dysbiosis. A medium- or long-
term experimental period differentially affects the mechanisms of hepatic fat
accumulation through de novo lipogenesis or altered fatty acid catabolism by f-
oxidation, respectively.

The nutraceutical developed from plant extracts can be used as a strategy in the
treatment of disorders associated with obesity, due to its in vivo antioxidant and
anti-inflammatory effect, as well as its ability to reduce insulin resistance (even

267



more effectively than the drug semaglutide) and revert the alterations in lipid
metabolism. In addition to these benefits, it acts on intestinal dysbiosis through
its marked prebiotic effect by reducing the Firmicutes/Bacteroidota ratio.

5. Semaglutide is an effective novel drug used for the treatment of type 2 diabetes
and obesity, with hypoglycemic and anorexigenic action. It promotes the
reduction of hepatic steatosis, but shows deleterious side effects such as high
plasma cholesterol levels, as well as pro-oxidant action in the liver, and pro-
inflammatory activity in adipose tissue and, especially, in the colon, where it
contributes to intestinal dysbiosis.

6. The high intensity intervallic training protocol is a valid strategy for weight loss
programs due to its marked effects in the loss of body and liver fat content
through the activation of lipolytic pathways. Such training protocol combined
with nutraceutical and semaglutide administration is beneficial for
cardiopulmonary function by improving aerobic capacity, and counteracts the
negative effects on liver oxidative stress resulting from semaglutide

administration.

Overall conclusion: all the interventions tested have been beneficial for the
treatment of diet-induced obesity. Either through body weight loss or, mainly, through
effects at the metabolic level. At the dose tested, the nutraceutical developed can be an
important therapeutic tool that produces beneficial effects at different levels, and
contributes to restoring the compromised health status. These beneficial actions can be

enhanced by physical exercise.

7 Limitaciones

Una de las principales limitaciones que hemos encontrado en este estudio ha sido
el tipo de dieta estandar utilizado. Aunque la dieta SD es un control muy preciso de la
dieta alta en grasa y es la recomendada, ya que muestra una composicion quimica
similar a la de esta ultima y solo difiere en la cantidad de grasa total y fructosa, provoca
algunas alteraciones en la histologia hepatica en comparaciéon con el pienso estandar
para ratas, que contiene una mayor cantidad de proteinas de origen vegetal y un menor
contenido de mono- y disacaridos. Esto ha podido enmascarar el efecto de las
intervenciones aplicadas, especialmente las atribuidas al nutracéutico, y principalmente

en el caso de los analisis histolégicos. Ademas, los datos de expresion génica y actividad
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antioxidante deberian complementarse con analisis de expresion proteica para obtener
una vision mas amplia de la influencia de la obesidad sobre el estado antioxidante. Asi
mismo, la expresion de multiples genes fue dificil de detectar e incluir en el Heatmap,
puesto que el tejido adiposo es un organo de complicada extraccion de ARN y de
expresion génica. Por otra parte, seria necesario un analisis mas exhaustivo de los
compuestos bioactivos presentes en el nutracéutico, para poder concretar que
moléculas son las responsables de los efectos beneficiosos sobre la salud o si se trata de
una sinergia de estas. Por tltimo, dado que los resultados del presente estudio se han
obtenido en un modelo experimental con ratas, es necesario confirmarlos en un estudio

clinico con seres humanos.
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ANEXO

Tabla 40. Distribucion de los genes incluidos en el OpenArray en categorias segin su funcion

celular para el estudio de la expresion.

Gen Proteina Assay ID Funcion
Aflatoxin Bl aldehyde
Akr7a3 Rn00682418_ml Estres oxidativo
reductase member 3
Dhcr24 Delta(24)-sterol reductase Rn01417370 _m1 Estrés oxidativo
Dimethylaniline
Fmo2 monooxygenase [N-oxide- Rn00595179_ml Estreés oxidativo
forming] 2
Gpx1 Glutathione peroxidase 1 Rn00577994_g1 Estrés oxidativo
Gpx2 Glutathione peroxidase 2 Rn07318608_gl Estrés oxidativo
Gpx3 Glutathione peroxidase 3 Rn00574703_ml Estrés oxidativo
Glutathione S-transferase
Gstkl Rn00710510_g1 Estrés oxidativo
kappa 1
HmoX1 Heme oxygenase 1 Rn00561387_ml Estreés oxidativo
Nuclear factor erythroid
Nfe212 Rn00582415_m1 Estreés oxidativo
2-related factor 2
Nos3 Nitric oxide synthase 3 Rn07312037_gl Estrés oxidativo
NAD(P)H dehydrogenase
Nqo1 Rn00566528_m1 Estrés oxidativo
[quinone] 1
Parkinson disease protein
Park?7 Rn01516679_m1 Estreés oxidativo
7 homolog
Sirt3 Sirtuin 3 Rn01501410_m1 Estreés oxidativo
Superoxide dismutase
Sod1 Rn00566938_ml Estrés oxidativo
[Cu-Zn]
Thioredoxin-interacting
Txnip Rn01533891_gl Estreés oxidativo
protein
Ucp2 Uncoupling protein 2 Rn01754856_m1 Estrés oxidativo
Caspl Caspase-1 Rn00562724_ml Inflamacion
Ccl5 C-C motif chemokine 5 Rn00579590_m1 Inflamacion
C-C chemokine receptor
Cer3 Rn00588614_m1 Inflamacion
type 3
C-C chemokine receptor
Cer5 Rn00588629_m1 Inflamacion

