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ANTECEDENTES

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (HGNA) es una patologia muy comun en
paises occidentales, afectando al 20-30% de la poblacién adulta, constituyendo un
problema para la salud publica a nivel mundial. El HGNA se define como la acumulacién
de lipidos dentro de los hepatocitos (superior al 5%
del peso del higado), asociado a la dieta, en ausencia de una ingesta excesiva de alcohol
y sin alguna otra causa patolégica [1-3]. De acuerdo a lo reportado por Abenavoli et al. [1]
y Than y Newsome [2] el HGNA se ha encontrado en un 80-90% en personas con
obesidad, en un 30-50% en pacientes con diabetes y por encima de un 90% en pacientes
con hiperlipidemia. Estudios han estimado que del 2-3% de los pacientes con HGNA
desarrollan esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), en la cual ya hay presencia de
inflamacion del hepatocito, y ésta a su vez puede progresar a fibrosis avanzada, cirrosis y
en dafios mas graves, que derivan en hepatocarcinoma [4,5]. En Estados Unidos la EHNA
es la tercera causa de trasplantes de higado, por debajo de la hepatitis C y las
enfermedades hepaticas derivadas del alcoholismo; sin embargo, se estima que para el
afio 2020 al 2025 podria ser la causa namero uno, debido al aumento progresivo de
personas con obesidad [6].

Los mecanismos involucrados es el progreso de esteatosis a esteatohepatitis ain no son
totalmente reconocidos, pero se ha demostrado que el incremento de la adiposidad
visceral y la resistencia a la insulina, ademas de la liberacion de los acidos grasos libres
juegan un papel importante en el desarrollo de la esteatosis [7]. Day et al. en 1998 [8]
propuso el modelo actual del desarrollo de esteatosis, el cual se define en dos preceptos.
El primero que se presenta con la acumulacién de triglicéridos y acidos grasos libres en
los hepatocitos como consecuencia del aumento del flujo de grasa dietética, la resistencia
a la insulina y el incremento de la lipogénesis hepatica. En el segundo precepto se
involucra la peroxidacién de lipidos, pérdida de funcionalidad mitocondrial e inflamacion
gue son resultado del dafio en los hepatocitos y el desarrollo de fibrosis hepatica.

Dentro de las terapias para el tratamiento del HGNA en estado primario, se incluyen los
cambios en el estilo de vida y alimentacion, agentes farmacolégicos y cirugia bariatrica. La
primera terapia mencionada incluye la reduccion en la ingesta de grasas saturadas y
totales y azlcares refinados y un incremento de frutas y verduras en la dieta diaria, la
dieta mediterranea que incluye este tipo de alimentos ha sido sugerida como una terapia
efectiva contra la enfermedad de higado graso, ya que esta asociada con la disminucion
de incidencias en enfermedades como las cardiovasculares, desérdenes metabdlicos y
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algunos tipos de cancer [1,2,9]. El efecto protector es atribuido en parte, a la alta
concentracién de antioxidantes que presenta la dieta. Los vegetales son las fuentes mas
importantes de compuestos antioxidantes que promueven beneficios a la salud, como ha
sido reportado en numerosas ocasiones [10]. A pesar de que los mecanismos exactos de
los efectos protectores no estan completamente entendidos, se piensa que los
carotenoides, el acido félico y las fibras tienen un efecto en la prevencion del estrés
oxidativo [11].

Por otro lado, los carotenoides se acumulan mayoritariamente en el higado, esto produce
un efecto positivo en el metabolismo del hepatocito, regulando el estrés oxidativo celular y
en consecuencia, equilibra la disponibilidad y eliminacion de los lipidos, lo que se deriva
en patologias hepaticas. Todo lo anterior se debe, a la alteraciéon de la B-oxidacion de
acidos grasos y la secrecion de lipoproteinas [12]. La B-oxidacion de lipidos en la
mitocondria se reduce, contribuyendo a la acumulacién de acidos grasos, fomentando la
aparicién de especies reactivas al oxigeno, favoreciendo la apoptosis del hepatocito, que
conlleva a las lesiones irreversibles del higado [12-14]. Por ello es importante, establecer
la accién de los carotenoides, sobre la B-oxidacion de &acidos grasos, la regulacion del
transporte de lipidos por las lipoproteinas y la regulacion de enzimas involucradas en
dichos procesos metabdlicos como la hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMGCR), ya que
podria utilizarse durante el tratamiento dietético de la enfermedad. Estudios previos
realizados en el grupo de investigacion [15-17] han puesto de manifiesto que el licopeno
del tomate puede tener un efecto regulador sobre el metabolismo lipidico en ratas con
esteatosis inducida. Por tal motivo, el objetivo general de este trabajo ha sido evaluar el
efecto del consumo de los carotenoides de las espinacas (B-caroteno y luteina,
mayoritariamente), en la acumulacién y metabolismo de colesterol y en el contenido de los
acidos grasos presentes en higados de ratas con esteatosis inducida.

