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INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) es una de las enfermedades crénicas no
transmisibles (ECNT) mas comunes y con muy alta prevalencia a nivel mundial (Younossi, 2018).
La misma estd caracterizada principalmente por una exacerbada acumulacion de triglicéridos
hepéaticos en ausencia de consumo de alcohol. Esta patologia puede progresar a una
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) con acumulacion de especies lipotdxicas como el colesterol
libre, generando inflamacion, estrés oxidativo y fibrosis, en un contexto de insulino-resistencia
(Hansen, 2017).

La composicion de la dieta y los posibles usos de alimentos funcionales y nutracéuticos pueden
jugar un rol fundamental en la progresion de este tipo de patologias, pudiendo atenuar o empeorar
parametros que contribuyan a su desarrollo y evolucién. En este sentido, las dietas ricas en aceites
con alto contenido de &cidos grasos saturados (como la grasa animal) o elevada relacion n-6/n-3
(como el aceite de maiz o girasol) han mostrado inducir esteatosis hepatica, ganancia de peso e
insulino-resistencia (Pavlisova, 2016). Otros aceites, como el de lino (fuente rica de acidos grasos
de la familia n-3), han mostrado un efecto hipolipemiante (Cicero, 2017), hipotensor (Al-Bishri,
2013) y atenuador de la esteatosis hepatica (Hanke, 2013). Por otro lado, los aceites vegetales
contienen de manera natural otros componentes liposolubles bioactivos como los tocoferoles (TF)
y fitoesteroles (FE). Los TF son nutrientes liposolubles que, entre otros, actian como antioxidantes
naturales cuando reaccionan con los radicales libres solubles en los lipidos de las membranas
celulares (Herrera, 2001). Los FE son esteroles de origen vegetal con una gran variedad de efectos
fisiologicos; dentro de ellos, su accion mas conocida es la reduccion de la absorcién del colesterol
a nivel intestinal (Li, 2022). Estos compuestos demostraron tener efectos benéficos y/o preventivos
sobre el desarrollo de ECNT, como la NAFLD, por lo que se los puede considerar como “lipidos
funcionales”. Sin embargo, estos lipidos se pierden durante el proceso de refinacion de los aceites
vegetales, quedando retenidos en un destilado de desodorizacién (DD), que constituye un
subproducto de la industria aceitera con gran potencial valor nutricional.
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OBJETIVOS

Estudiar los mecanismos involucrados en la prevencion de la acumulacion de colesterol hepético
en dietas ricas en grasa conteniendo aceite de lino y/o suplementadas con DD rico en TFy FE en
ratas Wistar.

METODOLOGIA

Se emplearon ratas Wistar machos jovenes (100 g peso inicial) que fueron aleatoriamente divididas
en 7 grupos (n=6/grupo) los cuales recibieron ad libitum agua de bebida y alguna de las dietas
experimentales durante 60 dias. Los animales del grupo control (S7) recibieron la dieta
recomendada por el American Institute of Nutrition para roedores en crecimiento —AIN-93G- la cual
contiene aceite de soja como fuente de lipidos al nivel del 7% (p/p). Los restantes 6 grupos
recibieron dietas conteniendo altos niveles de lipidos (30%, p/p) provenientes de 3 fuentes: Soja,
Maiz y Lino, con o sin la presencia de destilados de desodorizacién purificados (DD), ricos en FE y
TF; conformando asi los siguientes grupos dietarios: S30 (dieta conteniendo 30% de aceite de soja
obtenida por sustitucioén de 27 g% de almiddn de la dieta S7 por igual cantidad de aceite de soja);
M30, L30 (obtenidas por sustitucién de 27 g% de almidon de la dieta S7 por igual cantidad de aceite
de maiz o lino, respectivamente, alcanzando 30 % de lipidos con 3% de aceite de soja); S30DD,
M30DD y L30DD (obtenidas por suplementacién con 1% -p/p- de DD purificado a las dietas S30,
M30 y L30, respectivamente, equilibrando el nivel lipidico para alcanzar 30%). Luego de los 60 dias
de tratamiento dietario, las ratas fueron anestesiadas con una mezcla ketamina-acepromacina (100
- 1 mg/ Kg) para la toma de muestras de higado y realizacion de las experiencias que se detallaran
a continuacion. En tejido hepatico se cuantificaron los niveles de triglicéridos utilizando una técnica
colorimétrica y fracciones de colesterol (libre y esterificado) a través de una técnica enzimatica
modificada. Luego se evaluaron los niveles de mRNA de enzimas y transportadores claves en el
metabolismo del colesterol hepatico por RT-PCR. Los resultados fueron expresados como
promedios + SEM. La comparacion entre S7 y S30 se realizo utilizando test T de Student. Se realiz6
un Analisis de Variancia (ANOVA 2x3, donde las variables independientes son el tipo de aceite
dietario y la presencia o no de DD purificado), seguido de la prueba de Tukey para las
comparaciones de los grupos a altos niveles de grasa. La significancia estadistica se fij6 a un
p<0,05 y se indica con * en S30 vs. S7 y con diferente letra entre los grupos al 30% de grasa.

