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El Sindrome Metabdlico (SM) es un conjunto de factores de riesgo metabdlicos interrelacionados
que incluyen obesidad central, hipertension arterial, resistencia a la insulina y dislipidemia
aterogénica, y se asocia con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y Diabetes
mellitus tipo 2. El aumento sostenido de su incidencia en las tltimas décadas, lo posiciona como

un problema de salud publica a nivel mundial.

El higado, ademés de desempefiar un rol central en el metabolismo de los lipidos, los
carbohidratos y las proteinas, es un organo clave en el mantenimiento de la homeostasis
metabolica sistémica. Su disfuncion se reconoce actualmente como un componente fundamental
en el desarrollo y la progresion del SM. Si bien la patogenia del SM es compleja y atn no se
encuentra completamente dilucidada, la interaccion de factores genéticos, metabdlicos y

ambientales, entre ellos los nutricionales, cumple un rol determinante.

Entre las fuentes vegetales de acidos grasos n-3, la semilla de Salvia hispanica L. (chia) se destaca
por su elevado contenido de acido a-linolénico (ALA, 18:3 n-3). Ademas, la semilla de chia
presenta un elevado contenido de proteinas, superior al de otras semillas, asi como fibra dietética
y diversos compuestos con actividad antioxidante. Este perfil nutricional la posiciona como una

alternativa de origen vegetal de interés frente a las fuentes tradicionales de n-3 de origen marino.

En estudios previos de nuestro grupo, realizados en un modelo experimental ampliamente
reconocido de SM y trastornos relacionados inducido por la administracion cronica de una dieta
rica en sacarosa (DRS), se demostrd que la administracion de semilla de chia fue capaz de mejorar
el metabolismo lipidico hepatico alterado, asi como parametros de la coagulacion y disfuncion
endotelial. Sin embargo, hasta el momento no han sido explorados los efectos de la semilla de
chia sobre mecanismos vinculados con la neoglucogénesis, resistencia a la insulina, inflamacion,

fibrosis y estrés oxidativo hepatico en el modelo experimental de SM.

De lo expuesto, el objetivo general del presente trabajo fue: “Estudiar en un modelo experimental
consolidado, que mimetiza el fenotipo del Sindrome Metabolico (SM) humano, posibles
mecanismos que puedan mediar el efecto beneficioso de la semilla de Salvia hispanica L. (chia)
sobre el mejoramiento de la homeostasis de la glucosa, resistencia insulinica, inflamacion, fibrosis

y estrés oxidativo en tejido hepatico™.

Para llevar a cabo este objetivo ratas macho Wistar (8 semanas de edad) recibieron durante 3
meses una DRS (60% energia) conteniendo como fuente de grasa aceite de maiz. Al cabo de este
periodo las ratas que recibieron la DRS se dividieron en 2 subgrupos: uno continué con la DRS
hasta los 6 meses de ingesta, mientras que el otro recibié una DRS conteniendo semilla de chia
como fuente de grasa dietaria en reemplazo del aceite de maiz por 3 meses adicionales. Otro grupo
de animales (grupo de referencia) recibié una dieta estandar comercial para roedores durante todo

el periodo experimental (6 meses).
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En el presente trabajo demostramos que la semilla de chia promueve una marcada reduccién de
las enzimas indicadoras de dafo hepatico (GOT, GPT y FA en suero), asi como también, del
contenido de gotas lipidicas y puntaje NAS en el tejido hepatico. Ademas, la intervencion con
semilla de chia redujo el estrés oxidativo y la peroxidacion lipidica, evidenciado por la
disminucion del contenido de ROS, TBARS y de la expresion de 4-HNE, junto con una
restauracion del sistema de defensas antioxidantes. En este sentido, se incrementaron los niveles
de FRAP y GSH, asi como la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GPx, GR y SOD. Estos
efectos se asociaron con un aumento del factor de transcripcion Nrf2 y una disminucion de NF-
kB. Esto se relaciond con una reduccion del deposito de colageno, de los niveles de
hidroxiprolina, y de TGF-p, junto a una disminucién de marcadores inflamatorios, tales como
F4/80, la actividad de la MPO y de citoquinas proinflamatorias (PAI-1 e IL-6) incrementando los
niveles de la citoquina antinflamatoria IL-10. Finalmente, la administracion de semilla de chia
mejoro la homeostasis hepatica de la glucosa, reflejada en una mejor tolerancia a la glucosa y un
aumento de la capacidad de fosforilacion de la glucosa, evidenciado por la mayor actividad de la
GK. Ademas, fue capaz de reducir la actividad de enzimas neoglucogénicas (G6Pasa, FBPasa y
PEPCK) y el factor de transcripcion FoxO1. Estos efectos se acompafiaron de una mejora en
moléculas clave de sefializacion de la insulina (p-AKT y PI3K), asi como de la restauracion del
sensor metabolico AMPK y p-AMPK, junto con el transportador hepatico de glucosa GLUT-2.
Cabe destacar que estos hallazgos se acompafaron de un enriquecimiento en PUFA n-3 y una
reduccion del acido araquidonico (A A, 20:4 n-6), 1o que dio lugar a un aumento de la relacion n-

3/n-6 en los fosfolipidos de la membrana plasmatica del tejido hepatico.

En conclusion, la intervencion con semilla de Salvia hispanica L. (chia) ejerce efectos
beneficiosos sobre la morfologia y metabolismo del tejido hepatico en el modelo experimental de
SM inducido por la ingesta cronica de una DRS. En conjunto, estos resultados posicionan a la
semilla de chia como una intervencion dietética prometedora con potencial impacto favorable

sobre la salud hepética y el cuidado metabolico general.
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Metabolic syndrome (MS) is a cluster of interrelated metabolic risk factors that includes central
obesity, high blood pressure, insulin resistance, and atherogenic dyslipidemia, and is associated
with an increased risk of developing cardiovascular disease and type 2 diabetes mellitus. The

steady rise in its incidence over the past few decades has made it a global public health problem.

The liver, in addition to playing a central role in the metabolism of lipids, carbohydrates, and
proteins, is a key organ in maintaining systemic metabolic homeostasis. Its dysfunction is now
recognized as a fundamental component in the development and progression of MS. Although the
pathogenesis of MS is complex and not yet fully understood, the interaction of genetic, metabolic,

and environmental factors, including nutritional factors, plays a decisive role.

Among plant sources of n-3 fatty acids, the seed of Salvia hispanica L. (chia) highlight for its
high content of a-linolenic acid (ALA, 18:3 n-3). In addition, chia seeds have a high protein
content, higher than that of other seeds, as well as dietary fiber and various compounds with
antioxidant activity. This nutritional profile positions chia as a plant-based alternative of interest

to traditional marine-derived n-3 sources.

In previous studies conducted by our group, using a widely recognized experimental model of
MS and related disorders induced by chronic administration of a sucrose-rich diet (SRD), chia
seed administration has been shown to improve altered hepatic lipid metabolism, as well as
parameters of coagulation and endothelial dysfunction. However, until now, the effects of chia
seed on mechanisms related to gluconeogenesis, insulin resistance, inflammation, fibrosis, and

hepatic oxidative stress have not been explored in the experimental model of MS.

Based on the above, the general objective of this study was: “To study, in a consolidated
experimental model that mimics the phenotype of human MS, possible mechanisms that may
mediate the beneficial effect of Salvia hispanica L. (chia) seeds on improving glucose

homeostasis, insulin resistance, inflammation, fibrosis, and oxidative stress in liver tissue”.

To achieve this objective, male Wistar rats (8 weeks of age) were fed a SRD (60% of energy)
containing corn oil as the fat source for 3 months. At the end of this period, the rats that received
SRD were divided into two subgroups: one continued on the SRD for a total of 6 months, whereas
the other received an SRD in which chia seed replaced corn oil as the dietary fat source for an
additional 3 months. Another group of animals (reference group) was fed a standard commercial

rodent diet throughout the experimental period (6 months).

In the present study, we demonstrated that chia seed promotes a marked reduction in serum
enzymes indicative of hepatic injury (AST, ALT, and ALP), as well as a decrease in lipid droplet
content and the NAFLD activity score (NAS) in hepatic tissue. In addition, chia seed intervention

reduced oxidative stress and lipid peroxidation, as evidenced by decreased ROS and TBARS
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levels and reduced 4-HNE expression, together with reestablishment of the antioxidant defense
system. In this context, FRAP and GSH levels, as well as the activity of the antioxidant enzymes
CAT, GPx, GR, and SOD, were increased. These effects were associated with upregulation of the
transcription factor Nrf2 and downregulation of NF-kB. These effects were associated with
reduced collagen deposition, lower hydroxyproline levels, and decreased TGF-f expression,
together with a reduction in inflammatory markers such as F4/80, MPO activity, and
proinflammatory cytokines (PAI-1 and IL-6), along with increased levels of the anti-
inflammatory cytokine IL-10. Finally, chia seed administration improved hepatic glucose
homeostasis, as reflected by improved glucose tolerance and increased glucose phosphorylation
ability, evidenced by higher GK activity. In addition, it reduced the activity of gluconeogenic
enzymes (glucose-6-phosphatase, fructose-1,6-bisphosphatase, and PEPCK) and the transcription
factor FoxO1. These effects were accompanied by improvements in key insulin signaling
molecules (p-AKT and PI3K), as well as restoration of the metabolic sensor AMPK and p-AMPK,
together with the hepatic glucose transporter GLUT-2. Notably, these findings were associated
with an enrichment of n-3 polyunsaturated fatty acids and a concomitant decrease in arachidonic
acid (AA, 20:4 n-6), thereby increasing the n-3/n-6 ratio in hepatic plasma membrane

phospholipids.

In conclusion, dietary intervention with Salvia hispanica L. (chia) seed exerts beneficial effects
on hepatic morphology and metabolic function in an experimental model of MS induced by
chronic consumption of a SRD. Collectively, these findings support chia seed as a promising
dietary strategy with potential beneficial effects on hepatic health and overall metabolic

management.
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1. Sindrome Metabdlico: Prevalencia, causas y consecuencias

El Sindrome Metabdlico (SM) es considerado una epidemia silenciosa que representa un
importante problema de salud publica a nivel mundial. Este abarca un conjunto de alteraciones
metabdlicas interrelacionadas que incluyen obesidad central, resistencia a la insulina (RI),
dislipidemia, hipertension arterial, estrés oxidativo, estado protrombotico e inflamatorio,
esteatosis hepatica, entre otros (Ahmed et al., 2022; Silveira Rossi et al., 2022). Esta condicion se
asocia con un aumento significativo del riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular (ECV)
y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). En particular, se ha reportado que el SM multiplica por cinco
el riesgo de DM2, duplica el riesgo de ECV en los proximos 5 a 10 afios, aumenta de 2 a 4 veces
el riesgo de accidente cerebrovascular, e incrementa de 3 a 4 veces el riesgo de infarto de
miocardio. Ademads, las personas con SM presentan un riesgo dos veces mayor de morir por
alguno de estos eventos en comparacion con quienes no presentan este sindrome (Bovolini et al.,

2021).

Estudios epidemioldgicos evidencian que la prevalencia del SM ha aumentado de manera
sostenida, consolidandose como un fendmeno global. Se estima que entre el 20 y el 30 % de la
poblacion adulta mundial presenta SM (Engin, 2017; Grundy, 2008). En Argentina, la prevalencia
alcanza el 28,7 % (Diaz et al., 2018), lo que indica que aproximadamente uno de cada cuatro
adultos cumple los criterios diagndsticos, aunque se considera que esta cifra probablemente
subestima la incidencia real. Tradicionalmente considerado un trastorno del adulto, el SM ha
comenzado a observarse con mayor frecuencia en poblaciones pediatricas y adolescentes. En
2020, se reportd que el 3 % de los niflos y el 5 % de los adolescentes a nivel mundial presentaban
este sindrome, y su prevalencia aumenta progresivamente con la edad, alcanzando alrededor del
40 % en personas mayores de 60 afios. EI SM afecta tanto a hombres como a mujeres, aunque en

determinados grupos étnicos su frecuencia es mayor en mujeres (Swarup et al., 2024).

Diversas organizaciones han propuesto diferentes criterios diagnosticos clinicos para el SM. La
Tabla 1 resume los criterios utilizados segun los principales organismos internacionales. La
International Diabetes Federation (IDF) y la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD)
incluyen a la obesidad abdominal como requisito principal y necesario (IDF-2019; Rosas Guzman
et al.,, 2010). Es importante destacar que la adiposidad abdominal es estimada generalmente
utilizando métodos antropométricos indirectos, tales como el perimetro de cintura y la relacion
cintura/cadera, entre otros (Rosales- Ricardo, 2012). Para la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS- 1999) y el European Group for Insulin Resistance (2002), la RI constituye la base
fundamental para el diagnostico del SM (Aydin et al., 2014; Balkau et al., 1999). Mientras que
los criterios diagndsticos del Adult Treatment Panel III (ATP I11-2004) -como parte de un

programa educativo para la prevencion de la enfermedad coronaria (National Cholesterol
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Education Program- NCEP)- no incluyen a la RI como componente fundamental y no se “centran

en la glucosa”, dando igual importancia para el diagnostico a las anormalidades del metabolismo

de la glucosa y al resto de los componentes (Rubio et al., 2004). El informe realizado por un grupo

de expertos de la American Association of Clinical Endocrinologist (AACE-2011) considera al

aumento de las concentraciones de glucosa (alteracion de la glucosa en ayuna pero no DM2) como

criterio principal (Handelsman et al., 2011).

Tabla 1. Criterios para el diagnostico clinico de SM segtn distintos organismos internacionales.

OMS (1999) EGIR {1999) NCEP ATP 1l AACE (2003) IDF (2005) ALAD (2010)
(2001)
Glucosa en Hiperinsulinemia | Minguno Glucosa en
ayuno alterada, en ayuno: =P75 ayuno alterada,
Tolerancia a la (no diabéticos) Tolerancia a la Obesidad Obesidad
glucosa alterada, glucosa alterada | abdominal abdominal
Criterio DM2, IR
principal Mas cualguisra Dos de los 4
Dios o mas de los | Dos o mas de los | Tres o mas de de los siguientes siguientes:
siquientes: siguientes: los siguientes: £equn juicio
clinico:
Obesidad | Hombres: Hombres: Hombres: Hombres: PCin elevado | Hombres:
abdominal | C/C=0,90 PCin = 94cm PCin = 102cm PCin = 102em sequn poblacion. | PCin = 94cm
Mujeres: Mujeres: Mujeres: Mujeres: Mujeres:
CIC=0,85 PCin = B0em PCin = 88cm PCin = 88cm Dos o mas de los | PCin 2 88cm
yio IMC=30kg/m? IMC =25 kg/m?® siguisntes:
Dislipemia | TG=150mg/dL TGE=150maidL TG=150mg/dL TG=150mg/dL TG=150mg/dL TG=150mg/dL
Hombres: HOL-c=39 mgfdL | Hombres: Hombres: Homibres: o en tratamiento
HOL-c<35 mgidL | o tratamiento HOL-c<40 mg/dL | HDL-c<40 mgidL | HDL-c<40 mgidL | hipolipemiante
Mujeres para dislipemia Mujeres Mujeres Mujeres especifico
HOL-c=39 mgidL HOL-c<50 mg/dL | HDL-e<50 mgidL | HDL-c<50 mgidL
o tratamiento o tratamiento
especifico especifico
Presion = 140/80 mmHg | = 1480 mmHg | 2 130785 mmHg | = 13085 mmHg | = 130853 mmHg | = 1385 mmHg
arterial o tratamiento con | o tratamiento con o tratamiento con | o tratamiento con
antihipertensivos | antihiperiensivos antihipertensivos | antihipertensivos
Glucemia | Glucosaen Glucosa en = 110 mgfdL Glucemia en
ayuno alterada, z 110 mgidL 2 110 maidL ayuno alterada, Incluyendo ayunas anormal,
Tolerancia a la o tratamiento Tolerancia a la diabeficos Intolerancia a la
glucosa alterada antidiabético glucosa alterada glucosa o
o DM2 pero no DM2 diabetes
Otros Microalbuminuria

Tabla adaptada de Grundy et al. (2005).

AACE: American Association of Clinical Endocrinologist, ALAD: Asociacion Latinoamericana de

Diabetes, NCEP ATP IIl: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III, C/C:

Cociente entre el perimetro de la cintura y el perimetro de la cadera, EGIR: European Group for Insulin

Resistance, H: Hombres, HDL-c: lipoproteinas de alta densidad-colesterol, IDF: International Diabetes

Federation, IMC: Indice de masa corporal, M: Mujeres, OMS: Organizacion Mundial de la Salud, PCin:

Perimetro de la cintura, P 75: Percentil 75, TG: Triacilglicéridos.
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La fisiopatologia del SM involucra multiples mecanismos complejos que atin no han sido
completamente dilucidados. Persiste el debate sobre si sus diferentes componentes constituyen
patologias independientes o si forman parte de un proceso patogénico comun, mas amplio.
Ademas de los factores genéticos y epigenéticos, se reconoce que diversos factores relacionados
con el estilo de vida, como la ingesta excesiva de alimentos y la falta de actividad fisica,
contribuyen de manera significativa al desarrollo del SM. El elevado consumo calorico tiene un
papel causal, ya que la adiposidad visceral se ha identificado como un desencadenante clave que
activa la mayoria de las vias asociadas al SM. Entre los mecanismos propuestos, la RI, la
inflamacion cronica y la activacion neuroenddcrina parecen desempefiar funciones centrales en

su progresion y en la transicion hacia ECV y DM2 (Fahed et al. 2022; Zheng et al., 2025).
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Figura 1. Fisiopatologia del SM. Imagen adaptada de Fahed et al. 2022 y modificada en BioRender.com.
ANG II: Angiotensina II, DM2: Diabetes mellitus tipo 2, ECV: Enfermedad cardiovascular, IL-6:
Interleuquina 6, PCR: Proteina C reactiva, RAS: Sistema renina angiotensina, ROS: Especies reactivas

del oxigeno, TG: Triacilglicéridos, TNF- a: Factor de necrosis tumoral .

Entre las alteraciones sistémicas derivadas del Sindrome Metabolico, el higado ocupa un lugar
central debido a su papel en la homeostasis energética y metabdlica. En este sentido, la disfuncion
hepatica se reconoce actualmente como una consecuencia directa de las alteraciones metabolicas
que caracterizan al SM. De hecho, se considera que la enfermedad hepética esteatdsica asociada
a disfuncion metabolica (MASLD, por sus siglas en inglés) representa su manifestacion hepatica,
al compartir los mismos mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes, particularmente la resistencia

a la insulina, la inflamacion cronica y el estrés oxidativo (Li et al., 2024).
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MASLD se define por la presencia de al menos un 5 % de esteatosis hepéatica junto con al menos
un factor de riesgo metabolico (sobrepeso, hiperglucemia, hipertension, hiperlipidemia) en
ausencia de otras causas de esteatosis, como farmacos, consumo de alcohol, hepatitis viral u otras
enfermedades. MASLD constituye un espectro de afecciones hepaticas que puede ir desde la
esteatosis hepatica simple hasta la esteatohepatitis asociada a disfunciéon metabolica (MASH),
cuando existe evidencia histologica de inflamacion y dafio hepatocelular (balonizacién de
hepatocitos con o sin fibrosis). La persistencia de la agresion puede producir fibrosis hepatica

progresiva y, en ultima instancia, cirrosis e incluso carcinoma hepatocelular (Elshaer et al., 2024).

La patogénesis de MASLD es compleja y multifactorial e implica disfuncion metabolica,
predisposicion genética y factores de riesgo ambientales (Rao et al., 2023). Diferentes estudios
han demostrado que los factores dietéticos influyen en el desarrollo de MASLD, entre ellos, dietas
ricas en grasas y azlcares simples (fructosa/sacarosa) favorecen la resistencia a la insulina, la
inflamacion y la fibrosis, al aumentar la expresion de genes proinflamatorios y profibroticos
(Burger et al., 2025). Uno de los mecanismos fisiopatologicos mas relevantes es la resistencia a
la insulina, cuando la sensibilidad a la insulina se ve comprometida, el tejido adiposo libera de
forma sostenida 4cidos grasos libres, que son transportados al higado, incrementando el deposito
lipidico. Ademaés, la resistencia a la insulina aumenta la lipogénesis de novo hepatica,
promoviendo la conversion de los carbohidratos excedentes en acidos grasos. El actimulo
progresivo de lipidos en los hepatocitos desencadena lipotoxicidad, dafio celular y estrés
metabolico (Neuschwander-Tetri, 2010; Samuel & Shulman, 2016; Savage et al., 2005). En este
contexto, las mitocondrias se tornan disfuncionales, comprometiendo la oxidacién de acidos
grasos y exacerbando la acumulacion de triglicéridos hepaticos. El exceso lipidico activa
respuestas de estrés del reticulo endoplasmico y eleva la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), generando un entorno de estrés oxidativo y peroxidaciéon
lipidica que amplifica el dafio celular e impulsa la respuesta inflamatoria. Esta secuencia de
eventos facilita la transicion desde MASH, donde la inflamacion cronica y el dafio hepatocelular
activan mecanismos de reparacion y cicatrizacion que incluyen la activacion de las células
estrelladas hepaticas y la sintesis de colageno. El resultado final es el desarrollo de fibrosis
hepatica, que puede progresar a cirrosis, caracterizada por una distorsion estructural del higado y

una pérdida significativa de su funcion (Tilg & Moschen, 2010).
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Progresion de la patologia hepatica:
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Figura 2: Progresion de la patologia hepatica. Adaptada de Wang et al., 2024 y modificada en
Biorender.com. CHC: Carcinoma hepatocelular, DM2: Diabetes mellitus tipo 2, MASLD: Enfermedad
hepatica esteatosica asociada a disfuncion metabolica, MASH: Esteatohepatitis asociada a disfuncion

metabdlica, MEC: Matriz extracelular, ROS: Especies reactivas del oxigeno.

El diagnostico de MASLD se basa en una combinacion de métodos no invasivos y procedimientos
histologicos. Entre las herramientas no invasivas mas utilizadas se incluyen la ecografia, la
elastografia transitoria controlada por vibracion y la elastografia por resonancia magnética,
ademas de diversos indices bioquimicos orientados a estimar fibrosis. Pese a estos avances, la
biopsia hepatica continta siendo el estandar de referencia, ya que permite cuantificar la esteatosis,

la balonizacion hepatocitaria y el grado de inflamacion y fibrosis.

En los ultimos afios, el entendimiento conceptual de la enfermedad hepatica grasa ha
evolucionado significativamente. Tradicionalmente, se empleaban los términos “enfermedad
hepatica grasa no alcoholica” (NAFLD) y “esteatohepatitis no alcoholica” (NASH) para describir
este espectro patologico. Sin embargo, estas denominaciones presentaban limitaciones al
depender de criterios de exclusion y por el uso de terminologia potencialmente estigmatizante
(Alabdul Razzak et al., 2024; Mubarak et al., 2024; Rinella et al., 2023; Younossi et al., 2025).
Actualmente, en 2023, un consenso internacional Delphi multidisciplinario propuso la
nomenclatura actual de “enfermedad hepatica esteatosica asociada a disfuncion metabdlica”

(MASLD), reemplazando de manera oficial el término NAFLD (Rinella et al., 2023).
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Este consenso internacional propuso la definicion actual de MASLD, estableciendo que su
diagnostico requiere la presencia de esteatosis hepatica junto con al menos uno de los cinco
factores de riesgo cardiometabdlicos: indice de masa corporal o circunferencia de cintura
elevados, alteracion del metabolismo de la glucosa, hipertension arterial, hipertriacilgliceridemia
o niveles reducidos de colesterol HDL (Rinella et al., 2023). Actualmente, MASLD es la causa
mas comun de enfermedad hepatica crénica y uno de los principales factores que contribuyen a

la morbilidad y mortalidad relacionadas con el higado (Zhou et al., 2023).

En términos epidemioldgicos, MASLD afecta a mas de un tercio de la poblacion adulta mundial
(Miao et al., 2024). Un estudio de metaanalisis realizado entre 1990 y 2019 indic6 una prevalencia
global del 30 %, con incrementos notables en los ultimos afios: el 38 % de los adultos presentaban
MASLD en el periodo 2016-2019, lo que representa un aumento del 50 % respecto a las décadas
anteriores (Younossi et al., 2023). La prevalencia es particularmente elevada en América Latina
(44,4 %)y mas baja en Europa Occidental (25,1 %), proyectandose que alcanzara el 55,4 % para
2040 (Le et al., 2022).
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Figura 3. Prevalencia de NAFLD segun datos de regiones globales recopilados entre 1990 y 2019.
Adaptada de Yonoussi et al. (2023). MO-NA: Medio oriente y norte de Africa.

En Sudamérica, la prevalencia estimada de MASLD es del 35,7 % en la poblacion general y puede
llegar al 68 % en grupos de alto riesgo, como individuos con DM2 u obesidad (Diaz et al., 2025).
En Argentina, la prevalencia se estima en torno al 37,2 %, con un 22,2 % de los casos presentando
fibrosis significativa. Las tasas son mads altas en sujetos con sobrepeso (25 %),
hipertriacilgliceridemia (32 %) y alteraciones del metabolismo de la glucosa (34 %) (Villamil et

al., 2023).

El aumento de la prevalencia en la poblacion pediatrica también resulta alarmante, estimandose

que entre el 15 % y el 20 % de los nifios presentan MASLD, cifra que asciende al 47 % entre los
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obesos, con predominio en varones (Lee et al., 2024). Esta tendencia se correlaciona directamente
con el incremento global de la obesidad y la DM2. Segun la OMS, en 2016 existian 650 millones
de adultos obesos y mas de 340 millones de nifios con sobrepeso u obesidad. Se proyecta que para
el afio 2035 una de cada cuatro personas en el mundo sera obesa, con un incremento del 100 %
en varones jovenes y del 125 % en mujeres jovenes (Federacion Mundial de la Obesidad, 2023).
Estas cifras refuerzan la estrecha relacion entre obesidad, resistencia a la insulina y MASLD, y

advierten sobre su impacto en la salud publica global.

El MASLD se perfila como una de las principales causas del carcinoma hepatocelular (CHC),
originando el denominado CHC asociado a MASLD, cuya incidencia podria aumentar entre un
45 % y un 130 % para el afio 2030 (Koh et al., 2025; Wang et al., 2024). En consecuencia, si no
abordamos los factores de riesgo de MASLD vy el acceso a los tratamientos, se producird un
aumento significativo de la prevalencia de MASLD, el CHC y otras consecuencias para la salud

relacionadas con esta patologia (Phoolchund & Khakoo, 2024; Zheng et al., 2024).