MATERIAL Y METODOS

El protocolo experimental de este trabajo ha sido aprobado por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Murcia y por la Direccion General de
Ganaderia y Pesca de la C.AR.M. (N° A1320140701). Para lograr los objetivos, se
emplearon ratas macho adultas Sprague-Dawley (8 semanas), las cuales se agruparon
(n= 6 ratas/grupo) en 6 grupos experimentales: NC (dieta estandar), HC (dieta grasa), NA
(dieta estandar + 5% de espinacas), HA (dieta grasa + 5% de espinacas), NB (dieta
estandar + 2.5% de espinacas) y HB (dieta grasa + 2.5% de espinacas). Para inducir la
esteatosis, durante dos semanas se administro la dieta grasa (Atherogenic rodent diet TD-
02028; Harland Laboratories) (sin carotenoides), y tras este lapso se inicié el periodo
experimental de cinco semanas de acuerdo a los 6 grupos establecidos. Al finalizar el
tiempo de ensayo las ratas fueron sacrificadas, obteniéndose las muestras biologicas de
higado las cuales fueron tomadas para determinar el contenido de carotenoides, de acidos
grasos y de colesterol empleando un kit de extraccién y preparacion (MAK 174 y MAK
175, Sigma Aldrich) para su posterior andlisis mediante GC-FID. También se determiné
la actividad de la enzima HMGCoA reductasa segun la metodologia descrita por
Venugopala y Ramakishnan [18]. Los resultados fueron evaluados mediante andlisis
estadistico (p < 0.05) empleando el software Minitab 17.0
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios anteriores [19] demostraron que las espinacas tienen un contenido mayoritario
de luteina como principal carotenoide (943.8 + 28.4 ug/g) y siendo este carotenoide el de
mayor concentracion en la dieta administrada, con un consumo promedio diario de 65.5
Mg para el grupo NA, 20.63 pg para NB, 53.21 pg para HA y por ultimo, 20.63 ug para el
grupo HB. Con los consumos anteriores, se alcanz6 una acumulacion de carotenoides en
higado de 1.45 pg/g para el grupo HA, 0.29 ug/g para el grupo HB, y 0.20 ug/g para el
grupo NA, para el grupo NB no se detectd presencia de carotenoides. Se observaron,
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos H y N, en el contenido de carotenoides
acumulado en el higado, hecho que estaria asociado con la presencia de grasa en la dieta
como ya ha sido reportado por During y Harrison [20] y Reboul et al. [21], y también, con
la concentracion de carotenoides presentes en la dieta. Sin embargo, la luteina tuvo
mayor acumulacion en el bazo (0.6 ug/g) siendo el carotenoide mayoritario en este 6rgano
(84.5% del total de carotenoides) para el grupo H y sin deteccién de carotenoides para el
grupo N.

El contenido de colesterol en los higados de las ratas se presenta en la Tabla 1,
observando un mayor contenido de éste en el grupo H. No obstante, la influencia de la
presencia de carotenoides sobre el contenido de colesterol del higado fue positiva,
notando reducciones significativas (p<0.05) con respecto al control. La reduccién fue del
93% para el grupo HB vs HC y del 97.5% para el grupo HA vs HC, observando en el grupo
HA concentraciones similares a las del grupo N. Estos resultados sugieren que los
carotenoides en la dieta podrian estimular la transformacién del exceso de colesterol en el
higado a sales biliares y su consecuente excrecioén via intestinal [22], ya que se encontrd
gue los niveles de lipoproteinas y colesterol séricos no tenian diferencia entre los grupos y
se mantuvieron dentro de los rangos normales séricos [19,23].