type 5
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Cd40lg

Cx3cll

Cxcl10

Cxcr3

Cxcr4

Icam1

14 (0]
Sell
Tlr4
118
Il1a
I1b
1133

Olr1

Ptgsl

Ptgs2

Tnfrsfib

Nfkbia

Acaca
Acacb
Acly

Acsl3

Acsl4

CD40 ligand
Chemokine (C-X3-C
motif) ligand 1
C-X-C motif chemokine
10
C-X-C chemokine
receptor type 3
C-X-C chemokine
receptor type 4
Intercellular adhesion
molecule 1
Interleukin-10
L-selectin
Toll-like receptor 4
Interleukin-18
Interleukin-1 alpha
Interleukin-1 beta
Interleukin-33
Oxidized low-density
lipoprotein receptor 1
Prostaglandin G/H
synthase 1
Prostaglandin G/H
synthase 2
Tumor necrosis factor
receptor superfamily
member 1B
NF-kappa-B inhibitor
alpha
Acetyl-CoA carboxylase 1
Acetyl-CoA carboxylase 2
ATP-citrate synthase
Acyl-CoA synthetase long-
chain family member 3

Acyl-CoA synthetase long-

Rn00584362_m1

Rn00593186_m1

Rn00594648_m1

Rn00584689_ml

Rn01483207_m1

Rn00564227_m1

Rn00563409_m1
Rn00569845_ml
Rn01458370_m1
Rn01422083_m1
Rn00566700_m1
Rn00580432_ml
Rn01759835_m1

Rn00591116_m1

Rn00566881_m1

Rn01483828_ml

Rn00709830_m1

Rn01473657_gl

Rn00573474_ml
Rn00588290_m1
Rn00566411_m1

Rn00589037_m1

Rn00586179_m1

Inflamacion

Inflamacion

Inflamacion

Inflamacion

Inflamacion

Inflamacion

Inflamacion
Inflamacion
Inflamacion
Inflamacion
Inflamacion
Inflamacion

Inflamacion

Inflamacion

Inflamacion /Estrés

oxidativo

Inflamacion/Lipogéne

sis

Inflamacion

Inflamacion

Lipogénesis
Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis/Lipolisis

Lipogénesis/Lipolisis
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Acsl5

Acsl6é

Agpat3

Cnr1l

Fabp4

Fabp5

Fasn

Hmgcr

Pnpla3

Pparg

Ppargcla

Scdi1

Srebf1

Srebf2

Acaa?

Acot12
Acox1

Acsmb5

chain family member 4
Acyl-CoA synthetase long-
chain family member 5
Acyl-CoA synthetase long-
chain family member 6
1-acylglycerol-3-
phosphate O-
acyltransferase 3
Cannabinoid receptor 1
Fatty acid binding protein
4
Fatty acid binding protein
5
Fatty acid synthase
3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA
reductase
Patatin-like
phospholipase domain
containing 3
Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma
Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma
coactivator 1-alpha
Stearoyl-CoA desaturase 1
Sterol regulatory element-
binding protein 1
Sterol regulatory element-
binding protein 2
Acetyl-CoA
acetyltransferase
Acyl-CoA thioesterase 12
Acyl-CoA oxidase 1
Acyl-CoA synthetase

Rn00586013_ml

Rn00590587_ml

Rn01428230_m1

Rn00562880_m1

Rn00670361_m1

Rn01461858_gl

Rn00569117_m1

Rn00565598_ml

Rn01502361_m1

Rn00440945_m1

Rn00580241_m1

Rn00594894_gl

Rn01495769_m1

Rn01502638_m1

Rn00590503_m1

Rn00679785_m1
Rn01460628_m1
Rn01510064_m1

/Inflamacion

Lipogénesis/Lipolisis

Lipogénesis/Lipolisis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis/Metaboli