2. Generalidades del tejido hepatico

La rata de laboratorio (Rattus norvegicus albinus) ha sido usada como modelo para
investigaciones médicas, biologicas y de diversa indole desde hace mucho tiempo. Es la especie
mas empleada en investigacion biomédica teniendo en cuenta el volumen de informacion
existente acerca de ella. El higado se ubica inmediatamente por debajo del diafragma, sobre su
cara caudal, y se extiende a ambos lados del plano mediano, desde el arco costal derecho hasta el
izquierdo, ocupando gran parte de la region superior del abdomen. Presenta dos caras: una cara
parietal (craneal), de forma convexa, en relacion con el diafragma, y una cara visceral (caudal),
de superficie concava, en relacion con el estomago y la porcion craneal del duodeno. Se encuentra
dividido en los 16bulos derecho (lateral y medial), izquierdo (lateral y medial), cuadrado (de
pequefio tamafio) y caudado, el cual presenta los procesos caudado y papilar, este ultimo
subdividido en porciones dorsal y ventral. El proceso caudado se relaciona con el rifion derecho,
mientras que el proceso papilar se dispone sobre la curvatura menor del estomago. En
comparacion con los seres humanos, las ratas no tienen vesicula biliar (Mdller Bredo & Vazquez

Odo, 2011).
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Figura 4: Anatomia del higado de la rata Wistar (Rattus norvegicus). Adaptada de Moller Bredo & Vazquez
Odo, 2011. (A) Cara visceral del higado. 1. Lobulo lateral derecho; 2. Lobulo medial derecho; 4. Lobulo
lateral izquierdo; 5. Lébulo medial izquierdo; 6. Proceso caudado del 16bulo caudado. (B) Cara parietal del
higado. 1. Lébulo lateral derecho; 2. Lobulo medial derecho; 4. Lobulo lateral izquierdo; 5. Lobulo medial
izquierdo; 6°. Proceso papilar del 16bulo caudado. (C) Cara visceral del higado. 1. Lobulo lateral derecho;
2. Lobulo medial derecho; 3. Lobulo cuadrado; 4. Lobulo lateral izquierdo; 5. 16bulo medial izquierdo; 6.
Proceso caudado del lobulo caudado; 6°. Proceso papilar del lobulo caudado; 8. Ligamento triangular
derecho; 9. Ligamento triangular izquierdo; 10. Omento menor; 11. Ligamento hepatoomental; 12. Rifion
derecho; 13. Estomago. (D) Cara parietal del higado. 1. Lobulo lateral derecho; 2. Lébulo medial derecho;

4. Lobulo lateral izquierdo; 5. Lobulo medial izquierdo; 13. Estomago, 14. Diafragma.

El higado esté constituido por diversos tipos celulares de distinto origen embriologico, entre los
que se incluyen hepatocitos, células epiteliales biliares (colangiocitos), células estrelladas, células
de Kupffer y células endoteliales sinusoidales hepaticas. Cada una de estas poblaciones cumple
funciones especificas que, de manera integrada, regulan la funcion hepatica en maltiples niveles.
Los hepatocitos constituyen la principal poblacion epitelial y funcional del higado, representan la
mayor parte de su volumen y participan en una amplia variedad de funciones metabolicas,
secretoras y enddcrinas. Los colangiocitos conforman la segunda poblacion epitelial mas
abundante y cumplen una funcién epitelial clasica como células que recubren la luz de los
conductos biliares. Las células estrelladas (también denominadas células de Ito) representan una
poblacion dinamica que puede encontrarse en estado quiescente o activo. En estado quiescente
almacenan vitamina A en gotas lipidicas. Ante dafio hepatico, las células estrelladas se activan,
proliferan y pierden progresivamente sus reservas de vitamina A. Ademas, las células estrelladas

son responsables del depdsito y la organizacion del colageno en el higado lesionado, proceso que
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conduce a la formacidn de cicatrices y puede progresar hacia cirrosis, una patologia critica que
contribuye a la enfermedad hepatica terminal. Las células endoteliales sinusoidales hepaticas
constituyen una poblacion especializada del endotelio con caracteristicas unicas, forman placas
fenestradas en la luz sinusoidal lo que resulta esencial para el intercambio de proteinas y particulas
entre el plasma y los diferentes tipos celulares del higado, al tiempo que mantiene funciones
selectivas de barrera. Finalmente, las células de Kupffer constituyen la poblacion de macrofagos
residentes del higado, reconociendo multiples estimulos patogénicos que ingresan a través de la
circulacion portal y pueden desempefar funciones pro- o antiinflamatorias en la reparacion
hepatica, dependiendo de diversos factores moduladores (Trefts et al.,, 2017). Las células de
Kupffer se localizan en la luz de los sinusoides hepaticos y constituyen aproximadamente el 30
% de las células sinusoidales. Durante la embriogénesis, los macréfagos migran al higado fetal
desde el saco vitelino y se detectan como macrofagos F4/80+ en el dia embrionario 11 en ratones
(Gomez Perdiguero et al., 2015). En la etapa tardia del desarrollo embrionario y después del
nacimiento, estas células proliferan y se diferencian en células de Kupffer, que se caracterizan por
la actividad de la peroxidasa en la envoltura nuclear y el reticulo endoplasmico rugoso. Debido a
su origen, los marcadores de macréfago como F4/80, CD11b y CD68 también son marcadores
representativos de las células de Kupffer (Koyama & Brenner, 2017). Aunque durante mucho
tiempo se asumi6 que las células de Kupffer no se autorrenovaban y que procedian
exclusivamente de monocitos derivados de la médula 6sea (Diesselhoff-den Dulk et al., 1979;
Scott et al., 2016), evidencias mas recientes indican que constituyen una poblacion con capacidad
de autorrenovacién o que pueden originarse a partir de precursores tisulares residentes (Gémez
Perdiguero et al., 2015; Schulz et al., 2012). En condiciones fisiologicas, las células de Kupffer
secretan diversas citoquinas y factores de crecimiento, como interleuquina-6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquina-10 (IL-10) y factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B), que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis hepatica. Estas moléculas
regulan la proliferacion y regeneracion de los hepatocitos, la remodelacion de la matriz
extracelular y la modulacion de la respuesta inmunitaria local. Este entorno citoquinico controlado
permite equilibrar los procesos inflamatorios y antioxidantes, esenciales para la funcion normal

del higado.

La matriz extracelular (MEC) en el higado desempefia un papel crucial en la fisiologia hepatica
ya que regula la arquitectura, funcién y regeneracion del organo. La MEC es una red
tridimensional de proteinas estructurales, glicoproteinas, proteoglucanos y polisacaridos que
rodea y sostiene a las células del higado. Esta se encuentra en 3 compartimentos: Espacio de
Disse, Espacios portales y Capsula de Glisson. Entre sus funciones fisiolégicas se encuentra ser
soporte estructural manteniendo la arquitectura lobulillar del higado, regulacion de la

diferenciacion celular, filtracion selectiva, reserva de factores de crecimiento y comunicacion
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celular (Arteel et al., 2024). En condicione normales la MEC hepaética es escasa y dinamica. Los
macrofagos hepaticos, incluidas las células de Kupffer, son la principal fuente de TGF-p, el cual
desempefia un papel clave en la fibrogénesis hepatica (Arriazu et al., 2014; Dooley & ten Dijke,
2012). El TGF-B se une a su receptor en las células estrelladas hepaticas, promoviendo su

activacion en miofibroblastos y la sintesis de colageno tipo Iy III.

Ademés, el higado cumple un rol fundamental en el metabolismo de los macronutrientes (hidratos
de carbono, lipidos y proteinas), la secrecion de bilis, la regulacion del volumen sanguineo,
funciones inmunologicas, biotransformacion de compuestos xenobiodticos y hormonas, excrecion
de bilirrubina, almacenamiento de vitaminas, depésito de hierro en forma de ferritina, entre otras

(Tortora & Derrickson, 2013; Trefts et al. 2017).

A continuacion, se describen los principales destinos metaboélicos de los azicares que ingresan al
higado desde el torrente circulatorio. En este sentido, el transportador de glucosa de los
hepatocitos GLUT-2, es tan eficiente que la concentracion de glucosa en el interior de un
hepatocito es esencialmente igual a la de la sangre. GLUT-2 transporta la glucosa a través de la
membrana hepatica de forma bidireccional, lo que permite el flujo de glucosa necesario tanto para
la glucolisis como para la gluconeogénesis (Thorens, 2015). La glucosa que ingresa a los
hepatocitos es fosforilada por la hexoquinasa IV (glucoquinasa) para formar glucosa 6 fosfato
(G6P). Esta enzima presenta un K, para la glucosa de aproximadamente 10 mM,
considerablemente mas alta que la de las isoenzimas de la hexoquinasa en otros tipos celulares, y
no es inhibida por su producto, la G6P. La presencia de glucoquinasa permite que los hepatocitos
continten fosforilando glucosa incluso cuando su concentracion alcanza niveles muy superiores
a los que saturarian a las demas hexoquinasas. Otros monosacaridos como fructosa, galactosa y
manosa, absorbidas en el intestino delgado, también se convierten en G6P en el higado. La G6P
se encuentra en la encrucijada del metabolismo de los carbohidratos en este tejido y puede
dirigirse hacia distintas rutas metabolicas segun las necesidades energéticas del organismo. La
G6P puede ser desfosforilada por la glucosa 6 fosfatasa (G6Pasa) para generar glucosa libre, que
se exporta a la sangre para mantener la glucemia. Esta via predomina cuando la cantidad de G6P
es limitada, ya que la concentracion de glucosa en sangre debe mantenerse lo suficientemente alta
para garantizar el aporte energético al cerebro y otros tejidos dependientes de este combustible
energético. Cuando la G6P no se requiere de inmediato para formar glucosa sanguinea, se
transforma en glucdgeno hepatico o tiene algun otro destino. Tras la glucdlisis y la accion de la
enzima piruvato deshidrogenasa, el acetil-CoA formado puede oxidarse en el ciclo del acido
citrico y posteriormente, la transferencia de electrones y la fosforilacion oxidativa, permiten la
produccion de energia (sintesis de ATP). El acetil-CoA también puede servir de precursor para la
sintesis acidos grasos en el citosol, los cuales se incorporan a triacilglicéridos, fosfolipidos y

colesterol. Una buena parte de los lipidos sintetizados en el higado se transporta a otros tejidos a
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través de lipoproteinas plasmaticas (VLDL-TG). Por otro lado, alternativamente, la G6P puede
ingresar a la via de las pentosas fosfato, que proporciona D-ribosa-5-fosfato, precursor de la
sintesis de nucledtidos, y poder reductor (NADPH) necesario para la biosintesis de acidos grasos,
colesterol y hormonas esteroideas, asi como contrarrestar los efectos perjudiciales de los radicales

libres (Nelson & Cox, 2009).

Otra via importante en el metabolismo de los carbohidratos es la gluconeogénesis, sintesis de
glucosa a partir de precursores no glucidicos. Los principales sustratos son los aminoacidos
glucogénicos, el lactato, el glicerol y en menor proporcion, propionato. El higado y los rifiones
son los principales tejidos gluconeogénicos, aunque el intestino delgado también puede contribuir
a la produccion de glucosa en el estado de ayuno. La gluconeogénesis satisface las necesidades
de glucosa del organismo cuando los carbohidratos disponibles a partir de la dieta o de las reservas
de glucogeno son insuficientes, asegurando la provision de glucosa a tejidos glucosa

dependientes, como el sistema nervioso y los eritrocitos (Murray, et al., 2020).

Si bien la gluconeogénesis y la glucélisis comparten varios pasos, no constituyen rutas opuestas
idénticas. De las diez reacciones enzimaticas que conforman la glucolisis, siete son reversibles y
comunes a ambos procesos, mientras que tres son practicamente irreversibles in vivo. Estas
ultimas, catalizadas por la hexoquinasa, la fosfofructoquinasa-1 y la piruvato quinasa en la
glucolisis, deben ser reemplazadas en la gluconeogénesis por reacciones alternativas catalizadas
por enzimas especificas: piruvato carboxilasa, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK),
fructosa-1,6-bisfosfatasa y G6Pasa, que posibilitan la sintesis neta de glucosa (Nelson & Cox,

2009).
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Figura 5: Principales vias y regulacion de la gluconeogénesis y glucolisis en el higado. Adaptada de
(Murray et al., 2020). ADP: Adenosina difosfato, AMP: Adenosina monofosfato, ATP: Adenosina
trifosfato, cAMP: adenosin monofosfato ciclico, COz: Didxido de carbono, GDP: guanosin difosfato,
GTP: guanosin trifosfato, H*: proton (i6n hidrégeno). H20: Agua, Mg**: ion magnesio, NAD":
nicotinamida adenina dinucledtido oxidado, NADH: nicotinamida adenina dinucle6tido reducido,
NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido, O2: Oxigeno molecular, Pi: Fosfato

inorganico.
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El flujo a través de una reaccion catalizada por una enzima puede modularse mediante cambios
en el numero de moléculas de enzima o mediante cambios en la actividad catalitica de cada
molécula enzimatica ya presente. Los cambios alostéricos, que son muy rapidos, se desencadenan
generalmente de forma local mediante cambios en la concentracion de una molécula pequefia, un
sustrato de la ruta en la que la reaccion es un paso, un producto de la ruta o un metabolito o
cofactor clave que indica el estado metabodlico de la célula. Los segundos mensajeros generados
intracelularmente en respuesta a sefales extracelulares también intervienen en la regulacion
alostérica, en una escala de tiempo ligeramente menor impuesta por la velocidad del mecanismo
de transduccion de sefial. En este sentido, el mantenimiento del equilibrio energético celular
depende de la disponibilidad de ATP y de la relacion entre ATP, ADP y AMP. Cuando los niveles
de ATP disminuyen, el aumento relativo de AMP activa la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK), un sensor energético fundamental que inhibe los procesos anabdlicos consumidores de
energia y estimula las rutas catabodlicas que la generan. Esta quinasa también participa en la
regulacion de la biogénesis mitocondrial, la autofagia y el metabolismo de los carbohidratos y
lipidos, desempefiando un papel clave en la homeostasis energética y redox (Aslam & Ladilov,

2022).

Por otra parte, sefiales extracelulares de naturaleza hormonal pueden modular tanto la actividad
enzimatica como la expresion génica a través de factores de transcripcion, que al activarse se unen
a regiones especificas del ADN promoviendo o reprimiendo la sintesis de las proteinas
correspondientes (Nelson & Cox, 2009). En este contexto, la hormona insulina actia como un
regulador central del metabolismo energético, orquestando la homeostasis de los nutrientes y
coordinando de manera precisa el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas. Su accion
se inicia cuando la hormona se une a su receptor especifico en la membrana plasmatica de los
hepatocitos, desencadenando una cascada de sefializacion intracelular que integra respuestas
metabolicas y génicas (Burchfield et al., 2025, Nelson & Cox, 2017). El receptor de insulina
consta de dos subunidades oy dos subunidades B unidas entre si por enlaces disulfuro. La insulina
se une a las subunidades o extracelulares del receptor de insulina, lo que induce la
autofosforilaciéon de los residuos de tirosina de las subunidades P intracelulares. Esta
autofosforilacion aumenta la actividad tirosina quinasa del receptor y conduce a la fosforilacién
de los sustratos del receptor de insulina (IRS) a través de sus dominios de union a fosfotirosina.
Aunque se han identificado varias isoformas de IRS, IRS-1 e IRS-2 son las principales expresadas
en el higado. La via de sefializacion IRS-1/PI3K/AKT desempefia un papel central en la
homeostasis hepatica de la glucosa. La fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas IRS
permite el reclutamiento de los heterodimeros de fosfatidilinosotol 3-quinasa (PI3K). La PI3K
actia como un regulador esencial de la accion metabolica de la insulina a través de su interaccion

con los sustratos del receptor de insulina. En respuesta a la insulina, IRS-1 se une a la subunidad
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p85 de PI3K y la activa. El incremento en los niveles de fosforilaciéon de PI3K y AKT en el higado
se asocia con una reduccion de la resistencia a la insulina (Huang et al., 2018; Truong & Lee,

2025).

La PI3K cataliza la formacion del segundo mensajero lipidico fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3), que activa la proteina quinasa dependiente de 3-fosfoinositido 1 (PDK1). Esta, a su vez,
activa AKT/proteina quinasa B (AKT/PKB), de la cual existen tres isoformas: AKT1/PKBa,
AKT2/PKBP y AKT3/PKBy. La fosforilacion de AKT en Thr308 por PDK1 y en Ser473 por
mTOR2, conduce a la fosforilacion de distintos sustratos de AKT como GSK3p, FoxO1, BAD,
PDE3B y TSC2, lo que favorece el metabolismo de la glucosa, la proliferacion, el crecimiento

celular y la traduccidn de proteinas, y reduce la lip6lisis y la apoptosis (Hales et al., 2014).

El factor de transcripcion Forkhead box O1 (FoxO1) desempeiia un papel clave en la regulacion
de la gluconeogénesis mediada por la insulina. FoxO1 se localiza en el niicleo, donde se une
directamente a los promotores de genes gluconeogénicos, incluidos los que codifican G6Pasa y
la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK), estimulando la produccion de glucosa (Teaney &
Cyr, 2023; Zhang et al., 2006). La insulina promueve la fosforilacion de FoxO1 en los residuos
Thr-24, Ser-256 y Ser-319 por AKT. Una vez fosforilado, el FoxOl1 se transloca fuera del ntcleo,
es ubiquitinado y posteriormente degradado, lo que resulta en la regulacion negativa de los genes
gluconeogénicos. Ademas de esta regulacion directa, el coactivador del receptor activado por el
proliferador de peroxisomas y (PGC-1a), un coactivador transcripcional, también desempefia un
papel esencial en la expresion de genes gluconeogénicos. PGC-1a interactia directamente con
FoxO1 en el nucleo del hepatocito (Puigserver et al., 2003). Se ha demostrado que PGC-1a no
puede inducir gluconeogénesis en ratones con deficiencia especifica de FoxO1 en higado
(Matsumoto et al., 2007). Por lo tanto, FoxO1 y PGC-1la parecen cooperar para inducir la

expresion de los genes G6Pasa y PEPCK (Kubota et al., 2025).
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Figura 6: Vias de sefializacion de la insulina en el higado. Adaptada de Kubota et al., 2025. AKT1:
Serina/treonina proteinquinasa 1, AKT2: Serina/treonina proteinquinasa 2, BAD: Promotor de muerte
asociado a Bcl-2, elF2B: Factor de iniciacion eucariota 2B, elF2: Factor de iniciacidon eucariota 2, 4E-
BP1: Proteina 1 unidora del factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E, FoxO1: Forkhead box O1,
Go6Pase: Glucosa 6 Fosfatasa, GS: Glutathion sintasa, GSK3B: Quinasa 3 de la sintesis de glucdgeno beta,
IRS-1: Sustrato del receptor de insulina 1, IRS-2: Sustrato del receptor de insulina 2, IRS-3: Sustrato del
receptor de insulina 3, IRS-4: Sustrato del receptor de insulina 4, IRS-5: Sustrato del receptor de insulina
5, mTORC1: Complejo 1 de la diana de rapamicina en mamiferos, mMTORC2: Complejo 2 de la diana de
rapamicina en mamiferos, PI3K: Fosfatidilinositol-3 quinasa, PDK1: Quinasa 1 dependiente de
fosfoinositidos, PKCM(: proteina quinasa C zeta, PDE3B: Fosfodiesterasa 3B, PEPCK:
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, Rheb: homdlogo de Ras enriquecido en cerebro, S6K1: Quinasa 1 de
la proteina ribosomal S6, S6: proteina ribosomal S6, S6K1: Quinasa 1 de la proteina ribosomal S6, eIF4E:
Factor de iniciacion eucariota 4E, SREBP1c: Proteina de union al elemento regulador de esteroles 1c,

TSC1: Complejo de Esclerosis Tuberosa 1, TSC2: Complejo de Esclerosis Tuberosa 2.

Por otra parte, durante los procesos metabodlicos normales del higado, las reacciones de oxidacion-
reduccion involucradas en la produccion de energia, la detoxificacion y la respuesta inmune
generan inevitablemente subproductos reactivos. Entre ellos, los radicales libres constituyen
intermediarios clave que, en equilibrio con los sistemas antioxidantes, participan en la

sefializacion celular y en el mantenimiento de la homeostasis hepatica.
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Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados en sus
orbitales externos. Debido a su configuracion electronica, los radicales libres son inestables y
extremadamente reactivos, rapidamente extraen electrones de las moléculas cercanas, por lo que
presentan una vida media corta. Los radicales libres de oxigeno son los principales mediadores
en las reacciones de los radicales libres. En la Tabla 2 se mencionan las principales especies

reactivas de oxigeno (ROS) que se producen en los sistemas bioldgicos (Gil, 2017).

Tabla 2: Principales ROS que se producen en los sistemas biologicos

Oz Radical anion superoxido
HO2e Radical perhidroxilo
H»0; Peroxido de hidroégeno
OH- Radical hidroxilo

RO- Radical alcoxilo

ROO" Radical peroxilo

'AgO; Oxigeno singlete delta
0; Oxigeno molecular

Tabla adaptada de Gil, 2017

En cuanto a las fuentes exdgenas de radicales libres de oxigeno se encuentran distintos
compuestos, entre ellos, pesticidas, contaminantes atmosféricos, el humo del tabaco, anestésicos,
antimicrobianos, farmacos anticancerigenos y otros medicamentos que cuando son metabolizados
en el organismo dan lugar a radicales libres. Ademas, hay distintos sistemas intracelulares que
estan implicados en la produccion de estos radicales, incluyendo pequenas moléculas citosolicas,
hemoglobina y mioglobina, proteinas enzimaticas, peroxisomas, cadena de transporte de
electrones mitocondrial, entre otras. Los radicales libres de oxigeno se producen continuamente
en los sistemas biologicos. Muchos de ellos son necesarios para la actividad celular normal e
incluso, en determinadas circunstancias, hasta resultan beneficiosos. Para contrarrestar el efecto
pernicioso de los radicales libres de oxigeno existe en los sistemas bioldgicos una gran diversidad
de sustancias, de naturaleza enzimatica y no enzimatica, que constituyen los denominados
sistemas de defensa antioxidante (Figura 7). Estos sistemas de defensa antioxidante funcionan
muy eficientemente de forma coordinada y su mision es proteger la homeostasis celular frente a
la alteracion oxidativa causada por radicales libres y otras especies reactivas originadas durante

el metabolismo del oxigeno (Chandimali et al., 2025; Gil, 2017; Tumilaar et al., 2024).
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Figura 7: Sistemas de defensa antioxidante. Adaptada de Gil, 2017. CuZnSOD: CuZn superdxido

dismutasa; GSH: glutation; GSH reductasa: glutation reductasa; GSHpx: glutation peroxidasa; MnSOD:
Mn superoxido dismutasa; PARS: poli-(ADP-ribosa) sintetasa; SeGSHpx: glutation peroxidasa

dependiente de selenio.

Entre los sistemas de defensa antioxidante se distinguen los sistemas de defensa antioxidantes

primarios o preventivos y los sistemas de defensa antioxidante secundarios o rompedores de

cadena. Las defensas primarias interacttian con los radicales libres generados directamente del
0., y de esta manera, disminuyen la velocidad de inicio de las reacciones de los radicales libres.

Por su parte, las defensas secundarias atrapan los radicales propagadores, deteniendo su efecto
nocivo en las etapas iniciales. En cuanto a los sistemas de defensa antioxidantes primarios, existen
diversas enzimas cuya funcion primaria es disminuir las concentraciones intracelulares e
intercelulares de las ROS, entre ellas se encuentran: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), entre otras (Pisoschi & Pop, 2015). La Figura 8 resume la accion concertada de estas

enzimas intracelulares.
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Figura 8: Sistema enzimatico de defensa antioxidante. Adaptada de Gil A 2017. GSH: glutation; GSSG:
glutation oxidado; H+: proton (i6n hidrégeno); H20: agua; H20:2: peroxido de hidrogeno; NADP:
nicotinamida adenindinucledtido-fosfato; NADPH: nicotinamida adenindinucledtido-fosfato reducido; Oz:

oxigeno; SOD: super6xido dismutasa.

Ademas de las enzimas descriptas anteriormente, existe otra linea de defensa antioxidante que
funciona sin intervencion enzimatica secuestrando los radicales libres que escapan de las enzimas
antioxidantes. Dentro de este grupo se encuentran diversas proteinas y moléculas de bajo peso
molecular como el glutation, la vitamina C, el acido urico y la taurina. Por otro lado, existe un
sistema de defensa antioxidante secundario el cual incluye enzimas (Oxidoreductasas especificas
de proteinas, proteasas, fosfolipasas, sistemas de reparacion del ADN, poli-(ADP-ribosa)
sintetasa) y secuestradores no enzimaticos (vitamina E, carotenoides, ubiquinol, bilirrubina) (Gil,

2017; Manful et al., 2025).

El factor nuclear kappa de linfocitos B (NF-kB), es un factor de transcripcion que esta presente
en muchos tipos celulares y desempefia un papel fundamental en diversos procesos fisioldgicos.
Estd implicado en las respuestas inmunitaria e inflamatoria, la apoptosis y la proliferacion celular.
La activacion de la respuesta antioxidante también esta mediada, al menos parcialmente, por el
NF-kB. Este es un complejo proteico constituido por dos subunidades de peso molecular 50 kDa
(p50) y 65 kDa (p65) y se encuentra en la mayoria de las células unido a una proteina inhibidora
denominada IkB. Este complejo permanece inactivo en el citoplasma mientras esta unido a kB,
sin embargo, cuando IkB se fosforila, se activa una sefial para su ubiquitinacion que estimula la
degradacion de la proteina inhibidora. El heterodimero NF-kB activo puede translocar al nucleo,
donde se une a secuencias especificas del ADN y estimula la transcripcion de genes especificos.
La activacion de NF-kB se produce en respuesta de un amplio espectro de estimulos que incluyen
citoquinas, factores de crecimiento, infecciones viricas, estrés oxidativo y diversos xenobioticos.

Las ROS parecen activar el NF-kB de diferentes maneras (Gil, 2017).

El factor nuclear relacionado con el factor eritroide 2 (Nrf2) interviene en multiples aspectos de
la defensa celular y organica contra el estrés oxidativo, como la desintoxicacion, la regulacion del
metabolismo celular y la promocion de la proliferacion celular, lo cual es crucial en el mecanismo
patologico de diversas enfermedades. La expresion de los genes citoprotectores proporciona una
red reguladora de enzimas desintoxicantes implicadas en el metabolismo antioxidante, el
metabolismo intermedio de los lipidos, la degradacion de proteinas y la regulacion de la
inflamacion. Por lo tanto, Nrf2 es capaz de mantener el estado estable del entorno interno
respondiendo a diversas formas de estrés. Actualmente, se reconoce ampliamente que Nrf2
desempefia un papel fundamental en la expresion mediada por elementos sensibles a los
antioxidantes (ARE) de los genes de las enzimas del estrés oxidativo, incluidos los antioxidantes

y los desintoxicantes. La via Nrf2 es esencial para prevenir enfermedades con estrés oxidativo e
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inflamaciéon como caracteristicas patoldgicas basicas. Por lo tanto, la via Nrf2 puede ser una
opcidn potencial para el tratamiento de las enfermedades hepaticas (Zhou et al., 2022). Ademas,
también existe una interaccion entre NF-kB y la via Nrf2. En general, se ha descrito que NF-xkB
modula negativamente la transcripcion de Nrf2 al competir con el complejo CBP (proteina de
union a CREB)-p300, y la deficiencia de Nrf2 (knockout) se asocia con una mayor activacion de
NF-kB. Del mismo modo, se ha descrito que la activacion de Nrf2, tanto in vitro como in vivo,
por diferentes antioxidantes, previene la inflamacion mediante la inhibicion de la via NF-xB

(Arroyave-Ospina et al., 2021).

Activa

Estrés
Inhibe i oxidativo

* Traslocacion nuclear de Keap 1
» Secuestro de CBP mediada por p65

« Degradacion proteasomal de IKK
* Aumento de la actividad de HO-1

Figura 9: Interaccion entre las vias Nrf2 y NF-kB. Elaboracion propia en Biorender.com. COX2:
Ciclooxigenasa 2; GCLC: Subunidad catalitica de la Glutamato-Cisteina Ligasa, GPx: Glutation
peroxidasa; GR: Glutatiéon reductasa; HO-1: Hemooxigenasa 1; IL-1f: Interleuquina 1 beta; IL-6:
Interleuquina 6; NQO1: NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1; NF-kB: Factor nuclear kappa B; Nrf2:

Factor nuclear relacionado con el factor eritroide 2; TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.
3. Tejido hepatico en situaciones patolégicas
3.1 Alteraciones del metabolismo lipidico y glucidico

En el contexto del SM, el higado se ve expuesto a un exceso de nutrientes, particularmente acidos
grasos libres y carbohidratos simples, lo que altera profundamente su metabolismo energético. El
incremento en la captacion de acidos grasos provenientes de la lipolisis del tejido adiposo, junto
con la activacion de la lipogénesis de novo inducida por la hiperinsulinemia y la hiperactividad

del factor de transcripcion SREBP-1c, promueve la acumulacion de triacilglicéridos en los
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hepatocitos. Paralelamente, la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal se ve comprometida por
la disfuncion mitocondrial y el desequilibrio redox, lo que agrava la esteatosis y favorece la

generacion de ROS (Stefan et al., 2025; Syed-Abdul, 2024).