El tratamiento de los animales y la metodologia planteada fueron evaluados y aprobados por el
Comité de Etica y Seguridad de la Investigacion de la FBCB (CE2021-32-C).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES
Triglicéridos y colesterol en higado

La esteatosis hepatica esta caracterizada por una acumulacion exacerbada de triglicéridos en los
hepatocitos. Los animales alimentados con dieta S30 mostraron un aumento estadisticamente
significativo de los triglicéridos hepaticos, con respecto al grupo control (Figura 1 A). Este
incremento podria asociarse con la elevada oferta de lipidos de la dieta al 30% de grasa. Estos
resultados se encuentran en concordancia con lo reportado por mdltiples autores, donde el
tratamiento de animales de experimentacion, con distintas dietas high fat (HF), produce un
incremento de los triglicéridos hepaticos, respecto al grupo control. Por otro lado, aquellos animales
que consumieron aceite de lino con y sin DD mostraron una disminucion significativa de los
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triglicéridos en comparacién con los grupos que consumieron otros aceites, demostrando un efecto
preventivo del aceite de lino sobre la esteatosis hepética.

A TAG en higado B
30-

Colesterol en higado

4 [ Esterificado
[ Libre

Se ha demostrado que el
colesterol libre acumulado
a nivel hepético es un
factor critico en el
desarrollo de NASH, por lo
gue el higado recurre a
diversos mecanismos para
mantener la homeostasis.

39 A AC

] B BC B B
1 *
a a b b b b
0
L

mg /g higado
1]
<
mglg higado
"

=
=]
1

En la figura 1B se s & s : s

. &) 5 SN F &L F & o & P P &P
muestran los niveles de = ¥ $ & F ° RN
colesterol total y las Figura 1: Triglicéridos (TAG) y colesterol en higado

fracciones de colesterol

libre y esterificado a nivel

hepatico. Con letras mayusculas sobre las barras se indican diferencias significativas en el
colesterol total; letras minasculas dentro de las barras indican diferencias en las fracciones. Si bien
el consumo de una dieta rica en grasa no incrementd de manera significativa el contenido de
colesterol total (S30 vs. S7), se observé un aumento significativo de los niveles de colesterol libre
y una disminucion de los niveles de colesterol esterificado. Esto demuestra que la dieta rica en
grasa altera la relacién colesterol libre/esterificado, creando un ambiente propenso para la
progresion de una simple esteatosis a un estadio mas severo de la enfermedad de NAFLD. Entre
los grupos alimentados con dietas ricas en grasa el consumo de aceite de lino redujo de manera
significativa los niveles de colesterol total a expensas de una reduccion del colesterol libre. Esto
demuestra que, ademas del efecto benéfico sobre los triglicéridos hepéaticos, el aceite de lino
también previene la acumulacién de colesterol total. Por otro lado, el agregado de DD indujo una
reduccion del colesterol total en S30DD y M30DD en comparaciéon a S30 y M30, respectivamente,
denotando un efecto benéfico por el agregado de TF y FE a las dietas.

Parametros relacionados con la homeostasis del colesterol

En los mecanismos de regulacion de la homeostasis del colesterol se destacan 5 procesos:
biosintesis, esterificacion, captacion, excrecion y sintesis de 4cidos biliares. El exceso de colesterol
hepatico es excretado a través de la bilis como tal o como sales biliares, mediado por los
trasportadores ABC (ATP-binding cassete): ABCG5 y ABCGS8. La sintesis de acidos biliares esta
regulada por las enzimas de la familia citocromo p450, CYP27AL1 principalmente. Los resultados
indican que el aceite de lino increment6 la expresion de ABCG5 y ABCGS8 (Figura 2 Ay B) y de
CYP27ALl (Figura 2 E). La suplementacion con DD revirti6 este efecto en L30DD. Por otro lado,
tanto la expresion de ABCG8, como de CYP27A1, aumentd de manera significativa en M30DD vs
M30. La HMG-CoA reductasa es la enzima limitante en la sintesis de colesterol y su expresion esta
regulada por el factor de transcripcion SREBP-2. En relacion con los resultados, la expresion de
HMGCR (Figura 2 C) aumenté de manera significativa en L30 vs S30. El agregado de DD revirtio
este efecto. Estos resultados no se correlacionaron con la expresion de SREBP2 (Figura 2 F). La
esterificacion se encuentra regulada principalmente por ACATZ2, la cual mantiene el balance entre
el colesterol libre y ésteres de colesterol. Los niveles de mRNA de ACAT2 aumentaron de manera
significativa en L30 vs S30 (Figura 2 D) y esto se vio revertido por el agregado de DD. De manera
inversa, el agregado de DD indujo un aumento significativo en M30DD vs M30.
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Figura 2: Parametros relacionados a la homeostasis del colesterol

Estos resultados sugieren que el aceite de lino conduce a una disminucion de colesterol hepatico
favoreciendo su excrecion biliar ya sea como colesterol libre o sales biliares y su esterificacion. Se
requieren mas estudios para determinar el efecto de los DD sobre los niveles de colesterol hepatico.
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