smo glucidico
Lipogénesis

Lipogénesis

Lipogénesis

Lipolisis
Lipolisis
Lipolisis

Lipolisis
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medium-chain family
member 5
Carnitine
Cptla
palmitoyltransferase 1A
Carnitine
Cpt2
palmitoyltransferase 2
Carnitine O-
Crat
acetyltransferase
Carnitine O-
Crot
octanoyltransferase
Enoyl-CoA hydratase,
Echsl
short chain 1
Enoyl-CoA hydratase and
Ehhadh 3-hydroxyacyl CoA
dehydrogenase
Hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase
Hadha
trifunctional multienzyme
complex subunit alpha
Lipase E, hormone
Lipe
sensitive type
Lpl Lipoprotein lipase
Peroxisome proliferator-
Ppara
activated receptor alpha
Peroxisome proliferator-
Ppard
activated receptor delta
Peroxisome proliferator-
Ppargclb activated receptor gamma
coactivator 1-beta
Protein kinase AMP-
Prkaal activated catalytic
subunit alpha 1
Protein kinase AMP-
Prkaa2 activated catalytic

subunit alpha 2

Rn00580702_m1

Rn00563995_m1

Rn01758585_m1

Rn01526940_m1

Rn00589588_ml

Rn00592368_m1

Rn00590828_ml

Rn00563444_ml

Rn00561482_m1

Rn00566193_m1

Rn00565707_m1

Rn00598552_ml

Rn00665045_m1

Rn00576935_ml

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis
Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis

Lipolisis/Metabolismo

glucidico

Lipolisis/Metabolismo

glucidico
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Rxra
Adipor2

Gegr
Gcek
Hk2
Geg

Akt2
Insr

Irsi

Irs2

Pck1

Pik3r1

Slc2a4

Sortl

Col26a1

Cdknila

Gadd45a

Mmp15

Psmb9

Cyplal

Retinoid X receptor alpha
Adiponectin receptor 2

Glucagon receptor
Glucokinase
Hexokinase 2

Glucagon
AKT serine/threonine
kinase 2
Insulin receptor
Insulin receptor substrate
1
Insulin receptor substrate
2
Phosphoenolpyruvate
carboxykinase 1
Phosphoinositide-3-
kinase regulatory subunit
1
Solute carrier family 2

member 4
Sortilin 1

Collagen type XXVI alpha
1 chain
Cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A
Growth arrest and DNA-
damage-inducible, alpha
Matrix metallopeptidase
15
Proteasome 20S subunit
beta 9
Cytochrome P450, family
1, subfamily a, polypeptide

Rn00441185_m1

Rn01463173_ml

Rn00597158 _m1
Rn00561265_m1
Rn00562457_m1
Rn00562293_ml1

Rn00690900_m1

Rn00690703_m1

Rn02132493_s1

Rn01482270_sl

Rn01529014_m1

Rn01644964_m1

Rn00562597_ml

Rn01521847_m1

Rn01499405_m1

Rn00589996_ml

Rn00577049_ml1

Rn01536925_m!1

Rn00562296_m1

Rn00487218_m1

Lipolisis
Metabolismo glucidico
y lipidico
Metabolismo glucidico
Metabolismo glucidico
Metabolismo glucidico

Metabolismo glucidico
Metabolismo glucidico
Metabolismo glucidico

Metabolismo glucidico

Metabolismo glucidico
Metabolismo

glucidico/Lipogénesis

Metabolismo glucidico

Metabolismo glucidico

Metabolismo glucidico

y lipidico

Adhesion celular

Dano celular

Dafo celular

Estructura celular
anatémica
Estructura celular
anatémica
Metabolismo

colesterol
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Cypla2

Cyp7al

Gdf15

Myc

Abcgb
Rbp4

Slc27a2

Slc27a5

Slc2a2

Slc34a2

Ywhaz

B2m
Gapdh

Actb
Tbp

Hprtl

Ppia

1
Cytochrome P450, family
1, subfamily a, polypeptide
2
Cytochrome P450 family 7
subfamily A member 1
Growth differentiation
factor 15
MYC proto-oncogene,
bHLH transcription factor
ATP binding cassette
subfamily G member 5
Retinol binding protein 4
Solute carrier family 27
member 2
Solute carrier family 27
member 5
Solute carrier family 2
member 2
Solute carrier family 34
member 2
Tyrosine 3-
monooxygenase/tryptoph
an 5-monooxygenase
activation protein, zeta
Beta-2 microglobulin
Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase
Actin, beta
TATA box binding protein
Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase
1
Peptidylprolyl isomerase
A

Rn00561082_m1

Rn00564065_m1

Rn00570083_m1

Rn07310910_m1

Rn01499073_m1
Rn01451318_m1

Rn00581971_m1

Rn00577177_ml1

Rn00563565_m1

Rn00584515_ml1

Rn00755072_m1

Rn00560865_m1
Rn01775763_gl

Rn00667869_ml
Rn01455646_m1

Rn01527840_m1

Rn00690933_ml1

Metabolismo

colesterol

Metabolismo

colesterol

Proliferacion celular

Proliferacion celular

Transporte solutos
Transporte solutos

Transporte solutos

Transporte solutos

Transporte solutos

Transporte solutos

Control endogeno

Control endégeno
Control endogeno

Control endégeno

Control endogeno

Control endégeno

Control enddgeno
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