En cuanto al metabolismo glucidico, la resistencia a la insulina desempefia un papel central. En
condiciones fisioldgicas, la insulina inhibe la gluconeogénesis y estimula la glucogenogénesis
hepaética; sin embargo, en el SM se produce una pérdida de esta regulacion, lo que conduce a un
aumento de la produccion endogena de glucosa y a una mayor disponibilidad de sustratos
lipogénicos. Este escenario metabolico disfuncional establece un circulo vicioso en el que la
acumulacion de lipidos, el estrés oxidativo y la inflamacidon se retroalimentan mutuamente,

contribuyendo a la progresion del dafo hepatico (Bo et al., 2024).
3.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo constituye un mecanismo clave en la fisiopatologia del SM. La sobrecarga de
lipidos en los hepatocitos incrementa la actividad de las enzimas oxidativas mitocondriales,
peroxisomales y microsomales, lo que resulta en una producciéon excesiva de ROS y especies
reactivas de nitrogeno (RNS). Cuando la generacion de estas especies supera la capacidad de los
sistemas antioxidantes enddgenos, incluidos la SOD, CAT y GPx, se produce dafio oxidativo en
lipidos, proteinas y ADN. La peroxidacion lipidica es uno de los procesos mas dafiinos, ya que
genera productos reactivos como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE), que
alteran la integridad de las membranas celulares y activan vias de sefializacion proinflamatorias,
como NF-«kB y JNK. Ademas, el estrés oxidativo estimula la activacion de las células estrelladas
hepaticas y la liberacion de citoquinas por las células de Kupffer, promoviendo la inflamacion
cronica y la fibrosis. En conjunto, el desequilibrio entre la produccion de radicales libres y la
defensa antioxidante representa un punto de convergencia entre la disfuncion metabdlica, la

inflamacion y el dafio estructural caracteristico del SM (Li et al., 2024; Svobodova et al., 2025).
3.3 Inflamacién hepatica

En respuesta a la lesion hepatocitaria, las células de Kupffer se activan y expresan citoquinas y
moléculas de sefializacion. Su activacion puede orientarse hacia fenotipos M1 proinflamatorios o
M2 antiinflamatorios, dependiendo de las sefiales recibidas del entorno. La inflamacion hepatica
estd regulada por el equilibrio entre estos fenotipos (Wan et al., 2014). Las células de Kupftfer
estan expuestas a diversas sustancias, como nutrientes y productos bacterianos derivados del
intestino, a través de la circulacion portal. Su funcidn es detectar y eliminar patégenos y moléculas
peligrosas mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que incluyen las familias
de receptores tipo Toll (TLR) y receptores tipo NOD (NLR). Por ejemplo, los TLR reconocen
productos bacterianos como lipopolisacaridos (LPS) y peptidoglicanos. La activacion de TLR4

por LPS induce la produccion de diversas citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1p, 1L.-6, IL-12,
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IL-18) en condiciones como la MASH, enfermedad hepdatica alcohdlica, lesiébn por
isquemia/reperfusion e inflamacion granulomatosa. La produccion de estos mediadores también

puede exacerbar la resistencia a la insulina y contribuir al SM (Xu et al., 2023).

Los macréfagos reclutados desde la médula 6sea son un componente clave de la inflamacion
hepatica aguda y crdnica, y participan tanto en la progresion como en la regresiéon de la
enfermedad hepatica. Los macréfagos M1, inducidos por IFN-y, LPS y TNF-a, expresan
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1, y estan implicados en la patogénesis de la
inflamacion hepatica cronica. En contraste, los macroéfagos M2, inducidos por IL-4, 1L-10, IL-13,
producen IL-10, TGF-B, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de
crecimiento epidérmico (EGF), ejerciendo efectos antiinflamatorios y promoviendo la reparacioén

tisular (Koyama & Brenner, 2017).

Otro marcador relevante de inflamacion, el inhibidor del activador del plasminogeno 1 (PAI-1),
se ha identificado como un factor que agrava la inflamacion sistémica. Fisiologicamente, el PAI-
1 act@ia como uno de los reguladores endogenos mas eficaces de la fibrindlisis. Su expresion esta
modulada por diversos factores, entre ellos los glucocorticoides, la insulina, la glucosa y las
citoquinas proinflamatorias (Altalhi et al., 2021). Se han observado niveles elevados de PAI-1 en
pacientes con DM2, asociados con un desequilibrio en la homeostasis de la glucosa y los lipidos.
En particular, una respuesta defectuosa a la insulina en el higado contribuye al desarrollo de
hiperglucemia, dislipidemia y resistencia periférica a la insulina, lo que puede favorecer la
sobreexpresion hepatica de PAI-1 en esta patologia. Asimismo, se ha observado una marcada
regulacion al alza de la expresion de PAI-1 en diversos modelos de lesion hepatica. En conjunto,
estos hallazgos sugieren que el higado no solo constituye un lugar importante de sintesis de PAI-
1 en respuesta a cambios hormonales, sino también frente a una amplia variedad de estimulos

patologicos (Dimova & Kietzmann, 2008).
3.4 Fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica se desarrolla como consecuencia de la presencia de dafio hepatico cronico de
diversas etiologias, entre las que se incluyen la hepatitis virica, el consumo excesivo de alcohol,
las enfermedades metabolicas como MASLD, las enfermedades autoinmunes y las colestasicas.
La fibrosis se caracteriza por la acumulacion progresiva de proteinas de la MEC, principalmente
colageno tipo I y III, resultado de un desequilibrio entre la actividad de las metaloproteinasas de
matriz (MMPs) y sus inhibidores tisulares (TIMPs) (Lee et al., 2015; Dawood et al., 2020). A
pesar de la alta capacidad regenerativa del higado, el mantenimiento de estimulos inflamatorios
cronicos favorece la progresion del dafio hacia la cirrosis, aunque en estadios tempranos la fibrosis
aun puede ser reversible (Maroto Garcia et al., 2024). En este contexto, los macrofagos hepaticos,

incluidos las células de Kupffer, son una fuente importante del factor de crecimiento
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transformante B (TGF-f), una citoquina profibrdtica que promueve la activacion de las células
estrelladas y estimula la sintesis de coldgeno (Berumen et al., 2021; Dooley & ten Dijke, 2012).
La progresion sostenida de la fibrosis y la cirrosis constituye un factor de riesgo mayor para el

desarrollo de CHC, especialmente en el contexto de enfermedades metabolicas y hepatitis cronica.
4. Modelo experimental inducido por ingesta de dieta rica en sacarosa

Estudios previos de nuestro grupo mostraron que el perfil metabdlico y hormonal que se observa
al administrar una dieta rica en sacarosa (DRS) a ratas macho Wistar normales evoluciona con la
cronicidad de la dieta atravesando 3 periodos secuenciales. El periodo de induccion (3-5 semanas)
cuando la administracion de una DRS (60-65% de la energia total) se realiza durante un corto
periodo de tiempo, induce un incremento de los niveles de lipidos (TG, colesterol y AGNE) a
nivel plasmatico, intolerancia a la glucosa, RI periférica global, normoglucemia con
hiperinsulinemia, hipertension arterial, disminucion en los niveles circulantes de adiponectina e
incremento de marcadores de peroxidacion lipidica. El periodo de adaptacion (6-8 semanas),
donde se constata una normalizacion de algunos de los parametros antes mencionados. El periodo
de recurrencia (12-40 semanas), la dislipidemia se hace mas pronunciada y se evidencia un mayor
deterioro de la tolerancia a la glucosa y sensibilidad insulinica periférica global. Esto se acompafia
por moderada hiperglucemia, normoinsulinemia e incremento del peso corporal y de la adiposidad
visceral. La hipertension arterial, disminucion en los niveles de adiponectina y aumento en los
marcadores de peroxidacion lipidica contintian estando presentes (Chicco et al., 2003; Creus et
al., 2016; D’Alessandro et al., 2015). Ademas, estas alteraciones se acompafian de aumento en
los niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6) y un estado de
hipercoagulabilidad (D’Alessandro et al., 2015; Oliva et al., 2021b). Los cambios descriptos se
presentan junto con alteraciones metabolicas, morfoldgicas y funcionales en tejidos claves
(higado, tejido adiposo, pancreas, musculo esquelético, musculo cardiaco y rifién) involucrados
en la etiopatogenia del SM y sus complicaciones (Aiassa et al., 2022; Aiassa et al., 2025; Chicco
et al., 2003; Creus et al., 2016; Creus et al., 2017; Creus et al., 2020; Creus et al., 2022;
D'Alessandro et al., 2006; D'Alessandro et al., 2008; D'Alessandro et al., 2015; Ferreira et al.,
2010; Ferreira et al., 2013; Ferreira et al., 2018; Ferreira et al., 2020; Hein et al., 2010; Hein et
al., 2012; Illesca et al., 2025; Oliva et al., 2013; Oliva et al., 2021a; Oliva et al., 2021b; Rossi et
al., 2010; Selenscig et al., 2010; Vega Joubert et al., 2022a; Vega Joubert et al., 2022b; Vega
Joubert et al., 2025a; Vega Joubert et al., 2025b).

El tejido adiposo visceral desempefia un papel central en la génesis y progresion de las
alteraciones metabolicas observadas en el modelo experimental utilizado. En particular, el tejido
adiposo epididimal se ve afectado por un proceso de hipertrofia de los adipocitos, consecuencia

de una mayor actividad de las enzimas involucradas en la lipogénesis y de la lipoproteina lipasa
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(LPL). Esta activacion enzimatica promueve un incremento en el contenido intracelular de
triacilglicéridos, generando un desequilibrio en la dindmica normal del almacenamiento y
movilizacion de lipidos. En este contexto, los adipocitos aislados presentan una elevacion tanto
de la lipolisis basal como de la inducida por isoproterenol, junto con una disminucion en la
sensibilidad a la accion de la insulina. Asimismo, se ha observado una reduccion en la captacion
de glucosa estimulada por esta hormona, lo cual pone de manifiesto una alteracion significativa
en la respuesta metabdlica del tejido adiposo (Rossi et al., 2005; Rossi et al., 2010; Soria et al.,
2002). La disfuncion del tejido adiposo epididimal no se limita a los aspectos metabdlicos, sino
que se acompaiia de modificaciones en el perfil secretor del tejido. En este sentido, se registran
alteraciones en los niveles plasmaticos de adipocitoquinas, particularmente de leptina y
adiponectina, las cuales cumplen funciones esenciales en la regulacion del metabolismo
energético y en la sensibilidad a la insulina (D’Alessandro et al., 2015; Rossi et al., 2005;
Selenscig et al., 2010). Ademas, dicha disfuncion se asocia con un incremento del estrés oxidativo
y con cambios estructurales en el tejido, evidenciados por un aumento en los depositos de
colageno y en los niveles de hidroxiprolina, asi como por alteraciones en el remodelado de la
matriz extracelular. Estos procesos se acompafian de la instauracion de un microambiente
proinflamatorio, que refuerza el deterioro funcional del tejido adiposo y contribuye a la alteracion

sistémica del metabolismo (Aiassa et al., 2022; Aiassa et al., 2025; D’ Alessandro et al., 2015).

El musculo esquelético, principal tejido blanco de la accién de la insulina, también se ve afectado
en este modelo experimental. La acumulacion de TG en las fibras musculares se asocia con un
deterioro del metabolismo de la glucosa, tanto en condiciones basales como bajo el estimulo de
la hormona insulina (Chicco et al., 2003; D’Alessandro et al., 2000; Oliva et al., 2009; Oliva et
al., 2015). Esta alteracion contribuye a la RI periférica observada en el modelo. La administracion
prolongada de una DRS provoca una disminucién de la sensibilidad a la insulina, asociada con
alteraciones en la captacion y el transporte de glucosa, asi como en su metabolismo oxidativo y
no oxidativo (D’Alessandro et al., 2006). A su vez, se ha demostrado que la DRS induce una
disfuncion en la via de oxidacion de los acidos grasos, acompafiada de un aumento en la actividad
de enzimas lipogénicas clave y de factores de transcripcion que regulan la sintesis de lipidos
(Ferreira et al., 2020). Estudios mds recientes realizados en musculo esquelético de ratas
alimentadas con DRS evidenciaron que la acumulacion de triacilglicéridos se acompafia de
sarcopenia, incremento de la peroxidacion lipidica, alteraciones en el estado redox, deposito de
colageno y una disminucion en la actividad de la metaloproteinasa de matriz tipo 2 (MMP-2), lo

que refleja un proceso de remodelado tisular alterado (Illesca et al., 2025).

De manera similar, el pancreas también se ve afectado por la exposicion prolongada a niveles
elevados de lipidos plasmaticos. En este 6rgano, se ha observado un aumento en el contenido de

triacilglicéridos, estrechamente relacionado con un deterioro en la funcionalidad de las células 3
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pancreaticas. Este dafio, se manifiesta en la alteracion del patrén bifasico de secrecion de insulina
frente al estimulo de la glucosa, lo que indica una pérdida de la capacidad secretora normal y una
disfuncion progresiva del islote pancreatico (Chicco et al., 2003; Ferreira et al., 2010; Pighin et

al., 2003).

A nivel cardiaco, se ha observado que los animales alimentados con una DRS presentan una
marcada acumulacion de lipidos en el musculo cardiaco, acompafiada de una disminucion en la
oxidacion de la glucosa. La elevada disponibilidad de 4cidos grasos en la sangre, producto de una
lipdlisis exagerada y de la RI periférica, favorece su captacion por el musculo cardiaco. Sin
embargo, la capacidad oxidativa mitocondrial (M-CPT1) no alcanza a compensar este exceso, lo
que lleva a la acumulacién de lipidos dentro de las células y al desarrollo de un proceso de
lipotoxicidad. En este contexto, tanto la activacion del receptor activado por proliferadores de
peroxisomas alfa (PPARa) como de AMPK parecen desempefiar un papel importante en la
regulacion del metabolismo energético cardiaco. Como consecuencia, se ve afectada la captacion
de glucosa mediada por GLUT4, su posterior metabolismo oxidativo y no oxidativo, asi como la
via de sefalizacion de la insulina (IRS-1). Por otro lado, la presencia de hipertension arterial y de
un estado prooxidante sistémico contribuyen al aumento del contenido de colageno en el
ventriculo izquierdo, lo que sugiere un proceso de remodelado estructural alterado del corazon.
Estas alteraciones se asocian a niveles elevados de ROS, debido, al menos en parte, al deterioro
de las defensas antioxidantes enzimadticas y del incremento en la produccidn de radicales libres

en el tejido cardiaco (Creus et al., 2017; Creus et al., 2020).

De manera concordante con las alteraciones observadas en otros 6rganos metabolicamente
activos, el funcionamiento renal también se ve comprometido en los animales alimentados con
una DRS. En estos animales se han registrado niveles elevados de albimina y glucosa en la orina,
lo que evidencia un deterioro en la capacidad de filtracion y reabsorcion renal. Dichas alteraciones
se acompafian de cambios morfolégicos caracteristicos, presencia de fibrosis, incremento en la
actividad de las principales enzimas involucradas en la gluconeogénesis (PEPCK, FBPasa y
G6Pasa), asi como de manifestaciones de lipotoxicidad renal. Ademas, se observé un marcado
estado de estrés oxidativo, evidenciado por un aumento en los niveles de ROS y de peroxidos
lipidicos, junto con una disminucion de la actividad de los sistemas antioxidantes endogenos. Este
desequilibrio redox se encuentra asociado con alteraciones en la regulacion de los factores de
transcripcion Nrf2 y NF-kxB, caracterizado por una disminucion en la expresion de Nrf2 y un
incremento en la de NF-kB, lo que sugiere una respuesta adaptativa insuficiente frente al estrés
oxidativo y una activacion sostenida de mecanismos proinflamatorios (Creus et al., 2022; Vega

Joubert et al., 2025b).
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Por su parte, el higado también se ve afectado por el contexto metabdlico-hormonal generado por
la ingesta cronica de una DRS. Los primeros estudios realizados en este modelo experimental
reportaron la presencia de esteatosis hepatica, consecuencia del incremento en la sintesis de TG
producto de la mayor actividad de enzimas lipogénicas [acetil-CoA carboxilasa (ACC), la sintasa
de acidos grasos (FAS), enzima malica] y de la G6PDH, ésta tltima involucrada indirectamente
en esta via a través de la provision de cofactores reducidos NADPH. Esto se acompaiia de un
aumento de los niveles de masa proteica de factores de transcripcion que regulan su expresion,
tales como la proteina de unién al elemento regulador de esteroles tipo 1 (SREBP-1) y el receptor
hepatico X (LXR). A su vez, la acumulacion de TG hepaticos se ve favorecida por la disminucion
en la actividad de las enzimas y factores asociados a la oxidacion de acidos grasos, entre ellos la
carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1), la oxidasa de acidos grasos (FAO) y el factor de
transcripcion PPARa (Hein et al., 2010; Oliva et al., 2015; Rossi et al., 2013). Como consecuencia
de estas alteraciones, el exceso de lipidos en el tejido hepatico conduce a un deterioro del
metabolismo de la glucosa y de la via de sefializacion de la insulina (Hein et al., 2012). Si bien
estos hallazgos permitieron caracterizar las alteraciones metabdlicas iniciales inducidas por la
DRS en el higado, los mecanismos involucrados en la progresion hacia etapas mas avanzadas de
dafio hepatico —incluyendo el estrés oxidativo, la inflamacion y la fibrosis— aun no han sido
completamente dilucidados en este tejido. La comprension de estos procesos resulta esencial para
establecer las bases fisiopatologicas que vinculan la disfuncion metabdlica con alteraciones

hepaticas asociadas al SM.

En conjunto, los resultados obtenidos en este modelo experimental demuestran que las ratas
alimentadas cronicamente con una DRS desarrollan un fenotipo metabdlico que reproduce con
notable similitud los principales rasgos del SM humano. Por lo tanto, este modelo constituye una
herramienta de gran valor para el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos implicados en el
desarrollo de las alteraciones metabolicas antes mencionadas, asi como para la evaluacion de
posibles intervenciones nutricionales o farmacoldgicas orientadas a prevenir o revertir dichas

disfunciones.

Dado que el SM no es una enfermedad transmisible, pero si una de las principales causas de
morbimortalidad global, su diagnostico temprano y la implementacion de estrategias de
prevencion/reversion resultan fundamentales para reducir su impacto en la salud publica

(Ambroselli et al., 2023; Saklayen, 2018).
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5. Acidos grasos n-3 como estrategia de reversién del dafio hepatico

Numerosos estudios, incluyendo los realizados por nuestro grupo, han demostrado los efectos
beneficiosos de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la familia n-3, principalmente
el acido eicosapentaenoico (EPA; 20:5 n-3) y el acido docosahexaenoico (DHA; 22:6 n-3), en el
manejo de las alteraciones metabodlicas que afectan al tejido hepatico, como la esteatosis, la
inflamacion y el estrés oxidativo. Estos acidos grasos se generan endégenamente a partir del acido
a-linolénico (ALA; 18:3 n-3) mediante una serie de reacciones enzimaticas de elongacion y
desaturacion. E1 ALA, junto con el acido linoleico (LA; 18:2 n-6), constituye los acidos grasos
esenciales para el ser humano, ya que el organismo no posee las enzimas necesarias para
introducir dobles enlaces mas alla del carbono 9 y, por lo tanto, deben ser incorporados a través
de la dieta. Ambos acidos grasos esenciales (ALA y LA) comparten las mismas enzimas elongasas
y desaturasas en sus respectivas rutas metabolicas, lo que determina una competencia metabodlica
entre las series n-3 y n-6, como se ilustra en la Figura 10. El equilibrio dietario entre ambos tipos
de acidos grasos es determinante para mantener una adecuada proporcion de sus metabolitos
bioactivos y preservar la homeostasis lipidica y metabolica hepatica (Lee-Okada et al., 2025). Se
ha propuesto que la proporcion 6ptima de n-6:n-3 deberia oscilar entre 1:1 y 5:1 para mantener
un equilibrio saludable. Sin embargo, las dietas occidentales se caracterizan por un alto consumo
de n-6, lo que eleva la proporcion de n-6:n-3 a un rango de 10:1 a 20:1, lo que aumenta el riesgo

de desarrollar enfermedades inflamatorias como la obesidad (Gonzalez-Becerra et al., 2023).
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Figura 10: Vias de desaturacion y de elongacion de los 4cidos linoleico y a-linolénico. Adaptada de Gil,

2017.

Los pescados de aguas frias, como el salmon, la caballa, el atin, el arenque y las sardinas,
constituyen las principales fuentes dietarias de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
EPA y DHA (Patted et al., 2024). Por su parte, los alimentos ricos en acido a-linolénico (ALA;
18:3 n-3) incluyen las semillas de lino (linaza), las semillas de chia, las semillas de cafiamo, las
semillas de perilla, las nueces y los aceites vegetales como los de soja y canola. Entre las fuentes
vegetales, la semilla de chia (Salvia hispanica L.) se destaca como una de las mas ricas en ALA
(18:3 n-3), lo que la convierte en una alternativa botanica de gran valor nutricional para aumentar
la ingesta de acidos grasos n-3 en la dieta, especialmente en poblaciones con bajo consumo de

pescado (Knez Hrnéi€ et al., 2019).
5.1 Semilla de Salvia hispanica L. (chia)
5.1.1 Origen, cultivo y caracteristicas botanicas

Salvia hispanica L., también llamada chia, es una planta herbacea anual perteneciente al orden
Lamiales, familia Lamiaceae, género Salvia y especie hispanica, originaria del sur de México y
el norte de Guatemala (Arctos Specimen Database, 2018). El género Salvia se considera el mas

numeroso de la familia Lamiaceae, consta de aproximadamente 900 especies ampliamente
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distribuidas por varias regiones del mundo, incluyendo el sur de Africa, América Central,

América del Norte, América del Sur y el sudeste asidtico (Gracieri et al. 2019; Takano, 2017).

Inicialmente, la semilla de chia se cultivaba en climas tropicales y subtropicales. En la actualidad
se cultiva en todo el mundo, especialmente en Australia, Bolivia, Colombia, Guatemala, Perq,
Argentina y México, siendo este ultimo el mayor productor mundial (Knez Hrnéi¢ et al., 2019).
La Salvia hispanica se adapta a diferentes tipos de suelo tanto en regiones templadas como
tropicales, no soporta las inundaciones y requiere suelos aireados y con buen drenaje, por lo que
se desarrolla adecuadamente en suelos franco-arenosos y franco-arcillosos con buenas

condiciones de drenaje (Ramirez-Jaramillo et al., 2015).

Esta planta puede alcanzar 1 metro de altura, sus hojas verdes de forma ovalada con bordes
dentados, dispuestas de forma opuesta, miden entre 4 y 8 cm de largo y entre 3 y 5 cm de ancho.
Sus flores miden entre 3 y 4 mm, son hermafroditas, de color blanco o purpura y estan dispuestas
en verticilos en el tallo (Motyka et al., 2022). Después de florecer, la planta de chia produce frutos
redondos que contienen muchas semillas pequenas y ovaladas de 2 mm de largo y 1 mm de ancho.
La superficie de las semillas es lisa y brillante, de varios colores, incluyendo negro, blanco,

grisaceo, beige o marrén, con manchas oscuras dispuestas de forma irregular, siendo los genotipos

de color negro y blanco los mas comunes en la produccion comercial (Pelaez et al., 2019; Zare et

al., 2024).

Figura 11: Planta de chia (Salvia hispanica L.). Imagen adaptada de Zare et al. (2024). (A) Radicula (raiz
primaria) emergiendo de la semilla. (B) Cotiledones completamente desplegados (hipocotilo) (3 dias
después de la germinacion). (C) Plantula (dos hojas desplegadas). (D) Plantula joven de chia (cuatro hojas
desplegadas). (E) Planta de chia en fase vegetativa media. (F) Aparicion del verticilo. (G) Inflorescencias

con flores moradas. (H) Planta de chia madura.
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Figura 12: Inflorescencia y semilla de chia. Imagen adaptada de Zare et al. (2024). (A) Las inflorescencias
de la chia consisten en varias flores hermafroditas (~80-140). (B) Dehiscencia floral; en esta etapa, el caliz
se secara lentamente y las semillas maduraran hasta que la planta complete su senescencia. (C, D) Semillas
maduras de chia blancas y negras con un tamafio medio que oscila entre 1,87 y 2,15 mm de longitud, 1,21

y 1,40 mm de anchura y 0,77 y 0,88 mm de grosor.
5.1.2 Composicion de la semilla de chia

La composicion quimica de las semillas de chia ha sido analizada por numerosos estudios (Knez
Hrnéic et al., 2019; Kulezynski et al., 2019; Ullah et al., 2016). Las semillas de chia contienen un
alto contenido en grasas (30-33 %), carbohidratos (26-41 %), fibra dietética (18-30 %), proteinas
(15-25 %), vitaminas, minerales y antioxidantes (Figura 13). Particularmente, las semillas de chia
tienen un alto valor nutritivo, sobre todo por su alto contenido en grasas y fibra dietética. Se han
publicado numerosos estudios sobre los fitoquimicos, en los que se destaca que los principales
componentes del aceite de chia son los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA). Entre ellos destaca
el acido a-linolénico (ALA, 18:3 n-3) y acido linoleico (LA, 18:2 n-6). Las semillas de chia
contienen un 39 % de aceite, que consiste hasta un 68 % de ALA y 19 % de LA. La proporcion
entre el acido graso n-6 y n-3 es de 0,3-0,35 (Knez Hmcic et al., 2019). Las semillas de chia
contienen aproximadamente entre 30 y 34 g de fibra dietaria en 100 g de semilla, de la cual la
fraccion insoluble representa aproximadamente entre el 85 % y el 93 %, mientras que la fibra
dietética soluble es aproximadamente del 7 % al 15 %. En términos de contenido de fibra dietética,

las semillas de chia superan a los frutos secos, los cereales o las nueces. Las semillas de chia
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también son una buena fuente de proteina vegetal, que representa aproximadamente el 18 y 24 %
de su masa. En el analisis de la composicion de aminoécidos destacan la presencia de arginina,
leucina, fenilalanina, valina, lisina, acidos glutdmico y aspartico, alanina, serina y glicina. Cabe
destacar que las semillas de chia no contienen gluten, por lo que pueden ser consumidas por
pacientes celiacos (Kulczynski et al. 2019). Ademas, las semillas de chia aportan muchos
minerales, entre los que destacan el fosforo, el calcio, el potasio y el magnesio. Los estudios
también confirman la presencia de algunas vitaminas, principalmente vitamina Bl (tiamina),
vitamina B2 (riboflavina) y vitamina B3 (niacina). Esta semilla también es una fuente rica en
fitocompuestos particularmente interesantes que se caracterizan por su alta actividad biolégica,
en particular de polifenoles, entre ellos acido galico, cafeico, clorogénico, cinamico y ferulico,
quercetina, kaempferol, epicatequina, rutina, apigenina y acido p-cumarico. Las isoflavonas,
como la daidzeina, la gliciteina, la genisteina y la genistina, se encuentran en pequefas cantidades.
Ademés, se descubri6é que las semillas de chia también contienen tocoferoles: a-tocoferol, y-

tocoferol y d-tocoferol.
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Figura 13: Representacion elaborada con BioRender.com, a partir de la descripcion de Motyka et al.

(2023). Vitaminas: B: Tiamina; B2: Riboflavina; B3: Niacina; C: Acido ascorbico; E: Tocoferol. Minerales:

Ca: Calcio; K: Potasio; Mg: Magnesio; P: Fosforo.
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5.1.3. Usos de la semilla de chia

El consumo de chia ha ido aumentando a lo largo de los afios, dados sus beneficios para la salud
relacionados con enfermedades cronicas como la obesidad, las enfermedades cardiovasculares, la
diabetes y el cancer (Khalid et al., 2022). Recientemente, el Panel de Nutricion, Nuevos
Alimentos y Alergenos Alimentarios (NDA) de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) ha evaluado y aprobado la incorporacion de semillas de chia y polvo desgrasado como
ingrediente alimentario seguro en diferentes productos alimenticios (Turck et al., 2023). Las
semillas de chia poseen propiedades nutricionales y tecnoldgicas que favorecen su aplicacion en
una amplia variedad de productos alimentarios. Consideradas un alimento funcional, aportan
compuestos bioldogicamente activos asociados con beneficios fisiologicos para la salud. Ademas,
pueden emplearse como agentes espesantes o hidrocoloides, asi como sustitutos del huevo, la

grasa o el gluten (Melo et al., 2019).

En la actualidad, la semilla de chia se consume entera, en forma de harina o aceite, sola o afiadida
a otros alimentos, como yogures, ensaladas y frutas o en preparaciones como panes, budines,

galletas, barras de cereales, granolas, bebidas, mermeladas y otros (Grancieri et al., 2019).
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Figura 14. Diferentes usos de la semilla de chia. Adaptada de Grancieri et al., 2019.
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5.1.4. Estudios experimentales y clinicos con semilla de chia

Diversos grupos de investigacion han examinado los efectos metabolicos de la semilla de chia en
modelos experimentales y en poblaciones humanas, aportando evidencia consistente sobre su
potencial bioactivo. En modelos animales de disfuncion metabdlica, la suplementacion con chia
ha mostrado beneficios mejorando la RI, el perfil alterado de lipidos, la homeostasis de la glucosa,
la hipertension arterial y la adiposidad (Coates, 2011; Kulczynski et al., 2019). En este contexto,
varios estudios realizados en animales han permitido caracterizar con mayor precision las
acciones de la chia sobre el metabolismo. Entre ellos, los trabajos de Ayerza & Coates (2005;
2007) aportaron evidencia sobre los efectos de la semilla de chia dietaria cuando se administro a
ratas normales. En dichos estudios, la semilla de chia se incorpord como fuente grasa (7% p/p) en
reemplazo del aceite de maiz durante 4 semanas. Esta intervencion redujo los TG plasmaticos y
elevo las concentraciones de colesterol HDL, sin modificar los niveles de colesterol LDL. La
suplementacion también incrementd el contenido plasmatico de ALA, EPA y DHA. Resultados
comparables se observaron al administrar aceite de chia o chia molida. Por otro lado, los estudios
de Poudyal et al. (2012a; 2012b) aportaron informacion relevante sobre los efectos de la chia en
un modelo de disfuncion metabdlica inducido por una dieta alta en grasa saturada y fructosa. En
este modelo, las ratas desarrollaron dislipidemia, RI y un marcado aumento de la adiposidad
visceral. La incorporacion de semilla de chia (5% p/p) a la dieta—administrada durante periodos
adicionales de 8 o 24 semanas— atenud el incremento del tejido adiposo visceral, mejord la
intolerancia a la glucosa y la acumulacion de lipidos en el higado. Estas mejoras estuvieron
acompanadas por una recuperacion de parametros estructurales y funcionales tanto hepaticos
como cardiovasculares. En concordancia con estos hallazgos, el estudio de Fernandez-Martinez
et al. (2019) aport6 evidencia adicional sobre los efectos beneficiosos de la semilla de chia en un
modelo de dislipidemia aguda y dafio hepatico (inducida por tiloxapol y tetracloruro de carbono).
En este modelo, la induccion de dislipidemia y esteatohepatitis se acompafid de un marcado
aumento de lipidos plasmaticos, acumulacion hepatica de TG y alteraciones histologicas
compatibles con inflamacion y lesion tisular. La suplementacion dietaria con 15 g de harina de
chia/100 g de dieta durante 4 semanas, redujo significativamente los niveles plasmaticos de
lipidos y atenuo la esteatohepatitis, disminuyendo tanto la acumulacién lipidica hepatica como
los indicadores bioquimicos de dafio. Estos efectos se asociaron a una mejora del perfil
inflamatorio hepatico y a una reduccion del estrés oxidativo, aportando evidencia de la capacidad
hepatoprotectora de la chia en condiciones de disfuncion metabdlica aguda. En linea con estos
reportes, el estudio de da Silva Marineli et al. (2015b) evalud los efectos de la semilla y el aceite
de chia en ratas obesas inducidas por dieta alta en grasa y fructosa. En este modelo, los animales
desarrollaron intolerancia a la glucosa, RI y estrés oxidativo, sin cambios significativos en el peso

corporal ni en la acumulacion de grasa abdominal. La inclusion de semilla de chia (5% p/p) o
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aceite de chia en la dieta —administrada durante 6 o 12 semanas— mejord la tolerancia a la
glucosa y la respuesta insulinica. Estos cambios se asociaron con la induccidon de proteinas de
choque térmico HSP70 y HSP25 en musculo esquelético y con la restauracion de la expresion de
PGC-10, un regulador clave del metabolismo energético. Asimismo, el aceite de chia aument6 la
actividad de enzimas antioxidantes, incluyendo SOD y GPx, contribuyendo a la mejora del
sistema antioxidante frente al estrés oxidativo. En conjunto, estos hallazgos evidencian que la
suplementacion con chia mejora la homeostasis de la glucosa y activa mecanismos moleculares
de proteccion celular y regulacion metabolica, atin en presencia de obesidad y acumulacion de

grasa abdominal.

Ademas de la evidencia obtenida en modelos experimentales, diversos estudios clinicos han
evaluado los efectos de la semilla de chia reportando resultados consistentes con los observados
en animales. Entre los hallazgos mas destacados se incluyen la mejora del perfil lipidico, la
reduccion de la presion arterial, la disminucion de la glucemia en ayunas y la mejora de la
sensibilidad a la insulina, asi como efectos favorables sobre marcadores inflamatorios y el balance
oxidativo. Estos estudios respaldan el potencial de la semilla de chia como intervencién
nutricional funcional capaz de mejorar pardmetros metabolicos en individuos con riesgo
cardiometabolico o con alteraciones relacionadas con el SM (de Cassia Lovato et al., 2022; Ho et
al., 2013; Jin et al., 2012; Medina-Urrutia et al., 2020; Nieman et al., 2012; Tavares Toscano et
al., 2014; Ullah et al., 2016; Vuksan et al., 2007; Vuksan et al., 2010; Vuksan et al., 2017).

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha generado aportes relevantes respecto a los
potenciales efectos beneficiosos de la semilla de Salvia hispanica L. (chia) sobre distintas

alteraciones y complicaciones asociadas al SM.

Estudios de nuestro laboratorio demostraron que la administracion de semilla de chia, como
fuente de grasa dietaria, durante los ultimos 3 meses de un periodo total de 6 meses de
administracion de una DRS disminuye el peso del tejido adiposo visceral epididimal y reduce la
hipertrofia adipocitaria, normalizando la lip6lisis basal incrementada y restaurando la sensibilidad
a la accion antilipolitica de la insulina (Oliva et al., 2013). Estos mecanismos contribuyen, al
menos en parte, a explicar la normalizacion de la dislipidemia observada en los animales
alimentados con DRS+Chia. Profundizando en estos hallazgos, estudios posteriores en tejido
adiposo epididimal y retroperitoneal demostraron que la suplementacion con semilla de chia
reduce la hipertrofia de los adipocitos y restablece el patron alterado de expresion de moléculas
clave relacionadas con la sefializacion de la insulina y el transporte de glucosa (Aiassa et al., 2022;
Aiassa et al., 2025). Asimismo, la intervencion restauro la actividad de enzimas lipogénicas y los
niveles de masa proteica de enzimas lipoliticas. Estos cambios se acompafiaron de una

disminucion en el depdsito de colageno y en los niveles de hidroxiprolina, junto con una mejora
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en los patrones de actividad y expresion de proteinas involucradas en el remodelado de la MEC.
Ademés, la suplementacion redujo los niveles de citocinas proinflamatorias (PAI-1, MCP-1) e
incrementd los niveles de adiponectina en los tejidos adiposos estudiados, asi como la
disminucion de leptina sérica. De manera consistente con estos efectos, los depodsitos estudiados
mostraron un enriquecimiento en PUFA n-3 en los fosfolipidos de la membrana plasmatica.
Interesantemente, algunos de estos efectos variaron seglin el deposito especifico de tejido adiposo

visceral analizado (Aiassa et al., 2025; Rossi et al. 2005).

Mas atn, los efectos descriptos se acompafiaron de una normalizacion del contenido intracelular
de lipidos en el musculo esquelético (TG, acil-CoA de cadena larga y diacilglicerol). En este
sentido, la reversion de la dislipidemia y la menor disponibilidad de AGNE podrian constituir uno
de los mecanismos que contribuyen a la recuperacion de la sensibilidad insulinica periférica
global y de la homeostasis de la glucosa. Asimismo, en el misculo esquelético, la semilla de chia
increment6 los niveles de GSH, asi como la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GR,
efectos que se acompanaron de una reversion de la fibrosis y de cambios favorables en el
remodelado de la MEC. (Illesca et al., 2025). A nivel cardiaco, la incorporacion de semilla de
chia normalizd la presion arterial y atenud la lipotoxicidad, corrigié la sobreexpresion y
translocacion andémala de FAT/CD36 y mejoré la oxidacion de la glucosa. Ademas, la
intervencion redujo la elevada actividad de M-CPT1 sin cambios equivalentes en su masa proteica
y produjo leves modificaciones en PPARa y UCP2, sugiriendo que la normalizacién de la
dislipidemia disminuye la disponibilidad de acidos grasos y limita su ingreso al miocardio (Creus
et al., 2016). Ademas, la semilla de chia redujo la proporcion de acidos grasos saturados en los
fosfolipidos de membrana y elevo el contenido de PUFA n-3 debido al aumento de ALA y 22:6
n-3. Complementariamente, la sustitucion de aceite de maiz por chia en la DRS restaur6 la
actividad de enzimas clave del metabolismo de la glucosa y normaliz6 la expresion de GLUT-4,
IRS-1 y p-AMPK. En conjunto, estos hallazgos evidencian el potencial de la chia para mejorar

las alteraciones metabolicas cardiacas asociadas a la dislipidemia y RI (Creus et al., 2017).

Por otra parte, se evaluaron los efectos de la administracion de semilla de chia a nivel renal,
observandose una mejora en la funcioén renal, una reduccion del peso del tejido adiposo perirrenal
y en la actividad de enzimas lipogénicas, junto con un aumento de las defensas antioxidantes

(Creus et al., 2022).

En esta linea, investigaciones previas de nuestro grupo demostraron que la administracion de
semilla de chia reduce la acumulacion de TG hepéticos y la secrecion in vivo de lipoproteina rica
en TG (VLDL-TG). Estos efectos se acompafian de una disminucion en la actividad de enzimas
involucradas en la sintesis de novo de acidos grasos (ACC, FAS, G6PDH y enzima malica) y de

la masa proteica de la forma madura del factor de transcripcion SREBP-1. Paralelamente, se
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observo un incremento en la actividad de enzimas hepaticas clave de la oxidacion de acidos grasos
(CPT1 y FAO) y en la masa proteica del PPARa (Chicco et al., 2009; Rossi et al., 2013). Mas
recientemente, se demostré que la administracion de semilla de chia normalizo el recuento
plaquetario, los parametros de coagulacion y los niveles plasmaticos de fibrindgeno, ademas de
reducir la expresion de VCAM-1 (Oliva et al., 2021b). Considerando este conjunto de evidencias,
el higado se presenta como un 6rgano diana de especial relevancia en el abordaje terapéutico de
los desdérdenes asociados al SM. No obstante, son escasos los trabajos que analizan los efectos de
la semilla de chia dietaria sobre mecanismos relacionados con la neoglucogénesis, inflamacion,
fibrosis y estrés oxidativo hepatico en modelos experimentales de SM. El estudio de estos
aspectos permitira dilucidar los posibles mecanismos mediante los cuales la semilla de chia podria
contribuir al mejoramiento de las alteraciones metabdlicas antes descriptas y, en consecuencia,

sus potenciales efectos terapéuticos en el modelo experimental empleado.
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HIPOTESIS
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a- La semilla de chia modula distintos mecanismos que regulan la neoglucogénesis y/o mejora la

accion de la insulina a nivel hepético, corrigiendo la alterada homeostasis de la glucosa.

b- La semilla de chia modula distintos mecanismos que regulan la inflamacidn, fibrosis y estrés

oxidativo hepatico.

c- La semilla de chia modifica la composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de la membrana

del tejido.
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OBJETIVOS
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EI OBJETIVO GENERAL del presente trabajo fue:

Estudiar en un modelo experimental consolidado, que mimetiza el fenotipo del Sindrome
Metabolico (SM) humano, posibles mecanismos que puedan mediar el efecto beneficioso de la
semilla de Salvia hispanica L. (chia) sobre el mejoramiento de la homeostasis de la glucosa,

resistencia insulinica, inflamacion, fibrosis y estrés oxidativo en tejido hepatico.

Objetivos especificos: evaluar en tejido hepatico el efecto de la administracion de semilla de
Salvia hispanica L. (chia) dietaria en un modelo experimental de SM inducido por la

administracion cronica de una dieta rica en sacarosa (DRS), sobre:

1. Tolerancia a la glucosa y produccion hepatica de glucosa.

2. Mecanismos involucrados en el control de la neoglucogénesis.

3. Vias de sefalizacion de la insulina en condicion basal y frente al estimulo de la hormona.
4. Marcadores de inflamacion y fibrosis.

5. Marcadores de estrés oxidativo y defensas antioxidantes.

6. Composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana.

Estos objetivos fueron llevados a cabo en ratas alimentadas con DRS durante 3 meses, periodo en
que se alcanza una estable dislipidemia, IR, moderada hiperglucemia, adiposidad visceral y
acumulo ectopico de lipidos (musculos, higado, pancreas, entre otros). A partir de los 3 meses de
ingesta se sustituyo la fuente de grasa (aceite de maiz -rico en dcido linoleico 18:2 n-6- por semilla

de chia- rica en ALA 18:3 n-3) y se prolongd por un periodo adicional de 3 meses.
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MATERIALES Y METODOS
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1. Disefio experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (especie Rattus novergicus) provenientes del Bioterio
del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICIVET-Litoral), Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe, Argentina). Desde su
llegada, los animales fueron mantenidos en el bioterio del Departamento de Ciencias Bioldgicas
de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas (Universidad Nacional del Litoral). Durante
el periodo de aclimatacion (1 semana) los animales tuvieron libre acceso al agua y a una dieta
comercial de laboratorio (GEPSA FEED, Buenos Aires, Argentina), conteniendo (g/kg dieta):
carbohidratos (maiz, sorgo, trigo, avena, cebada) 420; proteina 240; grasa 60; fibra 70; minerales
y vitaminas 80; humedad 130; energia digerible 11,37 kJ/g segun lo declarado por el fabricante.
Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura (22 + 1 °C), aireacion,
humedad (55 + 5%) y un ciclo de luz-oscuridad fijo de 12 h (luz 7:00 — 19:00 h). Trascurrido el
periodo de adaptacion, los animales con un peso inicial aproximado de 180-200 g (8 semanas de
edad-adultos jovenes) fueron divididos al azar en dos grupos. Un grupo contintio recibiendo la
dieta comercial estandar para roedores durante todo el periodo experimental (6 meses) [dieta de
referencia (DR)]. Otro grupo recibié una dieta semisintética basada en las recomendaciones
dietarias para la manutencion de los roedores adultos realizada por el Instituto Americano de
Nutricion (Reeves et al., 1993) con modificaciones, conteniendo (g/kg dieta): carbohidratos
(almidon de maiz 25, sacarosa 555) 580; proteina (caseina libre de vitaminas) 163; grasa (aceite
de maiz) 105; fibra (celulosa) 120; cloruro de colina 2; metionina 3; mezcla de sales 35 (AIN-
93M-MX); mezcla de vitaminas 10 (AIN-93VX) [dieta rica en sacarosa (DRS)]. Luego de 3
meses de ingesta de DRS, los animales se dividieron aleatoriamente en dos subgrupos. Un
subgrupo continu6 recibiendo la DRS hasta el final del periodo experimental (6 meses) y el otro
recibié una DRS en la que se incorpor6 la semilla de chia entera como fuente de grasa dietaria,
durante los siguientes 3 meses (DRS+Chia). Las dietas DRS y DRS+Chia fueron preparadas
semanalmente y se mantuvieron a 4 °C hasta su consumo. El protocolo experimental se muestra

en la Figura 15.
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Figura 15. Protocolo experimental. DR: Dieta de referencia; DRS: Dieta rica en sacarosa; DRS+Chia:

Dieta rica en sacarosa mas semilla de chia.

El protocolo experimental fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica y Seguridad de la
Investigacion de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del
Litoral (CAESI, Santa Fe, Argentina) (Acta 04/19, CE 2020-27, 6-03-2020). Se adoptaron todas
las medidas necesarias para evitar el estrés y malestar de los animales, empleando el menor
numero de animales posible, sin comprometer el rigor estadistico, siguiendo las recomendaciones
enunciadas en la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” del National Research
Council de los Estados Unidos de Norteamérica del 2011 y las Guias de Eutanasia 2013 de la

American Veterinary Medical Association.

En el presente estudio, se utilizaron semillas de chia (Salvia hispdnica L., variedad Salba)
cultivadas en Salta, Argentina, proporcionada por ALPA TRADE (Buenos Aires, Argentina). La
composicion nutricional de la semilla de chia fue descripta previamente por nuestro grupo (Oliva
et al.,, 2021a) y se muestra en la Tabla 3. La semilla de Salba es producida bajo estrictas
condiciones de cultivo lo cual garantiza la calidad y reproducibilidad de su composicion (Vuksan
et al. 2010).
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Tabla 3. Composicién nutricional de la semilla de chia.

Componentes

Composicion de macronutrientes (g/100g)

Hidratos de carbono? 37,45
Grasas 30,23
Proteinas 21,29
Composicion mineral (mg/100g)
Sodio 103,15
Potasio 826,15
Calcio 589,60
Hierro 11,90
Magnesio 77,00
Fosforo 604,00
Zinc 5,32
Cobre 1,66
Manganeso 1,36

281 % del total de carbohidratos corresponde a la fibra insoluble. El contenido de carbohidratos, proteinas,
fibra, mezcla de vitaminas y minerales en las dietas DRS+Chia y DRS fue similar, teniendo en cuenta la

cantidad de estos nutrientes presentes en la semilla de chia.

Las dietas DRS y DRS+Chia proporcionan ~16.3kJ/g y aportan el mismo porcentaje de energia a
partir de carbohidratos, proteinas y grasas (Tabla 4). Las mismas fueron descriptas en trabajos
previos del grupo (Chicco et al., 2009; Oliva et al., 2013). El grupo DRS+Chia recibi6 362 g de
semilla de chia por kg de dieta. La composicion de acidos grasos de las diferentes dietas fue
determinada por cromatografia gas-liquido (Tabla 5) en el Instituto INIBIOLP, Facultad de
Ciencias Médicas, La Plata, Argentina. Esto equivale a un aporte de 67,26 g de ALA, de 19,85 g
de LA y unarelacion n-6/n-3 de 0,3 por kg de dieta (Oliva et al., 2021a). La eleccion de la cantidad
de semilla de chia en este trabajo se baso en los estudios de Jeffery et al. (1996) quienes
demostraron que la administracion en la dieta de una relacion n-6/n-3 (LA/ALA) de 0,33 tiene

alto efecto hipolipemiante y reductor de la grasa corporal.
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Tabla 4. Distribucién del porcentaje de

energia de los macronutrientes de las dietas DRS y

DRS+Chia.

Macronutrientes (% de energia) DRS DRS+Chia

Carbohidratos 60,0 60,0
Almidon 2,6 -
Sacarosa 57,4 57,4
Semilla de chia -- 2,6

Proteinas 17,0 17,0
Caseina (libre de vitaminas)? 17,0 9,0
Semilla de chia -- 8,0

Grasas 23,0 23,0
Aceite de maiz 23,0 0,2
Semilla de chia -- 22.8

La caseina fue proporcionada por Saputo Molfino Hermanos S.A., Buenos Aires, Argentina.

Tabla 5. Perfil de acidos grasos (g/kg de dieta) de las diferentes dietas administradas a los

animales durante todo el periodo experimental.

Acidos grasos® DR DRS DRS+Chia
16:0 11,80 10,92 6,96
18:0 11,84 2,73 2,42
18:1 n-9 26,94 33,71 7,39
18:2 n-6 5,68 54,10 19,85
18:3 n-3 0,12 0,80 67,26
20:1 n-9 0,09 0,47 0,36
AG saturados totales 23,64 13,65 9,38
AG monoinsaturados totales 27,03 34,18 7,75
AG poliinsaturados totales 5,80 54,90 87,11
n-6 5,68 54,10 19,85
n-3 0,12 0,80 67,26
n-6/n-3 47,61 66,66 0,30
n-3/AG saturados totales 0,005 0,59 7,17

2 Otros acidos grasos minoritarios se han excluido.
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2. Seguimiento de los animales durante el periodo experimental

El peso corporal de cada animal de los diferentes grupos dietarios fue registrado dos veces por
semana durante todo el periodo experimental. La ingesta energética se determind una vez a la
semana. Para su calculo, se determiné la comida efectiva (CE) expresada en g/rata x dia. Para
esto, a los animales se les ofrecid diariamente una cantidad estipulada de comida en un recipiente
previamente tarado (comida ofrecida himeda COh). Una alicuota de la misma (10-15 g) se llevo
a estufa a 60°C hasta pesada constante (aproximadamente 1 semana) para calcular el % de agua
contenido (factor de humedad FH), y expresar la comida ofrecida en base seca (COs). Al dia
siguiente se retird y se pesé la comida remanente del recipiente (R1h) al cual se le aplico el FH,
para expresarlo en base seca (R1s). La comida desperdiciada (R2h) se recolectd separandola de
la materia fecal, y se la coloco en pequefios contenedores, llevandola a estufa a 60°C hasta pesada
constante. Este residuo constituye el R2s. El residuo o resto seco total (Rst) resulta de la sumatoria

de R1s + R2s. La comida efectiva por animal se calculd segun:

(COs — Rst)(g)
N (cantidad ratas x jaula)

CE (9) =

La ingesta energética diaria (expresada en kJoules/dia) se calculd multiplicando la comida

efectiva ingerida en 24 h por la energia aportada por las respectivas dietas (DR, DRS, DRS+Chia).
3. Obtencion de muestras de sangre y tejidos

Finalizado el protocolo experimental, el alimento fue removido al finalizar el periodo de
oscuridad (7:00 h). Los animales fueron pesados y anestesiados por via intraperitoneal con
pentobarbital sédico en una dosis de 60 mg/kg de peso corporal y los experimentos fueron
llevados a cabo entre las 7:00 y 9:00 h, a excepcion de las determinaciones realizadas in vivo o

bajo el estimulo de la insulina, las cuales se indican mas adelante.

Las muestras de sangre basal fueron extraidas de la vena cava inferior y centrifugadas a 3500 rpm
durante 10 min. El suero obtenido se procesé en el momento o fue almacenado a -80 °C hasta su
procesamiento. Estas muestras se emplearon para cuantificar los niveles de glucosa, insulina,
triacilglicéridos, acidos grasos no esterificados, colesterol, acido urico, y medir la actividad de las
enzimas transaminasa glutamico piravica (GPT), transaminasa glutamico oxalacética (GOT),

fosfatasa alcalina (FA) y la capacidad reductora férrica del plasma (FRAP).

El tejido hepatico fue removido en su totalidad y pesado inmediatamente después de la extraccion
de sangre. Se calculo el indice somatico como el cociente entre el peso del tejido hepatico respecto
al peso corporal total del animal. Segun la técnica empleada, se utilizaron de inmediato —analisis
histolégico e inmunohistoquimico segliin se describe posteriormente- o fueron congelados a

temperatura de nieve carbonica utilizando una pinza de Wollemberger previamente enfriada a
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dicha temperatura. Luego los tejidos congelados fueron pulverizados en un mortero con nieve
carbonica y transferidos a tubos crioscopicos donde se conservaron a -80°C hasta su

procesamiento.

Luego de la extraccion de las muestras bioldgicas los animales fueron eutanizados mediante la

extirpacion de un organo vital (el corazon).
4. Procedimientos experimentales

4.1. Determinaciones séricas

4.1.1. Glucosa

La glucosa fue dosada por un método enzimatico colorimétrico de punto final utilizando un kit
comercial (Wiener lab., Argentina) basado en el método enzimatico Glucosa Oxidasa/ Peroxidasa.

Los resultados se expresaron en mM.
4.1.2. Insulina

La insulina inmunoreactiva fue dosada por el método propuesto por Herbert et al., (1965)
utilizando como estandar insulina de rata (Novo Nordisk, Denmark). Los resultados se expresaron

como pM.
4.1.3. Triacilglicéridos (TG)

Los niveles de TG se cuantificaron por un método enzimatico colorimétrico de punto final
utilizando un kit comercial (Wiener lab., Argentina) basado en el método enzimatico Lipoprotein

lipasa/Glicerol quinasa/Glicerol fosfato oxidasa/Peroxidasa. Los resultados se expresaron en mM.
4.1.4. Acidos grasos no esterificados (AGNE)

Los niveles de AGNE se cuantificaron por un método enzimatico colorimétrico de punto final
utilizando un kit comercial (RANDOX, Reino Unido) basado en el método enzimatico AcilCoA

sintetasa/ AcilCoA oxidasa. Los resultados se expresaron en pM.
4.1.5. Colesterol total (CT)

El CT se cuantificé por un método enzimatico colorimétrico de punto final utilizando un kit
comercial (Wiener lab., Argentina) basado en el método enzimatico Colesterol esterasa,

Colesterol oxidasa, Peroxidasa. Los resultados se expresaron en mM.
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4.1.6. Acido trico

El 4cido urico fue dosado por el método enzimatico colorimétrico de punto final utilizando un kit
comercial (Wiener lab., Argentina) basado en el método enzimatico Uricasa/Peroxidasa. Los

resultados se expresaron en uM.

4.1.7. Transaminasa glutimico piravica (GPT) y Transaminasa glutimico oxalacética

(GOT)

El dosaje de GOT y GPT se llevo a cabo mediante un método enzimatico colorimétrico de punto
final utilizando un kit comercial (Wiener lab, Argentina). La enzima GOT cataliza la reaccion
entre L-aspartato y a-cetoglutarato para producir glutamato y oxalacetato. Por otro lado, la enzima
GPT cataliza la reaccion entre L-alanina y a-cetoglutarato para producir glutamato y piruvato. El
piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se transforma en piruvato), reacciona con la 2,4-
dinitrofenilhidracina produciéndose, en medio alcalino, un compuesto coloreado que se mide a

505 nm. Los resultados se expresaron en U/L.
4.1.8. Fosfatasa alcalina (FA)

El dosaje de FA se llevo a cabo mediante un método enzimatico colorimétrico de punto final
utilizando un kit comercial (Wiener Lab, Argentina). La FA desdobla al fenilfosfato de sodio en
medio alcalino tamponado con aminometil propanol (AMP). El fenol liberado se determina por
reaccion con 4-amino- antipirina y ferricianuro como agente oxidante. Los resultados se

expresaron en U/L.
4.1.9. Poder antioxidante reductor de iones férricos (FRAP)

La capacidad antioxidante del suero se midi6 utilizando un ensayo de poder antioxidante reductor
de iones férricos (FRAP) de acuerdo con Benzie y Strain (1996), como se detalla mas adelante en

tejido hepatico (item 4.2.1.5). Los resultados se expresaron como uM Trolox.

4.1.10. Citoquinas plasmaticas

Las concentraciones plasmaticas de las citoquinas IL-6 y TNF-a se determinaron empleando el
método de ELISA utilizando kits comerciales (Thermo Scientific, Rockford, USA; Legend max™
Biolegend® Inc., San Diego, USA, y Thermo Scientific rat TNF-a ELISA kit, Rockford, USA),

respectivamente. Los resultados se expresaron como pg/mL.
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4.2. Determinaciones en tejido hepatico
4.2.1. Determinacion de metabolitos

4.2.1.1. Contenido de TG

Los lipidos totales del tejido hepatico se extrajeron segin el método de Folch et al. (1957) con
algunas modificaciones. Brevemente, el tejido congelado se homogeneizo a 4 °C con buffer
fosfato 0,5 mM (pH 7,4) y, a continuacion, se extrajeron los lipidos totales de 200 pL de
homogeneizado con una mezcla de cloroformo/metanol (2:1 vol/vol), se agitd vigorosamente tres
veces cada 10 min (tiempo total de extraccion, 30 min). Posteriormente, el extracto se filtrd y se
sometio a lavados consecutivos con soluciones que contenian cloroformo, metanol, agua y
solucion de cloruro calcico en proporciones adecuadas (Folch et al. 1957). La fase acuosa se
separ6 por centrifugacion y se elimind después de cada lavado. Al final de los lavados, se tomé
una alicuota de la fase organica y se evapord hasta sequedad en un bafio termostatizado a 60 °C.
El contenido de TG se determin6 por el método enzimatico espectrofotométrico utilizando un kit
comercial segun los protocolos del fabricante (Wiener Lab, Argentina). Los resultados se

expresaron como pumol/g de tejido himedo.
4.2.1.2 Cuantificacion de niveles de hidroxiprolina

El contenido de hidroxiprolina en higado se determin6 de acuerdo con el procedimiento de Leach
(1960). La técnica consiste en (i) oxidacion de hidroxiprolina con peréxido de hidrogeno en
presencia de sulfato de cobre alcalino, (ii) destruccion del exceso de peroxido por calor y (iii)
reaccion del producto de oxidaciéon con p-dimetilaminobenzaldehido por calentamiento en
presencia de acido sulfurico diluido para producir un compuesto de color rojo. Brevemente, 150
mg de tejido hepatico fueron hidrolizados con HCI 6 N a una temperatura de 120 °C durante 24
h, posteriormente se neutralizé y filtro. El hidrolizado fue tratado con CuSO4 0,05 M, seguido de
NaOH 2,5 N, se agito y coloco en un bafio de agua a 40 °C por 5 min. Se agreg6 a continuacion
peroxido de hidrogeno al 6%, agitando inmediatamente. Luego de una incubacion a 40 °C durante
10 min se agregd H.SO4 3 N y solucion de p-dimetilaminobenzaldehido al 5%. Finalmente, el
desarrollo de color se obtuvo por incubacion en bano de agua a 70 °C durante 15 min. La
absorbancia fue medida a 540 nm contra un blanco conteniendo los reactivos de ensayo excepto
la muestra. El contenido de hidroxiprolina en las muestras se calculé empleando una curva
estandar de hidroxiprolina (0-18,75 ng/mL). Los resultados de expresaron en pg hidroxiprolina/g

tejido htimedo.
4.2.1.3. Sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)
La peroxidacion lipidica en el tejido hepatico fue estimada determinando la presencia de

sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico, segin el método de Lee y Csallany (1987).
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Brevemente, el higado fue pesado (~100mg) y homogeneizado en PBS 10 mM (pH 7,0) a 4°C
(dilucion 1/10). A un volumen de este homogenato se le adicion6 6 volimenes de H;PO4 1% y 2
volumenes de acido tiobarbitirico (TBA) 0,6%. Posteriormente, se llevod a bafio de ebullicion
durante 45 min en tubos tapados y luego a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion fue
extraida con 8 volumenes de n-butanol. La fase butanol fue separada por centrifugacion a 2000
rpm durante 10 min y la absorbancia de esta fase fue medida espectrofotométricamente a 535 nm.
Diferentes concentraciones de MDA, uno de los productos de la peroxidacion lipidica preparado
por hidrolisis acida (HCI 10 mM) del 1,1,3,3 tetrahetoxipropano, se sometieron al mismo
procedimiento para establecer la curva estandar para el complejo MDA-TBA. El contenido de
TBARS en higado se calculd como equivalente de MDA a partir de dicha curva. Todas las
muestras y estandares se procesaron por duplicado y los resultados fueron expresados como

nmol/gramo de tejido hiimedo.
4.2.1.4. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Los niveles de ROS intracelulares se determinaron utilizando el método de la 2°7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH;-DA) adaptando la metodologia propuesta por Wang
et al. (2015). La DCFH»-DA es un colorante permeable a membrana capaz de difundir
pasivamente dentro de las células, donde sus grupos acetato son clivados activamente por
esterasas para formar 2°7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH>). Esta es oxidada por radicales
libres para formar el compuesto fluorescente 2°7’-diclorofluoresceina (DCF). Brevemente,
muestras de tejido hepatico fueron pesadas (aproximadamente 100 mg), diluidas 1/10 con buffer
fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,4) y homogeneizadas a 4°C. Posteriormente, el homogenato se
centrifugd a 3900 rpm durante 10 min a 4°C, y el sobrenadante obtenido fue fraccionado para la
determinacion de los niveles de ROS en higado. Para ello, se incub6 una alicuota del sobrenadante
con DCFH,DA a una concentracion en el ensayo de 10 uM durante 30 min a 37 °C en la oscuridad.
La intensidad de fluorescencia se determind utilizando un espectrémetro de fluorescencia Perkin
Elmer LS55 a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emision
de 538 nm. Para corregir la fluorescencia de fondo, las muestras se incubaron en las mismas
condiciones, pero sin colorantes fluorescentes (blanco de muestra). Una alicuota del sobrenadante
fue utilizada para determinar la concentracion de proteinas utilizando el método de Bradford
(1976) (reactivo de Bradford Sigma Aldrich B6916). Los resultados se normalizaron por
concentracion de proteina (intensidad de fluorescencia/mg proteina) y expresado en relacion con

el grupo de referencia.
4.2.1.5. FRAP

La capacidad antioxidante del suero y del higado se midi6é utilizando un ensayo de poder

antioxidante reductor de iones férricos (FRAP, segun sus siglas en ingles) de acuerdo con Benzie
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y Strain (1996). La reaccién mide la reducciéon del complejo férrico-2,4,6, tripiridil-s-triazina
(TPTZ), en la cual el hierro férrico (Fe** - TPTZ) se reduce a idn ferroso a bajo pH, causando la
formacion de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado (Fe?* - TPTZ), que absorbe a una
longitud de onda de 593 nm. Brevemente, el tejido hepatico fue pesado (~200 mg) y diluido 1/10
con buffer fosfato de sodio 0,01 M (pH: 7), posteriormente se homogeneiz6 y centrifugd a 5000
rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido fue fraccionado para la determinacion de
FRAP en higado y una alicuota del mismo fue utilizada para determinar la concentracion de
proteinas utilizando el método de Bradford. En microplaca se colocaron 10 pL de muestra y se
mezclaron con 240 pL de reactivo FRAP previamente preparado, conteniendo: buffer acetato 300
mM (pH: 3,6), solucion TPTZ (complejo férrico-2,4,6-tripiridils-trazina, 10 mM en HC1 40 mM)
y solucion de FeCl; 20 mM, Iuego de 10 min de incubacion a temperatura ambiente, se midi6 la
absorbancia a 593 nm con un lector de microplacas Biochrom EZ Read-400 ELISA. FRAP se
expres6 como pmol Trolox/mg de proteina. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.
4.2.1.6. Glutatiéon

La forma reducida del glutation se determiné utilizando el método de Ellman (1959) con
modificaciones. Brevemente, muestras de tejido hepatico fueron homogeneizadas en buffer
fosfato 50 mM (pH 7,5) (dilucion 1/10), centrifugadas a 10000 rpm durante 10 min a 4°C y el
sobrenadante fue separado. Una alicuota fue utilizada para la determinacion de proteinas totales
y otra alicuota (150 pL) fue precipitada utilizando acido sulfosalicilico (15% p/p). El tubo se agitd
en vortex, se dejo reposar durante 10 min a 4C° y se centrifugd a 11000 rpm durante 15 min a
4°C. Posteriormente, 200 pl. del sobrenadante fueron incubados en buffer fosfato (50mM),
conteniendo EDTA (SmM) a pH 8,4 y 5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzoico) (DTNB). Tras 5 min
a temperatura ambiente, la absorbancia del producto amarillo se midi6 espectrofotométricamente
a 412 nm. La concentracion de GSH (nmol/mg de proteina) se calculd usando una curva estandar
de GSH. La concentracion de proteinas en el extracto se determind por el método de Bradford

(1976) (reactivo de Bradford Sigma Aldrich B6916).
4.2.2. Determinacion de actividades enzimaticas
4.2.2.1. Mieloperoxidasa (MPO)

La actividad de la enzima MPO se determind en el tejido hepatico segun el método de Belcastro
etal. (1996). Brevemente, 100 mg de higado fueron pesados y homogeneizados con buffer fosfato
de potasio 20 mM (pH 7,4) con EDTA 1 mM (dilucién 1/5). El homogenato fue centrifugado a
14000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado, y el pellet resultante fue
resuspendido en 200 pL de buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 6,0) que contenia bromuro de

hexadeciltrimetilamonio al 0,5%, y homogeneizado. Posteriormente, se congelaron y
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descongelaron tres veces. La actividad de la MPO se evalud espectrofotométricamente: Se
mezclaron 0,1 mL de muestra con 2,9 mL de buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 6.0) que
contenia 1,7 mg/mL de dihidrocloruro de o-dianisidina y 2 pl. de peréxido de hidrogeno. La
lectura se realizd en espectrofotometro a 460 nm. Los resultados se expresaron como mU/mg
proteina. La concentracion de proteinas en el extracto se determind por el método de Bradford

(1976) (reactivo de Bradford Sigma Aldrich B6916).
4.2.2.2. Glucoquinasa (GK) y Hexoquinasa (HK)

Las actividades de GK y HK fueron determinadas espectrofotométricamente segun el método
propuesto por Barzilai y Rossetti (1993). El tejido hepatico congelado y pulverizado (0,2 g) fue
homogeneizado en un buffer conteniendo: HEPES 50 mM, KCI 100 mM, EDTA 1 mM, MgCl,
5 mM y ditiotreitol (DTT) 2,5 mM. Luego se centrifugd a 30000 rpm durante 45 min a fin de
separar la fraccion microsomal (utilizada para cuantificar la actividad de la enzima Glucosa-6-
fosfatasa). La fraccion post-microsomal (sobrenadante) fue empleada para analizar las actividades
totales (GK + HK) y HK y por su diferencia la actividad GK. Se utiliz6 un medio (pH: 7,4; 37°C)
que contenia HEPES 50 mM, KC1 100 mM, MgCl, 7.5 mM, ATP 5 mM, DTT 2,5 mM, albumina
10 mg/mL y glucosa 0,5 mM (actividad de HK) y 7, 10, 15, 18 y 50 mM de glucosa (actividad
total: GK + HK), NAD" 0,5 mM y 4 unidades de G-6-PDH (Leuconostoc mesenteroides) y el
equivalente a 1 mg de tejido hepatico humedo. La reaccion fue iniciada por la adicion de ATP 5
mM, registrandose el incremento de las densidades Opticas por la reduccion del NAD* a 340 nm.
La fosforilacion de la glucosa se determin6 por el cambio de absorbancia en presencia y ausencia
de glucosa, bajo condiciones en la cual se registra un incremento lineal en funcion del tiempo.
Los resultados se expresaron en mU/mg proteina. La concentracion de proteinas en el extracto se

determino por el método de Bradford (1976) (reactivo de Bradford Sigma Aldrich B6916).
4.2.2.3. Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)

La actividad de la G-6-Pasa fue determinada espectrofotométricamente a partir de tejido hepatico
congelado segin el método descrito por Bergmeyer (1963) con algunas modificaciones. El
principio de la determinacion se basa en la hidrolisis de la Glucosa-6-fosfato (G6P) con liberacion

de fosfato inorganico (Pi).

G6Pasa
G6P + HxO — Glucosa + Pi

El precipitado obtenido segun la descripcion efectuada para la técnica de la enzima GK, fue
resuspendido en el minimo volumen (0,5 mL) de buffer citrato 100 mM (pH 6.5). En la reaccion
enzimatica: 0,1 mL de homogeneizado hepatico fue adicionado a 0,1 mL de G-6-P 0,08 M

incubando 15 min a 37°C. Paralelamente, se incubaron 0,1 mL de homogeneizado hepatico con
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0,1 mL de buffer citrato y 0,1 mL de buffer citrato con 0,1 mL de G-6-P 0,08 M, utilizados como
controles. Se adicion6 2 mL de 4cido tricloroacético a cada tubo, se centrifugaron y se utilizaron
los sobrenadantes para la determinacion de Pi liberado. La determinacion del fosfato liberado se
realizod segtin Fiske y Subbarow (1925). Brevemente, 1 mL de sobrenadante se adicion6 a 5 mL
de solucion de molibdato de amonio y 1 mL del agente reductor (1-amino-2-naftol-4-acido
sulféonico 42 mM; 0,56 M SO;72). Luego de 15 min se determin6 la densidad optica a 660 nm. Se
construy6 una curva estandar utilizando diferentes concentraciones de Pi. Los resultados se
expresaron en mU/mg proteina. La concentracion de proteinas en el extracto se determino por el

método de Bradford (1976) (reactivo de Bradford Sigma Aldrich B6916).
4.2.2.4. Fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa)

La actividad de la FBPasa se determind en homogeneizados hepaticos segiin Andrikopoulos et al.
(1996). Brevemente, 200 mg de tejido hepatico fueron homogeneizados (dilucion 1:10) en un
buffer conteniendo trietanolamina 50 mM (pH 7,2), DTT 0,1 mM y sacarosa 0,25 mM. Los
homogenatos fueron centrifugados a 25500 rpm durante 40 min, y el sobrenadante fue empleado
para la determinacion de la actividad enzimatica. La actividad de FBPasa se ensayo
espectrofotométricamente de acuerdo a Pontremoli et al. (1965). La mezcla de reaccion contenia
buffer trietanolamina 0,04 M (pH 7,5), MnCl,, 0,5 mM, glucosa-6-P deshidrogenasa 0,2 U,
hexosa-fosfato isomerasa 6,6 U, NADP 0,5 mM, fructosa-1 ,6-di-P 1,0 mM y 100 pL de
sobrenadante, a una temperatura de reaccion de 22°C. Cambios en la absorbancia a 340 nm debido
a la reduccion de NADP a NADPH fueron registrados durante el ensayo. Los resultados se
expresaron en mU/mg proteina. La concentracion de proteinas en el extracto se determind por el

método de Bradford (1976) (reactivo de Bradford Sigma Aldrich B6916).
4.2.2.5. Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK)

La enzima PEPCK se extrajo a partir de homogeneizado de tejido hepatico congelado segin
Blakely et al. (1981). Aproximadamente, 200 mg de tejido hepatico se homogeneizaron con 9
volimenes de buffer Tris 10 mM (pH 7,0) a 4 °C. Luego de la homogenizacion, se centrifugé a
12000 rpm durante 30 min a4 °C y se separo el sobrenadante para la determinacion de la actividad

enzimatica.

La actividad de la enzima neoglucogénica PEPCK se determin6 espectrofotométricamente segiin
la técnica descripta por Petrescu et al. (1979). El medio de reaccion consistio en buffer Tris-HCl
50 mM (pH 7,5) conteniendo MnCl, 1 mM, NADH 0,1 mM, deoxiguanosina difosfato (dGDP)
0,2 mM, fosfoenolpiruvato (PEP, sal triciclohexilamonio) 0,5 mM, NaHCO3 20 mM, 2 unidades
de malico deshidrogenasa y 0,2-1,0 mg del extracto enzimdtico fueron agregados a 1 mL del
medio de reaccion. La reaccion se inicidé mediante la adicion de 0,2 mM de dGDP, registrando la

oxidacion del NADH a 340 nm y a 25 °C. Un blanco empleado como control, al cual no se le

69



adicion6 el NaHCO3, fue sometido al mismo procedimiento anterior. Los resultados se expresaron
en mU/mg proteina. La concentracion de proteina del extracto se determin6 empleando albumina

sérica bovina como estandar (Bradford 1976).
4.2.2.6 Superéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD fue determinada de acuerdo al método espectrofotométrico propuesto por
Kakkar et al. (1984). El tejido hepatico se homogeneizé (dilucion 1/10) en buffer fosfato salino
(PBS) 10 mM (pH 7.4) y se centrifugd a 4500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
utiliz6 para la determinacion de la actividad enzimatica y en una fraccion del mismo se determind

la concentracion de proteinas totales (método de Bradford).

La mezcla de ensayo contenia: buffer pirofosfato de sodio 0,052 M (pH 8,3), metosulfato de
fenazina 186 puM, nitroazul de tetrazolio (NBT) 300 uM, NADH 780 uM. La reaccidén se inicid
mediante la adicion de NADH y se incubd a 30°C durante 90s, posteriormente, la reaccion se
detuvo mediante la adicion de acido acético glaciar. A la mezcla de reaccion se agregd n-butanol
y se agitd enérgicamente, luego se dejo reposar la mezcla durante 10 min, se centrifugd y se
extrajo la capa de butanol. La intensidad del color del cromogeno en el butanol se midié a 560
nm en el espectrofotometro JENWAY 6305 frente al butanol. Una unidad de actividad SOD se
define como la concentracion de enzima necesaria para inhibir la produccion de cromoégeno en

un 50% en 1 min en las condiciones del ensayo. Los resultados se expresan en U/mg de proteina.
4.2.2.7. Catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa se determin6 espectrofotométricamente mediante el método

propuesto por Aebi (1984). La enzima cataliza las siguientes reacciones:
2H,0; — 2 H, 0+ 0,
ROOH + AH, ™ H;O0+ROH+A

La descomposicion del H,O; debido a la accion de la catalasa disminuye su absorcion en funcion
del tiempo, y a partir de esta disminucion la actividad de la enzima catalasa puede ser calculada.

La absorcion ultravioleta del H,O» es facilmente medida a 240 nm.

El tejido hepatico fue diluido en buffer fosfato 50 mM (pH 7,0) (dilucion 1/10) y homogenizado.
El homogenato fue centrifugado a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante obtenido
fue utilizado para determinar la concentracion de proteinas por el método de Bradford (Bradford
1976) y la actividad de la enzima catalasa por el método espectrofotométrico antes mencionado.
La reaccion se inici6 mediante la adicion de una solucion de H,O» 30 mM (concentracién final de

10 mM en la mezcla de ensayo). La descomposicion de H>O» se monitored a 240 nm durante 60s
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a 20°C. Las muestras se ensayaron por duplicado y los resultados se expresaron en U/mg de

proteina.
4.2.2.8. Glutation Peroxidasa (GPx)

El glutation reducido (GSH) es utilizado por la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccion del
perdxido de hidrégeno (H>0O») y de lipoperdxidos (L-OOH), los cuales son elementos tdxicos. Por
lo tanto, la enzima cataliza con alta especificidad la detoxificacion in vitro del peroxido de
hidrégeno segln la siguiente reaccion:

GPx
2 GSH + H,0, —_— GSSG +2 H,O

La actividad enzimatica de la GPx se determinod espectrofotométricamente mediante el método
propuesto por Paglia y Valentine (1967), en el cual, la adicion exdgena de glutation reductasa y
NADPH convierten inmediatamente el glutation oxidado producido a la forma reducida, segtn la

reaccion: GR

GSSG : : 2 GSH

NADPH NADP

Por lo tanto, la formacion del glutation oxidado fue determinada siguiendo la disminucioén de

absorbancia en la mezcla de reaccion a 340 nm.

Para este ensayo, el tejido hepatico fue homogeneizado en 9 volumenes de buffer fosfato de sodio
10 mM (pH 7). El homogenato fue centrifugado 10000 rpm durante 10 min a 4°C, el sobrenadante
obtenido fue posteriormente centrifugado a 33000 rpm durante 1 h y 30 min a 4°C. El
sobrenadante resultante se utilizo para determinar la concentracion de proteinas por el método de
Bradford (Bradford 1976) y la actividad de la GPx por el método espectrofotométrico antes
mencionado. Brevemente, una alicuota de muestra se adiciond al medio de reaccion compuesto
por buffer fosfato 50 mM (pH 7,0) conteniendo EDTA 5 mM, glutatién reductasa 0,33 U/mL,
NaN3 3,75 mM, glutation 5 mM y NADPH 0,28 mM. La mezcla de reaccion fue equilibrada a 20
°C por 5 min y la reaccidn se inici6 por el agregado de H>O, 0,073 mM, cuya concentracion fue
obtenida por titulacion. La conversion de NADPH a NADP se registré cada 15s a 340 nm por 3
a 5 min. Una unidad enzimatica se define como el nimero de pmoles de NADPH oxidados por
min. Las muestras se ensayaron por duplicado y los resultados se expresaron en mU/mg de
proteina. La concentracion de proteina del extracto se determind empleando albumina sérica

bovina como estandar (Bradford 1976).
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4.2.2.9. Glutation reductasa (GR)

La glutation reductasa (GR) es una flavoenzima dependiente de NADPH que cataliza la reduccion
del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), segtn la siguiente reaccion:

GSSG+NADPH — SR | 2 GSH + NADP*

La actividad de la enzima glutation reductasa fue determinada mediante el método propuesto por
Horn (1974). Brevemente, la muestra se adicioné a un buffer fosfato 0,067 M (pH 6.,6)
conteniendo NADPH 0,1 mM y glutation oxidado 0,5 mM y se procedid a leer inmediatamente
la absorbancia a 340 nm, a 25 °C por 3 min. Para cada una de las muestras se prepar6 un control
conteniendo buffer que reemplazé a la solucion de glutation oxidado y se procedio a realizar las
determinaciones de la misma manera. Bajo estas condiciones experimentales la reduccion del
glutation dependiente de NADPH es lineal en funcion del tiempo. Una unidad de glutation
reductasa se define como la cantidad de enzima que reduce 1 umol de GSSG por min a 25 °C.
Las muestras se ensayaron por duplicado y los resultados se expresaron como mU/ mg proteina.
La concentracion de proteina del extracto se determind empleando albiimina sérica bovina como

estandar (Bradford 1976).
4.2.3. Analisis histologicos
4.2.3.1. Preparacion y tincion de cortes histologicos

Alicuotas de tejidos hepaticos de los tres grupos dietarios fueron fijados en formalina al 10%
durante 24 h. Luego de la fijacion, los tejidos se colocaron en etanol 70% durante 48 h y luego se
deshidrataron con una serie creciente de alcoholes y se incluyeron en parafina. Se utilizd un
micrétomo rotatorio semiautomatico (Leica ®M2255) para obtener cortes de secciones de
parafina (5 pm), se colocaron en portaobjetos recubiertos con 3-aminopropil trietoxisilano
(Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina). Previo a la tincion las secciones de higado fueron
desparafinizadas por inmersion en Bioclear (Biopack) para posteriormente ser evaluadas por
inmunohistoquimica o para ser tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) o Sirius Red (Direct

Red 80, Sigma-Aldrich, Argentina) en solucion de acido picrico (Picrosirius).
4.2.3.2. Analisis de preparados histologicos

La estructura del higado y la organizacion del colageno se evaluaron mediante microscopia Optica
Olympus BH2 (Olympus Optical Co., Ltd, Japon) (Altamirano et al., 2018). Las imagenes de las
secciones tefiidas con H&E se tomaron con un objetivo de 20x. El andlisis de las iméagenes se
realizd con el programa informatico Image Pro-Plus 5.0.2.9 system (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, EE.UU.). El grado de esteatosis hepatica se evaludé semicuantitativamente como el

porcentaje de hepatocitos afectados. La puntuacion de actividad NAFLD (NAS, por sus siglas en

72



inglés-NAFLD activity score) se realizd como se describe en Lackner (2018): esteatosis 0 (<5%);
1 (5-33%); 2 (34-66%); 3 (>66%); balonizacion hepatocelular 0 (ninguna); 1 (unas pocas células
balonizadas); 2 (muchas células/inflamaciéon lobular balonizada predominante); Focos
inflamatorios 0 (ninguno); 1 (<2 focos/20x campo); 2 (2-4 focos/20x campo); 3 (>4 focos/ 20x
campo). En consecuencia, el NAS oscila entre 0 y 8. El NAS es uno de los pocos sistemas de
clasificacion de NAFLD que ha sido validado externamente. Un NAS inferior a 3 muestra una
buena correlacién con los diagnosticos histoldégicos no NASH. y superior a 5 o «NASH»,
respectivamente. Una puntuacién mayor o igual a cinco muestra correlacion con los diagnosticos

histologicos de NASH.

Por otro lado, la birrefringencia del colageno de las muestras de higado tefiidas con Picrosirius se
cuantifico mediante microscopia de polarizacion (Montes, 1996). Se evaluaron al menos 10
campos por seccion de cada animal. El area ocupada por el colageno se midi6 como densidad
optica integrada (IOD, por sus siglas en inglés) utilizando el programa informatico Image Pro-
Plus 4.1.0.1® System (Media Cybernetics, Silver Spring, EE.UU.). Las imagenes se registraron
con una camara de video en color Spot Insight V3.5 acoplada a un microscopio Olympus BH2 y
se convirtieron a escala de grises. La IOD se calculé como una combinacidn lineal de la intensidad
gris media y la superficie relativa ocupada por el area estromal (Altamirano et al. 2018). Los

resultados se expresaron como unidades arbitrarias.
4.2.4. Evaluacién de la expresion de proteinas por inmunohistoquimica

Se realizé inmunohistoquimica en la seccion de higado embebida en parafina (5 pm de grosor)
para evaluar la expresion proteica del marcador de peroxidacion lipidica 4-HNE, los factores de
transcripcion Nrf2 y NF-kB p65, TGF-B1 (Factor de crecimiento transformante 1), el marcador
de macrofagos F4/80, la citoquina pro-inflamatoria IL-1pB, IRS-1 y PGC-1a. Posteriormente a la
desparafinizacion de las secciones de tejido, se realizd un pretratamiento con microondas para la
recuperacion de los antigenos. Se bloquearon la actividad de la peroxidasa enddgena por
inmersion en agua oxigenada de 30 vol. y los sitios de unién no especificos con una solucién
PBS-leche 2% p/v. Las muestras se incubaron en camara himeda primero con el anticuerpo
primario especifico durante 14-16 h a 4 °C y previo lavado con solucion de PBS (pH 7,5) se
incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario durante 30 min a temperatura ambiente.
Las reacciones para la deteccion de marcacion positiva se desarrollaron utilizando el método de
estreptavidina-biotina peroxidasa y diaminobencidina (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina)
como sustrato cromoégeno. Cada analisis inmunohistoquimico incluyd controles positivos
(secciones de tejidos con alta expresion de las proteinas de interés) y controles negativos (en los
que el anticuerpo primario se reemplazo por suero no inmune de la especie utilizada para generar

el anticuerpo primario).
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La expresion de 4-HNE, Nrf2, NFkB p65, TGF-B1, F4-80, IL-1p, IRS-1 y PGC-1a en las muestras
de tejido hepatico se evaluaron mediante anélisis de imagenes utilizando el programa informatico
Image Pro-Plus system 5.0.2.9 (Media Cybemetics, Silver Spring, MD, EE.UU.). Las imagenes
inmunomarcadas se capturaron utilizando un objetivo Dplan 40 x (apertura numérica, 0,65;
Olympus) acoplado a una camara de video en color Spot Insight V3.5. La cuantificacion se realizo
en al menos 10 campos seleccionados al azar por seccion. Después de convertir cada imagen a
escala de grises, se midid la densidad optica integrada (IOD) como una combinacion lineal de la
intensidad media de grises y el area relativa ocupada por células positivas, como describieron

previamente Ingaramo et al. (2019). Los anticuerpos utilizados se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Anticuerpos utilizados para inmunohistoquimica.

Anticuerpo Caracteristica Dilucién Nombre
Anti 4-HNE* Monoclonal de raton 1/50 MAB3249
Anti Nrf2 Monoclonal de raton 1/50 sc-365949
Anti NFxB p65 Monoclonal de raton 1/50 sc-8008
Anti TGF-B1 Monoclonal de raton 1/50 sc-52893
Anti F4/80 Monoclonal de raton 1/50 sc-377009
Anti IL-18 Monoclonal de raton 1/50 sc-52012
Anti IRS-1 Policlonal de conejo 1/50 sc-559
Anti PGC-1a Monoclonal de raton 1/50 sc-518025
Anti-raton” Conjugado con biotina/ 1/100 B&774
policlonal de cabra

Proveedor de los anticuerpos utilizados: Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA.
*Proveedor de anticuerpo utilizado: R&D Systems.

*Proveedor de anticuerpo utilizado: Sigma-Aldrich.

4.2.5. Real-time PCR

Los niveles de ARNm de IL-10, FoxO1 y PI3K se determinaron mediante RT-PCR. El ARN
total se obtuvo de muestras de tejido hepatico utilizando el reactivo Trizol (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). El ARN total (1 pg) se transcribio inversamente en ADNc con una
transcriptasa inversa (Promega, Madison, WI, EE. UU.), utilizando cebadores aleatorios
(Promega) y desoxinucledtido trifosfato (ANTP). La transcripcidon inversa se realizo a 37 °C
durante 90 min y a 42 °C durante 15 min. Cada producto de la transcripcion inversa se diluyo con
agua libre de ribonucleasa a un volumen final de 60 uL y amplificado adicionalmente utilizando
el sistema StepOne en tiempo real (ThermoFisher Scientific, Buenos Aires, Argentina). Para la

amplificacion de ADNc, se combinaron 5 ul. de ADNc¢ con HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix
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Plus y 10 pmol de cebador (Invitrogen) en un volumen final de 20 ul. Para amplificar los genes,

se disefiaron oligonucleotidos especificos utilizando herramienta primer BLAST disponible en la

pagina web del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Como control interno (gen de referencia) se
utilizo la determinacion de ARNm del gen de la proteina ribosomal L19. Los cebadores utilizados

se describen en la Tabla 7.

Tabla 7. Cebadores directo y reversos utilizados en las reacciones de qPCR para el estudio de la

expresion génica.

Gen de interés | Cebador directo Cebador reverso

L19 5’-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-3’ 5’-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-3’
IL-10 5’-CTGCTCTTACTGGCTGGA-3’ 5’-CACTTGACTGAAGGCAGC-3°
FoxOl1 5’-TGGTCTGAGGAGAGGATGGA-3* | 5’-CAGCCCAGTTTACCTACCCA-3’
PI3K 5’-TTAACCCCCTCACAGCAGAG-3" | 5>-TTTCTGAACTGCAATGGCCC-3’

Después de la desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 15 min, la mezcla de reaccion fue sometida
a sucesivos ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 s, hibridacion/ annealing durante 7 s a
55 °C y extension a 72 °C durante 20 s. Para cada muestra, se calcul6 el umbral de ciclo (CT)
como la diferencia en CT entre el ARNm objetivo y el ARNm L19. El CT para cada muestra se
calculé utilizando el software StepOne (ThermoFisher Scientific, Buenos Aires, Argentina).
Dependiendo de las condiciones especificas de la PCR, la eficiencia varié entre 95% y 105%. La
expresion relativa de cada gen en los distintos experimentos se determiné utilizando el método de
la curva estandar relativa. Para todas las muestras experimentales, la cantidad relativa del gen de
interés y del gen de referencia fue determinada a partir de la curva estandar previamente realizada
para cada gen. La cantidad obtenida correspondiente al gen de interés fue normalizada con la
cantidad relativa del gen de referencia en cada grupo experimental. No se observaron diferencias

en la expresion del gen de referencia entre los diferentes grupos experimentales.
4.2.6. Western Blot

4.2.6.1 Niveles de masa proteica de Nrf2, NF-kB, GLUT-2, PAI-1, F4/80, AMPK, p-AMPK,
IL-IB y p_AKTSer 473

1. Preparacion de extractos proteicos

Para la preparacion de los extractos proteicos, aproximadamente 100 mg de tejido hepatico
congelado de cada animal perteneciente a cada uno de los lotes experimentales fueron
homogeneizados a 4 °C en buffer RIPA conteniendo: Tris-HCI 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 1%, deoxicolato de sodio al 1%, pirofosfato de sodio
2,5 mM, Na;VO41 mM vy cocktail inhibidor de proteasas (Sigma, St. Louis, MO, USA) 3 uL de
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cocktail/ 100 pL de buffer. Luego de 30 min de incubacion a 4 °C, el homogenato fue centrifugado
a 12500 rpm durante 30 min a 4 °C y el sobrenadante obtenido fue recolectado y almacenado a -
80 °C hasta su utilizacion. El contenido de proteinas en el extracto fue determinado utilizando un

kit comercial (método de Bradford) y albumina sérica bovina como standard.
2. Determinacion por Western Blot

Las muestras se desnaturalizaron durante 3 min a ebullicion en un buffer de muestra segin
Laemmli (1970) (Tris-HC1 60 mM, glicerol 10 %, SDS 2 %, B mercaptoetanol 1,25 %, azul
bromofenol 0,01 %) y fueron resueltas (80/100 pg proteina/calle) por electroforesis en gel de
poliacrilamida (al 10%) conteniendo dodecil sulfato soédico (SDS-PAGE). La corrida
electroforética fue llevada a cabo en un buffer (pH 8,3) conteniendo Tris-HCI1 25 mM, glicina 190
mM y SDS 0,1 %. En cada uno de los geles se sembraron marcadores de peso molecular
comerciales. Las proteinas del gel se electro-transfirieron (45 volts constantes) a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PVDF) durante toda la noche a 4°C empleando un buffer de
transferencia (pH 8,8) conteniendo: Tris 20 mM, glicina 150 mM, SDS 0,01 % y metanol 20 %.
La eficiencia de la transferencia fue corroborada mediante la tincién de la membrana con Rojo
Ponceau. Las membranas fueron bloqueadas con buffer Tris conteniendo Tween 20 0,1 % y

albumina sérica bovina o leche descremada 5% durante 2 h a 4°C con agitacion.

Para el immunoblotting las membranas se expusieron a los anticuerpos primarios especificos
(Tabla 8) durante toda la noche a 4 °C con agitacion. Luego se incubaron con el anticuerpo
secundario durante 2 h, con agitacion y a temperatura ambiente. Las bandas fueron visualizadas
por quimioluminiscencia de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Super Sigma West Pico
Chemiluminiscent Substrate, Pierce Biotechnology, Rockford, IL). La intensidad de las bandas
se cuantifico utilizando el software para capturar imagenes Scion Image Release Beta version
4.0.2 (NIH, USA). La relacion entre la cantidad de muestra procesada en el immunoblotting y la
intensidad de sefial observada fue lineal bajo las condiciones previamente descriptas. Los niveles
de la masa proteica de la proteina en estudio fueron normalizados con los niveles de la masa

proteica del marcador B-actina.

Los niveles de masa proteica de p-AKT>73 fueron determinados en condiciones basales y tras el
estimulo insulinico. Para la evaluacion post-estimulo de esta molécula, se extrajeron muestras de

tejido hepatico al finalizar el protocolo de estimulacion con insulina, descrito en el item 4.3.2.
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Tabla 8. Anticuerpos utilizados en Western Blot

Anticuerpo Caracteristica Dilucién Nombre
Anti-p-AKTSer473 Monoclonal de raton 1/800 sc-293125
Anti-Nrf2 Monoclonal de raton 1/400 sc-365949
Anti-NF-xB p65 Monoclonal de raton 1/400 sc-136548
Anti-GLUT-2 Policlonal de conejo 1/200 sc-9117
Anti-AMPK Policlonal del conejo 1/200 sc-25792
Anti-p-AMPK Policlonal de conejo 1/200 sc-33524
Anti-PAI-1 Monoclonal de raton 1/300 sc-5297
Anti-F4/80 Monoclonal de raton 1/300 sc-377009
Anti-IL-18 Monoclonal de raton 1/200 sc-52012
Anti-conejo I[gG-HRP | Monoclonal de cabra 1/1000 sc-2004
m-IgGk BP-HRP Raton (recombinante) 1/1000 sc-516102
Anti-B-actina Monoclonal de raton 1/1000 sc-47778

Proveedor de los anticuerpos utilizados: Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA.
4.2.7 Composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana

Se extrajeron los lipidos totales del tejido hepatico mediante el método de Folch et al. (1957)
utilizando una mezcla de cloroformo:metanol 2:1 y solucion acuosa de NaCl 0,73%. La fase
organica conteniendo todos los lipidos presentes en la muestra se fracciond mediante
cromatografia en columna de silica para obtener la fraccion que contenia los fosfolipidos. La
pureza de la fraccion se verifico por cromatografia en capa fina. Sobre esta muestra disuelta en
hexano se procedi6 con la reaccion de transesterificacion para obtener los ésteres metilicos de
acidos grasos. Se utilizo para esta reaccion KOH 0.7 M en mezcla 70% metanol/agua segin
Ichihara et al. (2010). Una alicuota de la fase organica superior se analizd por cromatografia

gaseosa acoplada a espectrometria de masa (GC-MS).

El equipo empleado fue CGC HP 6890/MS Agilent 5975C VL, la columna capilar utilizada fue
DB-FATWAX UI (30 m, 0,25 mm, 0,25 um). El gas portador fue Helio a 1,0 ml/min en flujo
constante, con un programa de temperatura de 50°C, 1 min, 50°/min - 175°C, 3°/min - 250°, 10
min. El inyector utilizado fue modo splitless a 260°C y el detector MS, 70 Ev, rango de masas
35-600 uma; fuente a 230°C y cuadrupolo a 150°C. La identificacion se realizo por comparacion
de espectros de masa obtenidos con la biblioteca comercial de espectros NISTO0S5, uso de estandar

comercial de EMAG y datos bibliograficos.
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Los resultados se expresan como % de cada AG respecto al total de acidos grasos. Esta
determinacién fue realizada en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata

(INIBIOLP), Universidad de Ciencias Médicas, La Plata, Argentina.
4.3 Determinaciones in vivo
4.3.1 Test de tolerancia endovenoso a la glucosa

Un grupo de animales de cada lote (6 animales por grupo) fue anestesiado por via intraperitoneal
con pentobarbital sédico (60mg/kg peso) luego de un periodo de 16 — 18 h de ayuno.
Posteriormente, se procedio a canular las dos venas yugulares (utilizando canulas heparinizadas),
por una de ellas se obtuvo con jeringa heparinizada la muestra de sangre basal (t=0). A
continuacion, por la misma via se administrd lentamente una solucion de glucosa (0,5 g de
glucosa/kg de peso corporal). Luego, por la otra via se realizaron extracciones de sangre en los
tiempos 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 y 60 min. Esto se realiz6 con jeringa heparinizada y la glucemia
se determino utilizando el equipo Accu-Chek Sensor Confort (Roche) utilizando tiras reactivas
adecuadas. Luego de cada extraccion, el volumen de sangre extraido se reemplaza por solucion
salina isotonica. Se calculd la constante de desaparicion de glucosa en sangre (Kg) durante la
prueba como se describid previamente (D’Alessandro et al. 2012 y D’Alessandro et al. 2014). El
area bajo la curva (ABC) se calcul6 utilizando GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego,
CA).

4.3.2 Determinaciones post estimulo insulinico

Para las determinaciones post estimulo insulinico, otro lote de animales (6 animales por grupo)
de los diferentes grupos experimentales fue ayunado (overnight) al final del periodo experimental.
Los animales fueron pesados y anestesiados por inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico.
Posteriormente, se inyectdé por via intraperitoneal insulina (10 U/kg peso corporal de insulina
humana; Humulin R, Lilly Indianapolis, USA). Para obtener datos en condiciones basales, un
grupo de ratas de cada lote recibid una inyeccion de 0.9 g% NaCl. El higado fue removido luego

de 1 min y almacenado a -80 °C (Giani et al., 2009; Bettaieb et al., 2014).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como media = SEM. Se prob6 la varianza de los datos mediante
la prueba de Levene y la normalidad mediante la prueba Shapiro Wilk. Las diferencias estadisticas
entre los grupos DR, DRS y DRS+Chia fueron determinadas por ANOVA de una via seguido de
la prueba post hoc de Newman-Keuls. La significancia estadistica entre dos grupos (DR y DRS)

se determind mediante la prueba ¢ de Student. Los valores de p menores a 0,05 fueron
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considerados estadisticamente significativos. Los tratamientos estadisticos se realizaron con el

software SPSS 17.0 para Windows, SPSS INC. Chicago, Illinois.

REACTIVOS

Los kits enzimaticos para las determinaciones de glucosa (Glicemia enzimatica), triacilglicéridos
(TG color GPO/PAP AA), colesterol total (Colestat enzimatico), acido urico (Uricost),
transaminasas 200 (GPT y GOT), fosfatasa alcalina (Fosfatasa alcalina optimizada) fueron
provistos por laboratorio Wiener Lab. (Argentina). El kit enzimatico para la determinacion de

AGNE fue provisto por Randox Laboratories Limited (Reino Unido).

La insulina de rata es producto de Novo Nordisk (Dinamarca) y la insulina recombinante humana,
Humulin R, Lilly (Indianapolis, USA). La membrana de PVDF Amersham™ Hybond™ PO.45
es un producto de GE Healthcare Life Science (Alemania). El marcador de peso molecular
Precision Plus Protein Dual Color Standards, #1610374 de Bio-Rad. Sustratos
quimioluminiscentes SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL. La transcriptasa reversa MMLYV es de Promega Inc. (USA). Los random primers
son de Genbiotech (Argentina). EvaGreen Supermix es de Bio-Rad. Kits dNTPs es de Inbio
Highway.

Los siguientes reactivos fueron provistos por Sigma-Aldrich Inc. (USA): reactivo de Bradford,
Trizol, cocktail inhibidor de proteasas, estandar de Hidroxiprolina, albumina sérica bovina (BSA),
EDTA, EGTA, DTT, NADP+, NADPH, trictanolamina, Glucosa-6-P, hematoxilina y eosina,
Picrosirius red, p-dimetilaminobenzaldehido, Triton X-100, tween 20, acrilamida, bis-acrilamida,
glicina, B-mercaptoetanol, azul de bromofenol, Coomassie brillant blue R-250, Ponceau S,
deoxicolato de sodio, HEPES, tris, glutation reductasa, DTNB, NBT, NAD*, NADP*, NADH,
NADPH, 3-aminopropil trietoxisilano, G6PDH (Leuconostoc mesenteroides), GSH, GSSG.

Los demas reactivos quimicos utilizados son de grado analitico.
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RESULTADOS

80



1. Peso corporal, ganancia de peso e ingesta energética

El peso corporal y la ingesta energética fueron cuidadosamente monitoreados en los animales
pertenecientes a los diferentes grupos dietarios durante los 6 meses del periodo experimental. El
peso corporal (expresado en g) y la ingesta energética (expresada en kJ) a lo largo del mismo se
muestran en la Figura 16 y Tabla 9. Las diferentes dietas fueron aceptadas y asimiladas por los
animales en forma adecuada. Ademas, durante los ultimos 3 meses del periodo experimental se
observdo que el peso corporal de los animales alimentados con DRS y DRS+Chia fue
significativamente mayor (p<0,05) que el registrado en el grupo DR. Esto se acompaifi6 de un

patréon similar en la ingesta energética.
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Figura 16: Peso corporal en ratas alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS)
0 DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media = SEM (n= 6). * DR vs DRS
y DRS+Chia (p<0,05).
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Tabla 9: Peso corporal inicial, ganancia de peso, ingesta energética de los animales alimentados
con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia

(DRS+Chia).

DR DRS DRS+Chia
Peso corporal inicial (g) 185,9 £1,02 189,8 £ 1,02
Ganancia de peso (0-3 meses) (g) 236,1 5,42 237,5+8,52
Ganancia de peso (3-6 meses) (g) 71,9 £3,3b 90,6 £4,42 84,6 £4,32
Ingesta energética final (kJ/dia) 299.4 £ 93" 405,3 £11,22 409,1 £9,8°

Los valores se expresan como media £ SEM (n= 6). Los valores en una fila que no comparten la misma

letra superindice son significativamente diferentes (p<0,05).

2. Bioquimica del suero

En la Tabla 10 se observa, al final del periodo experimental, un incremento significativo (p<0,05)
en los niveles séricos de glucosa, TG, colesterol total, AGNE, 4cido urico y las enzimas de dafio
hepatico (GPT, GOT y FA) en ratas alimentadas cronicamente con DRS cuando se comparan con
el grupo DR. Al reemplazar la fuente grasa, aceite de maiz por semilla de chia los valores hallados
en los parametros mencionados anteriormente fueron similares a los observados en los animales
alimentados con DR. Niveles similares de insulinemia se observaron en los animales de los tres
grupos dietarios en estudio. En conjunto, estos hallazgos confirman los datos obtenidos en

trabajos previos de nuestro grupo (Chicco et al., 2009; Rossi et al. 2013).
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Tabla 10. Niveles de metabolitos e insulina séricos en ratas alimentadas con dieta de referencia

(DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia).

DR DRS DRS+Chia
Glucosa (mM) 6,66 +0,03° 7,86 £ 0,19 6,59 £0,07°
Insulina (pM) 3982 +29,1 410,9 + 26,5 432,9 4293
TG (mM) 0,96 + 0,04° 1,47 £ 0,05 0,95 + 0,04°
Colesterol total (mM) 2,95 +0,13 3,68 + 0,032 3,20 +0,06°
AGNE (uM) 361,3 +32,8 575 + 54,00 358 + 48,5
Acido Urico (uM) 67,51 + 6,45 87,97 £9,34° 48,06 +4,21°
GPT (U/L) 20,99 + 0,60 41,43 + 6,81 19,69 + 1,03
GOT (U/L) 23,43 + 2,70 60,98 + 6,46 19,24 + 2,08
FA (U/L) 299,03 £2824> 49553 +42,06° 257,52 +35,98°

Los valores se expresan como media =+ SEM (n= 6). Los valores en una fila que no comparten la misma
letra superindice son significativamente diferentes (p<0,05). TG: Triacilglicéridos; AGNE: Acidos grasos
no esterificados; GPT: Transaminasa glutamico pirtivica; GOT: Transaminasa glutdmico oxalacética; FA:

Fosfatasa alcalina.

3. Peso del tejido hepatico y parametros histomorfométricos

La Figura 17 A y B, muestran el peso y el indice somatico del tejido hepatico. Ambos parametros
fueron similares en los tres grupos experimentales (DR, DRS y DRS+Chia). La Figura C muestra
el analisis histologico del higado de los animales pertenecientes a los diferentes lotes en estudio.
En el grupo DRS se observoé la presencia de esteatosis (gotas pequeias o grandes), balonizacion
hepatocelular y agregados inflamatorios, mientras que no se encontraron anomalias histologicas
en los grupos DR y DRS+Chia. La puntuacion NAS fue mayor en el grupo DRS (puntuacion =
4). En el grupo DRS+Chia, este parametro disminuy6 (p<0,05) alcanzando valores de referencia

(Tabla inserta en Figura C).
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Figura 17: (A) Peso del higado, (B) indice somatico hepatico, (C) microfotografia representativa de las
anomalias histologicas observadas en secciones de higado de ratas alimentadas con dieta de referencia
(DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semillas de chia (DRS+Chia). Los hepatocitos balonizados
(punta de flecha negra), la acumulacion de gotas de lipidos (flecha negra) y focos inflamatorios (flecha
roja). Aumento de 400x. Tabla inserta: Sistema de puntuacion histoldgica del grado de actividad de la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAS) en secciones hepaticas. Los valores se expresan como
media+ SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (»p<0,05)

cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
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4. Contenido de TG en higado

La Figura 18 muestra el contenido de TG en el tejido hepatico de los diferentes grupos dietarios.
El grupo DRS presentd un aumento significativo (p<0,05) del contenido de triglicéridos hepatico
en comparacion con el grupo DR. En el grupo DRS+Chia este parametro disminuyo

significativamente (p<0,05) alcanzando valores similares al grupo DR.
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Figura 18: Contenido de triacilglicéridos en tejido hepatico en ratas alimentadas con dieta de referencia
(DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como
media+ SEM (n=6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (»p<0,05)

cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls. TH: Tejido humedo.

5. Marcadores de fibrosis hepatica
5.1. Contenido de colageno e hidroxiprolina

En la Figura 19, A y B se observa el analisis histologico del tejido hepatico de los diferentes
grupos experimentales. La deposicion del colageno se cuantifico por el método de Picrosirius-
polarizacion. Las ratas alimentadas con DRS mostraron un aumento significativo de la presencia
de fibras de colageno en la pared vascular y los espacios intersticiales, lo que sugiere una fibrosis
temprana. La proporcion de colageno positivo al area total en el grupo DRS fue significativamente
mayor (p<0,05), mientras que la acumulacion de coldgeno se redujo significativamente (p<0,05)
en el grupo DRS+Chia (C). La concentracion de hidroxiprolina también fue mayor (p<0,05) en
el grupo DRS, mientras que este parametro mejord significativamente (p<0,05) en el grupo

DRS+Chia, alcanzando valores similares a los del grupo DR (D).
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Figura 19: Contenido de colageno e Hidroxiprolina en tejido hepatico en ratas alimentadas con dieta de
referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se
expresan como media = SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls. TH:

Tejido humedo. Vc: Vena central.
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5.2. Expresion proteica de TGF-p1

La Figura 20A muestra las microfotografias representativas y la Figura 20B el andlisis
cuantitativo de la expresion proteica de TGF-B1 en el higado. En el grupo DRS se observo un
aumento (p<0,05) de la expresion proteica del TGF-f1 en higado. La expresion de proteina fue

mas alta alrededor de los vasos que en el estroma. En el grupo DRS+Chia la expresion proteica

fue menor (p<0,05) en comparacion con el grupo DRS alcanzando valores similares al grupo DR.
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Figura 20: Expresion proteica de TGF-B1 en tejido hepatico en ratas alimentadas con dieta de referencia
(DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como
media+ SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (»p<0,05)

cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
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6. Marcadores de estrés oxidativo y defensas antioxidantes
6.1. Peroxidacion lipidica y especies reactivas del oxigeno

La Figura 21A muestra un aumento significativo (p<0,05) del contenido hepatico de TBARS en
el grupo DRS en comparacion con el grupo DR. En el grupo DRS+Chia, este parametro
disminuy6 significativamente (p<0,05), alcanzando valores similares a los del grupo DR. Las
Figuras B y C muestran microfotografias representativas y analisis cuantitativos de la expresion
de 4-HNE en el higado. El grupo DRS presentd una mayor expresion de proteinas modificadas
por 4-HNE (p<0,05) que el grupo DR. La expresion mostr6 una localizacion tanto citoplasmatica
como nuclear. La administracion de semillas de chia revirtié el aumento en la expresion de
proteinas modificadas por 4-HNE (p<0,05). Estos resultados fueron acompafiados por un aumento
significativo (p<0,05) de ROS hepaticos (D) en el grupo DRS comparado con el grupo DR.
Cuando se incorpor? la semilla de chia como fuente de grasa en el grupo DRS durante los ultimos
3 meses del periodo experimental, este parametro disminuyo6 significativamente (p<0,05),

alcanzando valores similares a los del grupo DR.

88



A 200- a B D
T o
[ i (]
5 1% 2
— w
l=] (1]
E 1004 b b =
E 50 0
C 5 20000- a @
o DR DRS DRS+Chi o &
ia = -
u 16000 DR DRS DRS+Chia
T 12000- b
3 b
C 8000
'
©  4000-
[«
g
L 0-

DR DRS DRS+Chia

Figura 21: (A) Contenido de TBARS. (B) Microfotografias representativas de cortes histologicos (x400) que muestran el patrén de expresion de proteinas modificadas por 4-
HNE en secciones de tejido hepatico. (C) Expresion de proteinas modificadas por 4-HNE. (D) Contenido de especies reactivas del oxigeno (ROS) en tejido hepatico en ratas
alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media £ SEM (n= 6). Las barras
que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls. TH: Tejido

himedo.
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6.2. Sistema de defensa antioxidante

La Figura 22 muestra que la capacidad antioxidante sérica y hepatica (FRAP) se redujo
drasticamente en el grupo DRS. La administraciéon de semillas de chia aument6 la capacidad
antioxidante sérica y hepatica, alcanzando valores similares a los del grupo DR (Figuras A y B).
Ademés, se observo una disminucion significativa del contenido de GSH y la actividad de las
enzimas SOD, CAT, GPx y GR en el grupo DRS. La incorporacion de semillas de chia en la dieta
aumento en contenido de GSH y las actividades de estas enzimas, alcanzando valores similares a

los observados en los animales alimentados con DR (Figuras C-G).
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Figura 22: (A) Niveles de FRAP en suero. (B) Niveles de FRAP en tejido hepatico. (C) Contenido de GSH en tejido hepatico. (D) Actividad enzimatica de SOD. (E) Actividad

enzimatica de catalasa. (F) Actividad enzimatica de GPx. (G) Actividad enzimatica de GR en tejido hepatico en ratas alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en

sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media + SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls. GSH: Glutation; SOD: Superéxido dismutasa; GPx: Glutation peroxidasa;

GR: Glutation reductasa.
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7. Marcadores asociados a inflamacion
7.1. Citoquinas pro y anti-inflamatorias

En las Figuras 23 A 'y B se observan que los niveles elevados de IL.-6 y TNF-a en plasma de ratas
alimentadas con una DRS se revirtieron en el grupo DRS+Chia, alcanzando valores similares a

los de las ratas alimentadas con DR.
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Figura 23: (A) Niveles plasmaticos de TNF-a. (B) Niveles plasmaticos de I1L-6 en ratas alimentadas con
dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores
se expresan como media + SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.

Las Figuras 24 A y B muestran microfotografias representativas y analisis cuantitativo de la
expresion de IL-1P en higado. El grupo DRS presentd una incrementada (p<0,05) expresion de
IL-1p en comparacion con el grupo DR. La expresion de IL-1p mostr6 localizacion celular
citoplasmatica y se observd principalmente alrededor de los vasos sanguineos. En el grupo
DRS+Chia, la expresion proteica disminuy6 (p<0,05) alcanzando valores de referencia. El
analisis de Western blot reveld que los niveles de masa proteica de IL-1f hepatica aumentaron
(p<0,05) en las ratas alimentadas con DRS en comparacién con el grupo DR. En el grupo

DRS+Chia, este valor disminuy¢6 (p<0,05), alcanzando valores similares al grupo DR (Figura C).

Los niveles de masa proteica de PAI-1 se muestran en la Figura D. Un incremento en los niveles
de PAI-1 fue evidenciado en el tejido hepatico de los animales que consumieron DRS al
compararlo con el grupo DR (p<0,05). Cuando se incorpor6 la semilla de chia como reemplazo
de la fuente grasa en la DRS, este parametro disminuy6 (p<0,05), retornando a valores de

referencia.
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Figura 24: (A) Microfotografias representativas de cortes histologicos (x400) que muestran el patron de expresion proteica de IL-1B en secciones de tejido hepatico. (B)
Expresion proteica de IL-1B en tejido hepatico. (C) Niveles de masa proteica de IL-1B en tejido hepatico. (D) Niveles de masa proteica de PAI-1 en tejido hepatico. Panel
superior: inmunoblot representativo de PAI-1 y B-actina. El peso molecular se muestra a la izquierda; Panel inferior: analisis densitométrico del inmunoblot de PAI-1 en tejido
hepatico en ratas alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media = SEM
(n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-

Keuls.



La Figura 25 muestra que la expresion del ARNm de IL-10 (citoquina anti-inflamatoria)
disminuy6 (p<0,05) en el tejido hepdatico de ratas alimentadas con DRS, en comparacion con
aquellas alimentadas con DR. En cuanto al grupo DRS+Chia, se observo un incremento (p<0,05),
en la expresion de ARNm de IL-10 alcanzando valores similares a los observados en el grupo

DR.
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Figura 25. Expresion relativa del ARNm de IL-10 en tejido hepatico en ratas alimentadas con dieta de
referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se
expresan como media + SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
7.2 Expresion y niveles de masa proteica de F4/80 y actividad de la enzima MPO

La Figura 26 muestra microfotografias representativas (A) y analisis cuantitativo (B) de la
expresion de F4/80 en el higado. El grupo DRS present6 un mayor porcentaje de células positivas
F4/80 (p<0,05) en comparacion con el grupo DR. La expresion de F4/80 mostrd localizacion
citoplasmatica. En el grupo DRS+Chia, las células positivas disminuyeron (p<0,05) en
comparacion con el grupo DRS alcanzando valores similares al grupo DR. El analisis de Western
blot reveld que los niveles de masa proteica de F4/80 hepatico aumentaron (p<0,05) en ratas
alimentadas con DRS. En el grupo DRS+Chia se observo una disminucion de los niveles de masa

proteica F4/80 (p<0,05), alcanzando valores similares a los del grupo DR (Figura C).

La Figura D muestra un incremento (p<0,05) de la actividad de la enzima mieloperoxidasa en el
tejido hepatico de los animales alimentados con DRS. En el grupo DRS+Chia, este parametro

disminuy6 (p<0,05), alcanzando valores similares al grupo DR.
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Figura 26: (A) Microfotografias representativas de cortes histologicos (x400) que muestran el patron de expresion proteica de F4/80 en secciones de tejido hepatico. (B)
Expresion proteica de F4/80. (C) Niveles de masa proteica de F4/80 en tejido hepatico. Panel superior: inmunoblot representativo de F4/80 y B-actina. El peso molecular se
muestra a la izquierda. Panel inferior: analisis densitométrico del inmunoblot de F4/80 (D) Actividad de la enzima mieloperoxidasa en tejido hepatico en ratas alimentadas con
dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media = SEM (n= 6). Las barras que no comparten

la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
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7.3. Factores de transcripcion asociados a estrés oxidativo e inflamacion

La Figura 27 muestra microfotografias representativas (A y D) y analisis cuantitativo (B 'y E) de
la expresion de Nrf2 y NF-kB en el higado de los diferentes grupos experimentales. En el grupo
DRS se observo una disminucion (p<0,05) de la expresion proteica de Nrf2 acompaiiada de un
aumento (p<0,05) de la expresion proteica de NF-kB p65. Nrf2 mostrd expresion nuclear
predominante y en menor medida expresion citoplasmatica. La expresion de NF-kB p65 mostro
localizacion tanto nuclear como citoplasmatica. En el grupo DRS+Chia se observo un aumento
(»<0,05) de la expresion proteica de Nrf2 y una disminucion (p<0,05) de NF-kB p65 en
comparacion con el grupo DRS. El analisis de Western blot reveld que la semilla de chia logrd
incrementar los niveles de masa proteica de Nrf2 y reducir los niveles de masa proteica de NF-

kB p65 hepatico que se encontraban alterados en el grupo DRS (Figuras C y F).
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Figura 27: (A) Microfotografias representativas de cortes histoldgicos (x400) que muestran el patron de
expresion proteica de Nrf2 en secciones de tejido hepatico. (B) Expresion proteica de NrF2. (C) Niveles de
masa proteica de Nrf2 en tejido hepatico. Panel superior: inmunoblot representativo de Nrf2 y B-actina. El
peso molecular se muestra a la izquierda. Panel inferior: analisis densitométrico del inmunoblot de Nrf2.
(D) Microfotografias representativas de cortes histologicos (x400) que muestran el patréon de expresion
proteica de NF-xB en secciones de tejido hepatico. (E) Expresion proteica de NF-xB. (F) Niveles de masa
proteica de NF-kB en tejido hepatico. Panel superior: inmunoblot representativo de NF-kB y B-actina. El
peso molecular se muestra a la izquierda. Panel inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot de NF-kB
en tejido hepatico en ratas alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS

con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media + SEM (n= 6). Las barras que no



comparten la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por

one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
8. Prueba in vivo
8.1. Test de tolerancia endovenoso a la glucosa (TTEVG)

La Figura 28A muestra los niveles de glucosa en sangre durante el test de tolerancia endovenoso
a la glucosa. La Tabla inserta en la Figura 28A muestra la constante de desaparicion de la glucosa
(Kg), observandose una reduccion significativa (p<0,05) de la misma en los animales alimentados
con DRS en comparacion con el grupo DR. El grupo DRS+Chia mostré un incremento
significativo (p<0,05) en la velocidad de desaparicion de la glucosa, aunque no alcanzo6 valores
de referencia. Estos resultados se acompafian con los valores obtenidos del area bajo la curva en

los diferentes lotes experimentales (Figura B).
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Figura 28: Prueba de tolerancia endovenoso a la glucosa en ratas alimentadas con la dieta de referencia
(DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). (A) Niveles de glucosa en
sangre durante del TTEVG. (B) Area de glucosa bajo la curva durante el TTEVG. Los valores se expresan
como media = SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes

(»<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
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9. Transporte y fosforilacion de glucosa, neoglucogénesis y via de sefializacion de la insulina
9.1 Niveles de masa proteica del transportador hepatico de glucosa GLUT-2

La Figura 29 muestra un aumento (p<0,05) en los niveles de masa proteica del transportador de
membrana GLUT-2 en el grupo DRS. En el grupo DRS+Chia los niveles de masa proteica de

GLUT-2 mostraron valores similares a los observados en el grupo DR.
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Figura 29: Niveles de masa proteica de GLUT-2 en tejido hepatico. (A) Panel superior: inmunoblot
representativo de GLUT-2 y B-actina. El peso molecular se muestra a la izquierda. (B) Panel inferior:
analisis densitométrico del inmunoblot de GLUT-2 en tejido hepatico en ratas alimentadas con dieta de
referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se
expresan como media £ SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.

9.2 Actividad de enzimas involucradas en la fosforilacion de la glucosa y neoglucogénesis

La Figura 30 (A y B) muestra las actividades de glucoquinasa (GK) y hexoquinasa (HK) (enzimas
implicadas en la fosforilacion de la glucosa), asi como las actividades de Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK), Fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa) y Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa)
(enzimas claves en la via neoglucogénica) (Figuras C, D, E). Las ratas alimentadas con DRS
mostraron una disminucion significativa (p<0,05) en la actividad de GK en comparacion con las
ratas alimentadas con DR. La administracion de semilla de chia a las ratas alimentadas con DRS

produjo un aumento significativo de la actividad de GK, aunque no retorn6 a niveles de referencia.
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No se observaron diferencias en la actividad de HK entre los tres grupos experimentales. Ademas,
las Figuras C, D y E muestran un incremento (p<0,05) en la actividad de tres enzimas implicadas
en la via gluconeogénica (PEPCK, FBPasa y G6Pasa) en el grupo DRS. Los animales que
consumieron semilla de chia, como reemplazo de la fuente grasa dictaria, mostraron una
reduccion en la actividad de las tres enzimas mencionadas, alcanzando valores similares al grupo
DR en el caso de la FBPasa. Ademas, se observé un aumento significativo (p<0,05) en la relacion
G6Pasa/GK en las ratas alimentadas con DRS en comparacion con el grupo DR. La incorporacion

de semilla de chia disminuy¢ significativamente la relacion G6Pasa/GK (Figura F).

100



A 2.5
T 2.0-
©
@
g"é’ 1.5-
= | .
o o
oD
SE 19
5 |
E o0.5-
0.0-
D  40-

FBPasa
(mU/mg proteina)

DR

DR

DRS DRS+Chia

DRS DRS+Chia

@

Hexoquinasa
(mU/mg proteina)

G6Pasa
(mU/mg proteina)

120+

2.5+

2.0

1.5

1.0

0.5+

0.0-

DR

DR

DRS DRS+Chia

a

DRS DRS+Chia

(@)

PEPCK
(mU/mg proteina)

G6Pasa/GK

40~

30

20

10+

200

DR DRS DRS+Chia

DR DRS DRS+Chia

Figura 30: Actividad de enzimas involucradas en la fosforilacion de la glucosa y neoglucogénesis (A) Glucoquinasa. (B) Hexoquinasa. (C) PEPCK. (D) FBPasa. (E) G6Pasa.

(F) relacion G6Pasa/GK en tejido hepatico de ratas alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores

se expresan como media = SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way

ANOVA; post test Newman-Keuls.
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9.3 Expresion proteica de IRS-1

La Figura 31 muestra microfotografias representativas (A) y andlisis cuantitativos (B) de la
expresion proteica del sustrato receptor de insulina 1 (IRS-1) en tejido hepatico. La expresion
positiva de IRS-1 se localiz6 en el nticleo y en el citoplasma. Los niveles de expresion proteica

fueron similares entre los tres grupos experimentales (DR, DRS y DRS+Chia).

A DRS+Chia
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DR DRS DRS+Chia

Figura 31: (A) Microfotografias representativas de cortes histologicos (x400) que muestran el patron de
expresion proteica de IRS-1 en secciones de tejido hepatico. (B) Expresion proteica de IRS-1. Los valores
se expresan como media = SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente

diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
9.4 Expresion relativa del ARNm de PI3K hepatico

La Figura 32 muestra la expresion del ARNm hepdtico de PI3K. Las ratas alimentadas con DRS
presentaron una reduccion (p<0,05) en la expresion de ARNm de PI3K en comparacion con ratas
alimentadas con DR. En cuanto al grupo DRS+Chia, se observé un incremento en la expresion

de ARNm de PI3K alcanzando valores intermedios entre los grupos DRS y DR.
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Figura 32: Expresion del ARNm de PI3K hepatico en ratas alimentadas con la dieta de referencia (DR),
dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media
+ SEM (n = 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05)

cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.

9.5. Niveles de masa proteica de p-AKT (Ser473) hepatica en condiciones no estimuladas y

bajo estimulo con insulina.

La inmunotransferencia del tejido hepatico reveld bandas de 60 kDa consistentes con p-AKT
(Figura 33). No se observaron diferencias significativas en los niveles de masa proteica de p-
AKT en condiciones basales (condiciones no estimuladas) en los diferentes grupos dietarios. Sin
embargo, se evidencié una tendencia a valores mayores en el grupo DRS. Bajo estimulo de la
insulina, los niveles de p-AKT fueron similares entre los tres grupos experimentales. Al comparar
las condiciones estimuladas con la insulina de las no estimuladas, se observa un incremento
significativo (p<0,05) en los grupos DRS+Chia (52%) y DR (35%). En contraste, el grupo DRS

(11%) present6 respuesta menor comparado a los otros grupos mencionados.
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Figura 33: Niveles de masa proteica de p-AKTS™7 en tejido hepatico en condiciones no estimuladas y
bajo estimulo con insulina en ratas alimentadas con una dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa
(DRS) 0 DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Panel superior: inmunoblot representativo de p-AKT en el
tejido hepatico de ratas alimentadas con DR, DRS y DRS+Chia. El peso molecular se muestra a la izquierda.
Panel inferior: analisis densitométrico del inmunoblot de p-AKT en el tejido hepatico de ratas alimentadas
con DR, DRS y DRS+Chia. Las comparaciones entre los grupos no estimulados se indican con letras
minusculas, y las comparaciones entre las condiciones no estimuladas y estimuladas con insulina se indican
con letras mayusculas. Los valores se expresan como media + SEM (n= 6). Las barras que no comparten la
misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way

ANOVA; post test Newman-Keuls.

9.6 Niveles de masa proteica de AMPK y p-AMPK

La Figura 34 muestra el andlisis cualitativo y cuantitativo por Western blot de la AMPK y p-
AMPK. El analisis demostrd una reduccion (p<0,05) en los niveles de masa proteica del sensor
metabdlico AMPK total y p-AMPK en los animales alimentados con DRS en comparacion con el
grupo DR. En el grupo DRS+Chia se observé un incremento significativo (p<0,05) en los niveles

de estas proteinas, alcanzando valores similares al grupo DR.
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Figura 34: (A) Niveles de masa proteica de AMPK en tejido hepatico. Panel superior: inmunoblot
representativo de AMPK y B-actina. El peso molecular se muestra a la izquierda; Panel inferior: analisis
densitométrico del inmunoblot de AMPK. (B) Niveles de masa proteica de p-AMPK en tejido hepatico.
Panel superior: inmunoblot representativo de p-AMPK y B-actina. El peso molecular se muestra a la
izquierda. Panel inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot de p-AMPK en tejido hepatico en ratas
alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia
(DRS+Chia). Los valores se expresan como media + SEM (n= 6). Las barras que no comparten la misma
letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA;

post test Newman-Keuls.
9.7 Expresion relativa del ARNm de FoxO1 hepatico

La Figura 35 muestra la expresion del ARNm hepatico de FoxOl. Las ratas alimentadas con
DRS presentaron un incremento (p<0,05) en la expresion de ARNm de FoxO1 en comparacion
con ratas alimentadas con DR. En cuanto al grupo DRS+Chia, se observé una reduccion (p<0,05),
en la expresion de ARNm de FoxO1 alcanzando valores similares a los observados en el grupo

DR.
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Figura 35: Expresion del ARNm de FoxO1 hepatico en ratas alimentadas con la dieta de referencia (DR),
dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). Los valores se expresan como media
+ SEM (n = 6). Las barras que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05)

cuando cada variable es analizada por one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.
9.8. Expresion proteica de PGC-1a hepatico

Las Figuras 36 (A y B) muestran microfotografias representativas y analisis cuantitativos de la
expresion de la proteina PGC-1a en el higado. La expresion positiva de PGC-1a se localizo en el
nicleo y el citoplasma, y los niveles de expresion fueron similares entre los tres grupos

experimentales (DR, DRS y DRS+Chia).
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Figura 36: Expresion proteica PGC-1a en tejido hepatico en ratas alimentadas con la dieta de referencia
(DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla de chia (DRS+Chia). (A) Microfotografias
representativas de la expresion de PGC-1a en secciones de higado de ratas. Aumento 400X. (B) Analisis
inmunohistoquimico cuantitativo de la expresion de PGC-1a en el higado. Los resultados se expresan como
densidad optica integrada (IOD). Los valores se expresan como media £+ SEM (n = 6). Las barras que no
comparten la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es analizada por

one-way ANOVA; post test Newman-Keuls.

10. Composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana del tejido hepatico

La Tabla 11 muestra la composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana en el
tejido hepatico de los diferentes grupos experimentales (DR, DRS y DRS+Chia). No se
observaron diferencias significativas en el contenido total de &cidos grasos saturados y
monoinsaturados en los fosfolipidos de membrana de tejido hepatico de los tres lotes
experimentales. La incorporacion de semilla de chia como reemplazo de la fuente grasa dietaria
produjo cambios notables en la composicion de PUFA n-3 y n-6 de los fosfolipidos hepéticos. La
semilla de chia increment6 la proporcion de los PUFA-n-3 (ALA, EPA, DPA y DHA). El acido
araquidonico (20:4 n-6), principal AG n-6 constituyente de los lipidos hepaticos, disminuy6 en
las ratas alimentadas con DRS+Chia. Por lo tanto, la incorporacion de semilla de chia logro

incrementar la relacion n-3/n-6 presente en los fosfolipidos hepaticos de membrana.
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Tabla 11. Composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana del tejido hepatico en
ratas alimentadas con dieta de referencia (DR), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con semilla

de chia (DRS+chia).

DR DRS DRS+CHIA
Ac. Miristico (C14:0) 0,09 +0,01° 0,16 + 0,02° 0,09 £ 0,01
Ac. Palmitico (C16:0) 1429+075  12,35+0,73"  11,42+0,38"
Ac. Estearico (18:0) 21,22+0,72°  2259+009°  23,77+0,50°
Ac. Nonadecanoico (19:0) 0,31 +0,02° 0,28 + 0,03° 0,18+ 0,01°
TOTAL AGS 35,91 +0,29° 35,38 +0,76" 35,46 +0,79°
Ac. Hexadecanoico (7-C16:1) 0,09 + 0,00%° 0,1+0,00" 0,08 +0,01°
Ac. Palmitoleico (9-C16:1) 0,77 + 0,15a 1,11+ 0,19a 0,79 + 0,07a
Ac. Oleico [9-C18:1 (n-9)] 4,17 +0,11° 4,65+ 0,30° 3,81+0,34°
Ac. Vaccenico [11-C18:1 (n-7)] 4,24 + 0,28 3,63+0,13° 2,78+ 0,12°
Ac. Octadecanoico [15-C18:1 (n-3)] 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00° 0,22 +0,04°
TOTAL AGM 9,27 + 0,32° 9,49 + 0,56 7,68 + 0,46
9,15-octadecadienoico [9,15-C18:2 (n-3)] 0,01+ 0,00b 0,02 + 0,00b 0,32 +0,04°
Ac. Linolénico (ALA) [9,12,15-C18:3 (n-3)] 0,14+ 0,01° 0,06 + 0,00 1,92+0,06°
Ac. Eicosatrienoico [11,14,17-C20:3 (n-3)] 0,00 + 0,()0b 0,00 + 0,00b 0,59 + o,osa
Ac. Eicosatetraenoico [5,11,14,17-C20:4 (n-3)] 0,00 + 0,('_)0b 0,00 + 0,00b 0,33+ 0,02a
Ac. Eicosapentaenoico (EPA) [5,8,11,14,17-C20:5 (n-3)] 0,39 + 0,('_)2b 0,11+ 0,03b 7,83 +0,24°
Ac. Docosapentaenoico (DPA) [7,10,13,16,19-C22:5 (n-3)] 1,53 + 0,01b 0,89 + 0,14b 4,68 + o,zsa

Ac. Docosahexaenoico (DHA) [4,7,10,13,16,19-C22:6 (n-3)] 10,33 = 0,49" 7,72+ 0,55 9,40 + 0,55"

TOTAL PUFA n-3 12,40 + 0,45 8,80 + 0,62° 25,07 +0,95°
Ac. Linoleico [9,12-C18:2 (n-6)] 11,99 + 0,36a 12,51 + 0,49a 11,7 £ 0,562
Ac. Eicosadienoico [11,14-C20:2 (n-6)] 0,60 +0,05° 0,60 +0,01° 0,29 + 0,03
Ac. Eicosatrienoico [8,11,14-C20:3 (n-6)] 1,31+ o,()gb 1,01 + (),11b 2,04 +0,11a
Ac. Araquidénico [5,8,11,14-C20:4 (n-6)] 2421+0,07° 24,56+ 0,60° 15,71+ 0,37°
Ac. Docosatetraenoico [7,10,13,16-C22:4 (n-6)] 0,35+ 0,()2b 1,17 + 0,14"‘ 0,14 + 0,01°
Ac. Docosapentaenoico [4,7,10,13,16-C22:5 (n-6)] 0,19 + o,()zb 3,83+0,36° 0,07 +0,01°
TOTAL PUFA n-6 38,65+0,33° 43,68+ 0,36 29,95 + 0,55°
TOTAL PUFA 51,05+ 024"  52,48+044° 55,022 0,46"
TOTAL n-3/n-6 0,32+0,01° 0,20 +0,01° 0,84 +0,04°

Los valores se expresan como g/ 100g de acidos grasos totales, media = SEM (n= 3-4). Los valores en una
linea que no comparten la misma letra superindice son estadisticamente diferentes (p<0,05). Se han

excluido otros acidos grasos minoritarios.
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DISCUSION
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La enfermedad hepatica esteatdsica asociada al SM se ha convertido en la patologia hepatica mas
prevalente a nivel mundial, en estrecha relacion con el incremento de los trastornos asociados a
la obesidad y la diabetes tipo 2 (Chan et al., 2023; Targher et al., 2024). Si bien recientemente se
han aprobado terapias farmacologicas dirigidas a la esteatohepatitis asociada a disfuncion
metabolica, en la actualidad no existen farmacos clinicamente aprobados para el tratamiento de
la enfermedad hepatica esteatdsica en su conjunto, por lo que las estrategias terapéuticas se basan
principalmente en modificaciones del estilo de vida, incluyendo cambios dietarios y ejercicio
fisico (Guo et al., 2022). En este sentido, un reciente consenso internacional de expertos
multidisciplinarios destaco el papel central de las intervenciones dietéticas tanto en la prevencion
como en el tratamiento de la disfuncion hepatica asociada al SM (Zeng et al., 2024). El consenso
recomienda estrategias nutricionales personalizadas, incluyendo una dieta equilibrada con un
aporte energético controlado, dietas altas en proteinas o bajas en carbohidratos, y hace hincapié
en la adherencia a patrones alimentarios como la dieta mediterranea o la DASH (Enfoques
Dietéticos para Detener la Hipertension), junto con una reduccion del consumo de carnes rojas y
procesadas, grasas saturadas y trans, azacares afiadidos, alimentos ultraprocesados y alcohol. En
este contexto, los alimentos funcionales han atraido una atencion creciente en los Gltimos afos
debido a su potencial para favorecer la salud hepatica (Nemer et al., 2024; Yuan et al., 2024). Las
semillas de chia se distinguen por su excepcional perfil nutricional y sus importantes beneficios
para la salud, incluida su posible funcion en la modulacion de los trastornos metabolicos (Medina-

Urrutia et al., 2020; Motyka et al., 2023).

En el presente trabajo observamos que el reemplazo de la fuente grasa, aceite de maiz por semilla
de chia durante los tltimos 3 meses de la administracion de DRS no modificé el peso corporal ni
la ingesta energética de los animales. En cuanto a la bioquimica del suero, esta incorporacion
normalizd la moderada hiperglucemia, hipertriacilgliceridemia, hipercolesterolemia e
hiperuricemia inducidas por la DRS. Ademas, revirtié de manera significativa el aumento de las
enzimas indicadoras de dafio hepatico GPT, GOT y FA. En linea con estos hallazgos, Poudyal et
al. (2012a) observaron una reduccion de la enzima hepatica GOT sin cambios en el peso corporal
final en ratas macho Wistar que recibieron una suplementacion con semilla de chia al 5% (p/p),
administrando la misma a partir de la semana 8, durante 24 semanas a una dieta alta en
carbohidratos (52% p/p) y grasas (24% p/p) con un 25 % (p/v) de fructosa en el agua de bebida.
De manera similar, da Silva Marineli et al. (2015b) mostraron menores niveles de los marcadores
de dafio hepatico (GOT y GPT), sin modificaciones en la ganancia de peso y la ingesta energética,
tras una sustitucion parcial de la grasa dietaria por semilla de chia (13,3 % p/p) o aceite de chia
(4% p/p) administradas durante 12 semanas en ratas macho Wistar alimentadas con una dieta alta
en grasa y fructosa. Mas atn, Fonte-Faria et al. (2019) demostraron una disminucion de la masa

grasa y un incremento de la masa magra sin cambios en la masa corporal total luego de la
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suplementacion con aceite de chia a partir del dia 90 hasta el final del periodo experimental (135
dias) en ratones obesos alimentados con una dieta alta en grasa. Haque et al. (2024) evidenciaron
una reduccion en los lipidos plasmaticos (TG, colesterol y LDL-c) y un incremento en los niveles
de HDL-c tras la suplementacion con semilla de chia (1% y 2% p/p) durante 4 semanas en ratones
albinos suizos alimentados con una dieta alta en grasa. En concordancia con el patron observado
en modelos animales, Nieman et al. (2009) no registraron modificaciones en el peso corporal en
adultos con sobrepeso u obesidad que recibieron una suplementacion con 50 g/dia de semillas de
chia durante 12 semanas. A su vez, una revision sistematica y meta-analisis reciente mostrd una
reduccion de la presion arterial, el colesterol total, el LDL-c y los TG plasmaticos en diferentes
grupos de pacientes (obesos, diabéticos tipo 2, hipertensos o con SM), cuando recibieron
productos de chia (harina, semilla o aceite) a diferentes dosis (4 g a 60 g) y en distintos tiempos

de administracion (8 a 24 semanas) (Nikpayam et al., 2023).

Es bien sabido que la enfermedad hepatica asociada al SM se caracteriza por la acumulacion de
grasa en el higado, que puede progresar desde una simple esteatosis hasta una esteatohepatitis,
caracterizada por una lesion hepatocelular y diversos grados de fibrosis (Parola & Pinzani, 2019;
Rossi et al., 2013). En estudios previos de nuestro grupo (Oliva et al., 2015; Rossi et al., 2013)
hemos demostrado la presencia de esteatosis hepatica en ratas alimentadas con una DRS, debido
principalmente a un cambio en el destino metabolico de los lipidos (sintesis vs. oxidacion), con
un aumento de las actividades de las enzimas lipogénicas y los niveles de masa proteica de
SREBP-1, y una disminucion de las enzimas involucradas en la oxidacion de 4cidos grasos y los
niveles de masa proteica de PPARo. En el presente estudio hemos investigado la progresion de la
esteatosis hepatica a fibrosis en nuestro modelo experimental de SM, demostrando que el aumento
significativo del contenido de triacilglicéridos en el higado de ratas alimentadas con DRS se
acompaia de un incremento en el deposito de gotas lipidicas, puntaje NAS, depdsito de colageno

intersticial y contenido de hidroxiprolina.

Los PUFA n-3 han suscitado un mayor interés en los Gltimos afios debido a su capacidad para
reducir la esteatosis hepatica y retrasar la progresion del dafio hepatico (Delarue & Lalles, 2016).
Las semillas de chia son la fuente vegetal mas rica en 18:3 n-3 y podrian utilizarse como
alternativa para reducir el contenido de grasa intrahepatica (Silva Figueiredo et al., 2018).
Anteriormente demostramos una reduccion de los niveles de proteina SREBP-1 madura y de las
actividades de las enzimas lipogénicas (ACC, FAS y G6PDH) cuando se administré semilla de
chia como fuente de grasa en la DRS. Esto se acompafié de una regulacion al alza tanto de los
niveles de proteina PPARa como de las actividades de las enzimas oxidativas (CPT-1 y FAO)
(Rossi et al., 2013). En el presente trabajo, la administracion de semilla de chia disminuy6 la
esteatosis hepatica, el puntaje NAS, el depdsito de colageno intersticial y el contenido de

hidroxiprolina en ratas alimentadas con DRS. En esta linea, Dias Moreira et al. (2022) informaron
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una mejora de la esteatosis hepatica y puntaje NAS al sustituir la fuente grasa dietaria por harina
de chia (14,2% p/p) o aceite de chia (4% p/p) durante 10 semanas, en ratas macho Wistar
alimentadas previamente con una dieta alta en grasa y fructosa durante 8 semanas. Poudyal et al.
(2012b) demostraron una normalizacién de la esteatosis macrovesicular, la inflamacion portal y
la fibrosis hepatica en ratas Wistar alimentadas con una dieta alta en carbohidratos y grasas
durante 8 semanas, y posteriormente suplementada con semilla de chia (5 % p/p) durante 24
semanas. Por otro lado, Jeyapal et al. (2018) demostraron que la sustitucion parcial del acido
linoleico por ALA protege frente al desarrollo de MASH. Esta intervencion mejor6 la histologia
hepatica en ratas Sprague—Dawley macho alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa
durante 24 semanas. El efecto beneficioso se observd cuando se ajustd la proporcion de PUFA n-
6/n-3 a 2 mediante la combinacion de aceite de mani, palmoleina y aceite de linaza como fuente
de ALA. Ademas, Medina-Urrutia et al. (2020) mostraron el efecto de la administracion de 25
g/dia de semilla de chia en 25 pacientes con MASLD y observaron que el 52 % de los pacientes

mostraban regresion del mismo.

El TGF-B1 desempefia un papel fundamental en la red de citoquinas implicadas en la fibrogénesis.
Su unioén a receptores especificos en la superficie de los hepatocitos incrementa la expresion del
gen del colageno y favorece su deposito en el tejido hepatico. En pacientes con fibrosis hepatica
suelen observarse concentraciones elevadas de TGF-B1, lo que respalda su papel como mediador
clave del proceso fibroético en diversas enfermedades hepaticas (Aihara et al., 2011; Heydarpour
et al., 2020). A nuestro conocimiento, no existen estudios que hayan evaluado el efecto de la
semilla de chia sobre el TGF-B1 en tejido hepatico. En este contexto, este trabajo constituye el
primer analisis que demuestra que la semilla de chia inhibi6 el aumento de TGF-B1 inducido por
la DRS, reduciendo su concentracion hepatica, y posiblemente contribuyendo a la atenuacion de
la fibrosis. En relacion con otras fuentes de acidos grasos n-3, Lytle et al. (2015) observaron una
atenuacion en la expresion de todos los subtipos de TGF-B tras la suplementacion con DHA
durante 16 semanas en ratones alimentados con una dieta alta en grasa y colesterol. En cambio,
no se detectaron modificaciones cuando los animales recibieron la dieta alta en grasa
suplementada con EPA. De manera similar, Suzuki-Kemuriyama et al. (2016) mostraron una
disminucion significativa en la expresion hepatica de TGF-B1 en ratones macho C57BL/6J

alimentados con una dieta alta en grasa suplementada con un 5 % de DHA durante 4 semanas.

El estrés oxidativo desempefia un papel crucial en la enfermedad hepatica asociada al SM,
actuando como mediador clave del dafio celular (Li et al., 2024). Este dafio oxidativo amplifica
la cascada inflamatoria y favorece la transicion de la esteatosis simple a patologias hepaticas mas
graves, como la fibrosis y la cirrosis (Clare et al., 2022). Ademas, el estrés oxidativo esta
estrechamente relacionado con otras caracteristicas del SM, lo que lo convierte en un factor

fundamental en la aparicion y progresion de MASLD. Por lo tanto, resulta relevante avanzar en
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el estudio de nuevas estrategias terapéuticas orientadas a su prevencion/reversion. En este sentido,
en el presente trabajo observamos que la administracion de semilla de chia disminuy6 los niveles
hepaticos de TBARS, 4-HNE y ROS, reduciendo la peroxidacion lipidica y el estrés oxidativo.
Estos resultados fueron acompafiados de un aumento en la capacidad antioxidante del suero y el
higado, el contenido de GSH vy las actividades de SOD, CAT, GPx y GR. En linea con nuestros
resultados, en el estudio de da Silva Marineli et al. (2015a) descripto anteriormente, se observo
una capacidad antioxidante plasmatica y hepatica notablemente mayor en animales alimentados
con semillas de chia o aceite de chia durante 12 semanas. Por su parte, Fernandez-Martinez et al.
(2019) demostraron una prevencion parcial o total del estrés oxidativo luego de la ingesta dietética
de chia (15 % de chia molida) durante 4 semanas en ratas macho Wistar dislipidémicas y con
NASH. Ademas, Haque et al. (2024) observaron una disminucion de los niveles de MDA en
plasma y tejido hepatico, junto con un incremento en los niveles plasmaticos y hepaticos de CAT
y SOD, tras la suplementacion con semilla de chia durante 4 semanas en ratones albinos suizos
alimentados con una dieta alta en grasa. Similarmente, Han et al. (2020) evidenciaron una
reduccion de los niveles de MDA en suero e higado, junto con un incremento de la actividad de
GPx, tras la administracidon de aceite de chia (3,8 g/kg de peso corporal) durante las ultimas 5
semanas de un protocolo experimental de 13 semanas, en ratones con hiperlipidemia inducida por
una dieta alta en grasa. Ademas, se observo un aumento de la actividad sérica de SOD cuando el

aceite de chia se administré a una dosis de 1,9 g/kg de peso corporal.

La inflamacién es un factor clave en la enfermedad hepatica asociada al SM, orquestada
principalmente por el sistema inmunitario innato. Las células inmunitarias contribuyen de manera
significativa a la patogénesis de la enfermedad hepatica esteatosica al mediar la lesion
hepatocelular, la inflamacion y la fibrosis. La acumulacion de lipidos en los hepatocitos induce
estrés metabolico, lo que desencadena la activacion de las células inmunitarias residentes, que
posteriormente liberan citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Estos mediadores facilitan el
reclutamiento de células inmunitarias circulantes, incluidos los macrofagos derivados de
monocitos, los neutréfilos y los linfocitos, lo que amplifica la cascada inflamatoria. Por lo tanto,
comprender los procesos inflamatorios implicados en la progresion del dafio hepatico es
fundamental para identificar un objetivo terapéutico susceptible de intervencion (Kim et al.,
2025). En nuestro estudio observamos que la semilla de chia disminuy6 la expresion de IL-1B,
PAI-1 y F4/80 en el higado, junto con una reduccion en la actividad de la MPO, mientras que
increment6 la expresion de IL-10. A nivel sistémico, la administracion de semilla de chia redujo
los niveles plasmaticos de IL-6 y TNF-0, lo que refleja una mejora del estado inflamatorio
inducido por la DRS. En la actualidad son escasos los estudios que evaltan los efectos de la
semilla de chia sobre marcadores inflamatorios hepaticos en modelos de alteraciones metabdlicas

inducidas por dieta. En este sentido un estudio de Pereira da Silva et al. (2019) demostr6 una
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reduccion en los niveles del ARNm de TNF-o hepatico de ratas Wistar alimentadas con una dieta
alta en grasa mas harina de chia durante 35 dias. Estudios con otras fuentes de acidos grasos n-3
muestran que la sustitucion de PUFA n-6 (18:2 n-6) por PUFA n-3 (18:3, n-3) normaliz6 los
niveles de expresion hepatica de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6) en ratas
Sprague-Dawley macho alimentadas con una dieta rica en grasa y fructosa durante 24 semanas
(Jeyapal et al., 2018). Similarmente, Depner et al. (2013) demostraron una atenuacion en la
expresion hepatica de F4/80, IL-1B, TNF-a y PAI-1 tras la suplementacion con acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) durante 16 semanas en un modelo experimental de MASH

inducido por una dicta alta en grasa.

En el contexto del SM, los factores de transcripcion Nrf2 y NF-kB desempefian un papel relevante
a nivel hepatico. Existen evidencias que sefialan alteraciones relevantes en el estado funcional de
Nrf2 y NF-xB, dos factores de transcripcion considerados elementos centrales en la patogénesis
de dicha enfermedad (Liu et al., 2016). Se reconoce que las vias de sefializacion Nrf2 y NF-xB
cooperan en el mantenimiento de la homeostasis redox y en la regulacién de la respuesta celular
frente al estrés y la inflamacion. A su vez, Nrf2 controla negativamente la via de sefializacion NF-
kB mediante distintos mecanismos. NF-kB, por su parte, induce la expresion de diversas
citoquinas proinflamatorias. Varios productos naturales activan la sefializacion Nrf2 con la
represion concomitante de NF-kB y sus genes dianas (Matzinger et al., 2018). En esta linea,
observamos que la administracion de semilla de chia (altimos 3 meses del protocolo experimental)
indujo la expresion y los niveles de masa proteica de Nrf2, mientras que disminuyo los de NF-xB
p65 en el higado de los animales alimentados cronicamente con DRS. En este sentido, Santos-
Lopez et al. (2018) demostraron que el aceite de chia (15,2% p/p) favorece la activacion de Nrf2
y limita la respuesta prooxidativa en ratas Wistar macho alimentadas con una dieta rica en
colesterol y grasas saturadas durante 8 semanas. El efecto de la semilla de chia sobre el factor de
transcripcion NF-kB p65 hepatico en modelos con alteracion metabdlica inducida por dieta ha
sido poco investigado. Un estudio reporté una disminucion en los niveles de ARNm de NF-xB
hepatico cuando se administr6 semilla de chia (4% o 20%) en la dieta durante 21 dias en ratones
macho albinos con injuria hepatica (inducida por una inyeccion de paracetamol) (Ahmed &
Masoud, 2024). Algunos autores han estudiado los efectos de los n-3 PUFA (DHA y EPA), en
esta linea. Hernandez-Rodas et al. (2017) reportaron una normalizacién de las expresiones
hepaticas de Nrf2 y NF-«kB en ratones C57BL/6J macho alimentados durante 12 semanas con una
dieta rica en grasa suplementada con DHA y aceite de oliva extra virgen. Se ha demostrado que
varios PUFA n-3 (ALA, EPA y DHA) son ligandos naturales de estos factores de transcripcion.
Los PUFA n-3 han sido implicados en la regulacion negativa de la sefializaciéon NF-kB. Esta via
de sefializacion es sensible al estrés redox, y una mayor expresion de los genes antioxidantes

dependientes de Nrf2 que restauran el equilibrio redox celular, puede disminuir la sefializacion
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NF-kB. La asociacion de la reduccion del estrés oxidativo mediada por Nrf2 con la disminucion
de la sefializacion NF-«kB puede, por lo tanto, justificar las propiedades de los PUFA n-3 y ser
uno de los mecanismos responsables de los resultados obtenidos en el presente trabajo (Abrescia

et al., 2020; Hogenkamp et al., 2020).

Por otra parte, en trabajos previos del grupo la administracion cronica de DRS induce intolerancia
a la glucosa, IR (evaluada mediante la prueba de clamp euglucémico-hiperinsulinémico) e
hiperglucemia moderada, lo que puede afectar la captacion celular de glucosa (Aiassa et al., 2022;
Chicco et al., 2003; Creus et al., 2017; D’ Alessandro et al., 2006; Ferreira et al., 2010; Ferreira et
al., 2013; Ferreira et al., 2020; Hein et al., 2010). Extendiendo los resultados obtenidos, en el
presente estudio, la administracion de semillas de chia durante 3 meses a ratas alimentadas
cronicamente con DRS mejoro la tolerancia a la glucosa. En este sentido, Enes et al. (2020)
demostraron que el aceite de chia restauraba la tolerancia a la glucosa en ratas Wistar macho
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa durante 10 semanas. De manera similar, da
Silva Marineli et al. (2015b) observaron que el consumo de semillas de chia en tratamientos a
corto (6 semanas) y largo plazo (12 semanas) mejord la tolerancia a la glucosa en ratas

alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa.

Los miembros de la familia de transportadores de glucosa desempefian un papel crucial en las
etapas iniciales del metabolismo de la glucosa. GLUT-2 es el principal transportador de glucosa
en los hepatocitos. En condiciones fisiologicas, GLUT-2 facilita el transporte de glucosa al
interior de las células, lo que permite equilibrar las concentraciones de glucosa a través de la
membrana celular. E1 GLUT-2 se ve alterado en diversos trastornos endocrinos y metabolicos
(Shen et al., 2024; Sun et al., 2023). En el presente estudio, la suplementacidon con semillas de
chia atenud el aumento inducido por la DRS en los niveles de proteina GLUT-2. Este mecanismo
podria ser un factor clave que contribuye a los efectos beneficiosos de la semilla de chia sobre la
homeostasis de la glucosa y la IR en el modelo experimental de SM inducido por la administracion
de DRS. Hasta el momento, no se han reportado estudios que evaluen especificamente el efecto
de la semilla de chia en modelos experimentales de alteraciones hepaticas asociadas al SM, tales
como esteatosis y fibrosis. Sin embargo, Tung et al. (2023) observaron una reduccioén en la
expresion hepatica del ARNm de GLUT-2 cuando se administr6 aceite de pescado (relacion n-
3/n-6 de 1:2 en la dieta) en ratones hembra C57BL/6J ovariectomizados con obesidad inducida
por una dieta alta en grasa. Se necesitan mas investigaciones para dilucidar el impacto de los
acidos grasos n-3, en particular el ALA, sobre el transportador GLUT-2 en el tejido hepatico, con

el fin de comprender mejor sus posibles implicancias terapéuticas en el contexto del SM.

Las enzimas G6Pasa y GK actian de forma opuesta para regular los niveles intracelulares de

glucosa libre, por lo tanto, la regulacion coordinada de estas dos enzimas determina, en ultima
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instancia, el gradiente y el flujo de glucosa hacia dentro o fuera del hepatocito. En el presente
trabajo los animales alimentados durante 6 meses con DRS presentan una disminucion en la
actividad de GK y un aumento de la actividad G6Pasa, lo que conduce a un incremento en la
relacion G6Pasa/GK. La administracion de semilla de chia mejoré la capacidad de fosforilacion
de la glucosa, reflejada en el aumento de la actividad de la GK, y una reduccién de las enzimas
neoglucogénicas (PEPCK, FBPasa y G6Pasa) en tejido hepatico de ratas alimentadas con DRS.
Las semillas de chia redujeron significativamente la relacion G6Pasa/GK. Segin nuestro
conocimiento, este es el primer estudio que evalua los efectos de la administracion de semilla de
chia entera sobre las actividades de las enzimas implicadas en la via neoglucogénica en un modelo
experimental con alteracion hepatica inducida por DRS. Enes et al. (2020) demostraron un
incremento en el ARNm de GK hepatica en ratas Wistar macho alimentadas con una dieta
suplementada con aceite de chia durante 10 semanas. Ademas, resultados in vitro en células
Hep@G2, evidenciaron una reduccion del ARNm de enzimas neoglucogénicas (PEPCK y G6Pasa)

expuestas a compuestos fenolicos hidrolizados obtenidos de harina de chia.

El IRS-1 desempefia un papel fundamental en la sefializacion de la insulina (Gual et al., 2005).
En el presente estudio, se observaron niveles similares de expresion de la proteina IRS-1 entre los
tres grupos experimentales. En consonancia con el presente estudio, Bezerra et al. (2000) no
observaron diferencias en los niveles de proteina IRS-1 en el higado de ratas alimentadas con una
dieta alta en fructosa durante un periodo breve (4 semanas) y alimentadas con una dieta control.
Tung et al. (2023) encontraron niveles similares de ARNm de IRS-1 hepatico en ratones hembra
C57BL/6J ovariectomizadas alimentadas con una dieta alta en grasa suplementada con aceite de

manteca, aceite de pescado o aceite de perilla.

La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) ha recibido una atencion considerable como
posible diana para el tratamiento de enfermedades asociadas a trastornos metabolicos. Entre ellas
se incluyen la diabetes, obesidad, enfermedades del higado graso y cancer, que a menudo se
asocian a cambios en el metabolismo (Carling, 2017; Herzig & Shaw, 2018). En el presente
estudio, la administracion de semillas de chia entera durante los ultimos 3 meses de un periodo
de 6 meses aument6 los niveles de proteina tAMPK y p-AMPK en ratas alimentadas con DRS.
En esta linea, Omran et al. (2023) demostraron un aumento de la expresion hepatica de AMPK
cuando se administrd oralmente extracto de semillas de chia a la dieta (200 mg/kg de peso
corporal/dia) durante 6 semanas en ratas Wistar macho alimentadas con una dieta rica en grasa.
Enes et al. (2020) observaron un aumento del ARNm de AMPK cuando se incorpor6 harina de
chia (14,7 %) o aceite de chia (4 %) a una dieta alta en grasa y alta en calorias durante 10 semanas

a ratas macho Wistar.
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Una de las principales funciones fisioldgicas de la insulina en el higado es suprimir la
gluconeogénesis. La activacion de AKT inducida por la insulina puede modular el metabolismo
de la glucosa a través de multiples vias descendentes (Bo et al., 2024; Li et al., 2019). En el
presente estudio, se observaron niveles comparables de proteina p-AKT en el higado en
condiciones basales (sin estimulacion de insulina) en los diferentes grupos dietéticos. En
condiciones estimuladas por insulina, no se observé aumento de p-AKT en el grupo DRS, lo que
indica un defecto en la capacidad de la insulina para inducir la fosforilacion de AKT en el higado
de estos animales. La semilla de chia restauro el patron de expresion alterado de esta enzima clave
en la via de sefializacion de la insulina. En este sentido, Enes et al. (2020) informaron de un
aumento tanto en los niveles de ARNm de AKT como de proteina p-AKT en el higado cuando se
administro aceite de chia 6 harina de chia a ratas Wistar macho alimentadas con una dieta alta en
grasa y fructosa durante 10 semanas. Yu et al. (2018) observaron una mejora en la fosforilacion
hepatica de AKT en condiciones estimuladas por insulina cuando ratones C57BL/6 macho fueron
alimentados durante 16 semanas con una dieta alta en grasa suplementada con aceite de linaza

rico en ALA (10,20 y 30 % p/p).

Por otra parte, la IR promueve la activacion de la via FoxO1, lo que mejora la neoglucogénesis
(Palihaderu et al., 2022). En el presente estudio, la incorporacion de semillas de chia condujo a
una reduccion de los niveles elevados de ARNm de FoxO1 hepético observados en el grupo DRS.
En consonancia con estos resultados, Yang et al. (2024) observaron que la expresion del ARNm
del FoxO1 en higado se regulaba al alza con una dieta rica en grasa, mientras que la ingesta
cronica de una dieta enriquecida con DHA atenuaba este aumento en ratones hembra C57BL/6 J

obesas.

La familia de coactivadores PGC-1 ha cobrado especial relevancia debido a su participacion en
la regulacion del metabolismo energético, la biogénesis mitocondrial y la sensibilidad a la insulina
(Qian et al., 2024). En el presente estudio, se observaron niveles similares de expresion de PGC-
la hepatico en los tres grupos experimentales. Al presente, no hay estudios que hayan evaluado
el efecto de la semilla de chia sobre el PGC-1a en el tejido hepatico en un modelo de SM con
alteracion hepatica asociada. Otros estudios han evaluado la expresion del mismo tras el
tratamiento con semilla de chia, aceite de chia u otras fuentes de acidos grasos n-3 (EPA y DHA)
en otros tejidos como rifion y musculo esquelético, en modelos de lesion renal o animales
alimentados con dieta alta en grasa. En este sentido, da Silva Marineli et al., (2015b) observaron
un incremento en la expresion proteica de PGC-1a en musculo esquelético cuando se administrd
semilla de chia (13,3% p/p) durante las tltimas 12 semanas a ratas macho Wistar previamente
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa durante 4 semanas, 6 cuando se suministro
aceite de chia (4% p/p) durante las ltimas 6 semanas en animales alimentados con la misma dieta

durante las primeras 10 semanas del protocolo experimental (en ambos casos, la duracién total

117



del estudio fue de 16 semanas). Similarmente, Liu et al., (2019) reportaron una mayor expresion
proteica de PGC-1a en el musculo esquelético de ratas macho Sprague-Dawley alimentadas con
una dieta alta en grasa y suplementada con aceite de pescado rico en EPA y DHA (5% p/p) durante
8 semanas. Por otra parte, Son et al. (2021) mostraron un aumento significativo de la expresion
proteica de PGC-1a en un modelo experimental de lesion renal tratados con PUFA n-3 (EPA y

DHA) durante 15 semanas.

El tipo y la cantidad de acidos grasos en la dieta influyen en la composicion lipidica de las
membranas celulares, alterando asi su estructura y fluidez. En el presente estudio, cuando se
administré semilla de chia como fuente de grasa en la DRS, el ALA (C18:3 n-3), el acido
eicosapentaenoico (C20:5 n-3, EPA), el acido docosapentaenoico (C22:5 n-3, DPA) y el acido
docosahexaenoico (C22:6 n-3, DHA) aumentaron significativamente en los fosfolipidos de la
membrana hepatica. Ademas, este enriquecimiento de PUFA n-3 se acompaiié de una reduccion
del acido araquiddnico (20:4 n-6, AA), lo que dio lugar a un aumento de la proporcién n-3/n-6.
De manera similar, Popovi'c et al. (2024) informaron de una reduccién en la proporcién n-6/n-3
cuando se administrd aceite de linaza, principal fuente de ALA, a ratones hembra alimentadas
con una dieta alta en grasa durante 100 dias. Rincon-Cervera et al. (2016) informaron de un
aumento de los niveles de ALA, EPA y DHA, junto con una reduccion de los niveles de acido
linoleico (C18:2 n-6, LA) y AA, en el higado de ratas Wistar macho alimentadas con una dieta
control que contenia un 10 % de aceite de chia (63% ALA) durante 3 semanas. Estos cambios
pueden modular las interacciones con proteinas clave implicadas en la regulacion de la
sensibilidad a la insulina (Perona, 2017). En este sentido, Yu et al. (2018) informaron que la
administracion de aceite de linaza, rico en acido a-linolénico, mejoraba la sefializacion hepatica
de la insulina (IRS-1 y p-AKT), al tiempo que remodelaba la composicion de acidos grasos de la
membrana plasmatica en ratones alimentados con una dieta rica en grasa. En su estudio,
observaron que la estimulacion aguda con insulina no mostr6 un efecto significativo de los niveles
de p-AKT en ratones macho C57BL/6 alimentados con una dieta rica en grasa, sugiriendo una
alteracion en la sefalizacion de la insulina en el higado de esos animales. El aceite de linaza indujo
la fosforilacion de AKT en el higado de los ratones después de la estimulacion con insulina. Este
efecto se acompafié de una acumulacion de ALA y sus derivados n-3 de cadena larga, EPA y
DPA, en los fosfolipidos de la membrana hepatica. Por el contrario, el aceite de linaza redujo la
incorporacion en la membrana hepatica de AA, acido docosatrienoico (C22:3 n-6) y acido
docosatetraenoico (C22:4 n-6) en comparacion con los ratones alimentados con una dieta alta en
grasa. En esta linea, estudios previos de nuestro grupo (Aiassa et al., 2022, 2025) demostraron
que la ingesta de semillas de Salvia hispanica L. (chia) en el tejido adiposo epididimal (TAE)
restauraba el patron de expresion alterado de p-AKT y aumentaba los niveles de GLUT-4 en ratas

alimentadas con DRS. Estos cambios se acompaiiaron de un aumento de la proporcion de acidos
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grasos poliinsaturados n-3/n-6 en el TAE y retroperitoneal. Ademas, Guelzim et al. (2014)
informaron de valores mas bajos de HOMA-IR y una mayor activacion de las primeras etapas de
la sefalizacion de la insulina (receptor de insulina y p-IRS-1) en el higado de ratas Wistar macho
que fueron alimentadas con una dieta alta en grasa y sacarosa durante 10 semanas, seguida de un
periodo de 4 semanas de restriccion energética con una dieta rica en PUFA n-3 de cadena larga
(EPA y DHA). Esta mejora en la sensibilidad a la insulina se asocid con el enriquecimiento de las

membranas celulares del higado, musculo gastrocnemio y glébulos rojos con PUFA n-3.

En el presente trabajo, el aumento de los PUFA n-3 hepaticos observado en el grupo DRS+Chia
reflejé una mayor conversion de ALA en EPA y DHA. Estos cambios pueden representar un
posible mecanismo de la mejora de la tolerancia a la glucosa, enzimas gluconeogénicas y factores
de transcripcion, y sefializacion de la insulina en ratas alimentadas con una DRS. Teniendo en
cuenta que las semillas de chia contienen diversos compuestos bioactivos ademas del ALA, no se
puede descartar que estos también contribuyan a los efectos beneficiosos observados. Varios
autores describieron que los compuestos presentes en las semillas de chia, como proteinas, fibra,
minerales, compuestos fenolicos (acido rosmarinico, acido cafeico, danshensu, acido clorogénico,
quercetina, miricetina y kaempferol) y los compuestos lipofilicos (carotenoides, tocoferoles,
fosfolipidos y ALA), estan asociados con efectos hipolipemiantes, hipoglucemiantes,
hipotensivos, antioxidantes, antinflamatorios, entre otros (Egea & Fernandes, 2025; Marcinek &
Krejpcio, 2017; Motyka et al., 2023; Oliveiras-Alves et al., 2017; Silva et al., 2021; Ullah et al.,
2016).

En resumen, este estudio aporta nuevos conocimientos sobre los efectos beneficiosos de la semilla
de chia dietaria sobre los mecanismos hepaticos claves implicados en la homeostasis de la
glucosa, inflamacion, fibrosis y estrés oxidativo en un modelo experimental de SM. Estos
hallazgos respaldan su potencial relevancia clinica como intervencion nutricional para el
tratamiento de alteraciones hepaticas asociadas al SM. En este contexto, nuestros hallazgos
adquieren relevancia traslacional y refuerzan/sustentan el uso de las semillas de chia como

estrategia prometedora para el abordaje de las enfermedades hepaticas metabdlicas.

119



CONCLUSION

120



En las ultimas décadas, cambios en los habitos dietarios se han asociado con un incremento en las
alteraciones metabolicas que caracterizan al SM, asi como una mayor prevalencia de la disfuncion
hepatica asociada. Frente a este escenario, el estudio de estrategias nutricionales orientadas a
prevenir, atenuar o revertir estas alteraciones metabolicas resulta de particular interés. En este
sentido, cobra relevancia la evaluacion de abordajes dietarios capaces de modular los mecanismos
fisiopatologicos involucrados. En este escenario, la semilla de Salvia hispanica L. (chia), rica en
acido o-linolénico y otros compuestos bioactivos, ha demostrado efectos beneficiosos sobre un
amplio espectro de alteraciones metabdlicas, lo que la posiciona como una intervencion

nutricional de interés en el abordaje de enfermedades metabdlicas.

El presente estudio demostr6 que la administracion de semilla de chia a ratas dislipidémicas
resistentes a la insulina, alimentadas de forma cronica con una DRS, ejerce efectos beneficiosos
sobre el tejido hepatico, evidenciados por la reduccion del dafio hepatico, del contenido de gotas
lipidicas y del puntaje NAS. Estos efectos se asociaron con una mejora del estrés oxidativo y de
la peroxidacion lipidica, vinculada a la restauracion del sistema de defensas antioxidantes y a la
activacion del factor de transcripcion Nrf2, concomitantemente con la inactivacion de NF-«xB.
Este trabajo proporciona informaciéon novedosa sobre los efectos beneficiosos de la semilla de
chia rica en ALA en algunos mecanismos implicados en la progresion de la esteatosis hepatica a
la fibrosis. Ademads, las semillas de chia muestran nuevos mecanismos de accidén al mitigar la
inflamacion inducida por una DRS. El consumo de semilla de chia moduld la expresion de
citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias. Mas atn, el presente trabajo destaca los efectos
beneficiosos de la semilla de chia sobre la tolerancia a la glucosa, las actividades enzimaticas y
los factores de transcripcion implicados en la neoglucogénesis, asi como algunas moléculas clave
de senalizacion de la insulina, el sensor metabolico AMPK y p-AMPK y el transporte de glucosa
en el tejido hepatico de ratas alimentadas con DRS, un modelo ampliamente reconocido de SM y
trastornos relacionados. Cabe destacar que estos hallazgos se acompafiaron de un enriquecimiento

en PUFA n-3 en los fosfolipidos de la membrana plasmatica del tejido hepatico.

Si bien la semilla de chia es rica en acido o-linolénico (PUFA 18:3, n-3), no podemos descartar
la posibilidad de que otros componentes de la semilla de chia como proteinas, fibras, minerales y
antioxidantes también puedan contribuir a los efectos beneficiosos encontrados en el presente
trabajo. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la semilla de chia podria considerarse un
alimento funcional y una estrategia dietética prometedora para prevenir o atenuar trastornos
metabolicos asociados al desarrollo de SM, incluyendo el dafio hepético, el estrés oxidativo, la
inflamacion, la fibrosis, la alteracion de la sefializacion insulinica y la homeostasis de la glucosa.
Teniendo en cuenta la alta prevalencia de la afeccion hepatica asociada al SM y sus
comorbilidades asociadas, las semillas de chia se perfilan como una intervencion dietética eficaz

para la salud hepatica y el cuidado metabolico general.
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Porultimo, si bien la extrapolacion de estos resultados en animales de experimentacion a humanos
debe realizarse con cautela, el modelo animal empleado resulta 1til para el estudio de los
mecanismos mediante los cuales los nutrientes influyen en el desarrollo y el tratamiento de las

enfermedades metabolicas.
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