Tabla 1. Contenido de colesterol (mg/100 g) en muestras de higado de los grupos
experimentales analizados al final del periodo de intervencion

Contenido de carotenoides

Dieta Control (C) Alto (A) Bajo (B)
Normal (N) 223.9 + 46.3 ab* 192.5+45b 275.0 +48.5 a*
Hipercolesterolémica (H) 6048 + 2801 a* 233.4+50b 647.8+229.0 c*

Los valores se presentan como promedio + desvest. Las letras diferentes muestran diferencia significativa estadistica
entre los grupos C, Ay B, después de llevar a cabo un ANOVA (p <0.05)
* Diferencia significativa estadistica después de realizar una prueba t entre los grupos Ny H (p<0.05)

En cuanto al contenido de &cidos grasos en el higado (Tabla 2), se aprecia que la
presencia de carotenoides en la dieta favorece la sintesis de &acidos grasos
poliinsaturados en los grupos N, aumentando el contenido en un 62.5% para el grupo NA
y 61.85% para el NB, hecho que se correspondié con la disminucién del contenido de
acidos grasos monoinsaturados y saturados, favoreciéndose la via desaturasa en el
metabolismo de &cidos grasos. Ademas, se observa que los carotenoides influyen en el
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tipo de acidos grasos poliinsaturados aumentando la sintesis de los acidos grasos EPA y
DHA, lo que disminuye la relacion w-6/w-3 para el grupo NA. En el caso de los animales
con esteatosis (grupos H), se observa la misma tendencia de aumento de &acidos grasos
poliinsaturados y disminucion de acidos grasos monoinsaturados y saturados, aunque los
cambios de concentraciéon son muy pequefios debido al alto contenido de lipidos de la
dieta. También se observd, cambios en la relaciéon w-6/w-3 en el grupo HA constatando el
cambio en el metabolismo de los lipidos en el higado.

Tabla 2. Contenido total de grasa y concentracién de acidos grasos de las muestras de higado de los grupos experimentales analizados
al final del periodo de intervencion

Acidos grasos (mg/g) NC NA NB HC HA HB
AGS 38.19+2373a 1338+260b* 13.22+156b* 26.23 + 4.94 31.52+6.15*  33.54+1224*
AGM 18,56+ 17.92 * 473+182* 4.69+0.92* 3548+3.81*%  46.29+9.82*  48.43+1253*
AGP 19.23 +8.12 15.46+281*  1534+226* 2092+1.95b 30.16+7.43a* 29.62+5.16ab*
AGT 76.0+47.2 33.56 + 7.06 * 33.25+45* 82.63+9.75 107.97 £ 20.15 * 1116 £29.1*
Total w-3 1.95+0.97 1.99+0.28* 145+0.18* 1.48+0.32¢c 297+058a* 238+032b*
Total w-6 17.28+7.21 13.47 +2.56 * 13.88 + 2.09 * 19.44 + 1.68 27.19+7.18* 27.24 +4.96 *
AGS/AGT (%) 50.13+6.22a* 39.99+172b* 39.84+1.14b* 31.58 +2.67 * 29.24 £2.07 * 29.63 + 2,58 *
AGM/AGS (%) 43.64 + 16.65 * 3452+6.05%  3543+4.66* 137.42+18.38* 146.75+10.77* 147.56 + 15.79
AGP/AGT (%) 28.47+7.85b 46.26+195a* 46.08+1.17a* 25.38£0.88 27.93+4.66* 26.96 £ 2.38 *
w-6/w-3 (%) 9.10+163a* 6.77+0.58b * 954+054a* 1341+18la* 9.29+2.60b* 11.48 £ 1.68 ab *

Los valores se expresan como media + desvest. Las diferentes letras muestran diferencias significativas entre los grupos C, Ay B, después de realizar un ANOVA de
una viay aplicar los test Tukey y Games-Howell de separacién de medias (p<0.05).

* Diferencia significativa estadistica después de realizar prueba t entre los grupos NC vs HC, NA vs HA y NB vs HB.

Abreviaturas: AGS, acidos grasos saturados; AGM, acidos grasos monoinsaturados; AGP, acidos grasos poliinsaturados; AGT, &cidos grasos totales; w-3, acidos
grasos insaturados w-3; w-6, acidos grasos insaturados w-6.

En cuanto a la actividad de la enzima HMGCoA reductasa, los resultados no mostraron
diferencias significativas entre los diferentes grupos de experimentacién obteniéndose una
relacion media HMG-Mevalonato de 2.65. Lo que indica que los compuestos bioactivos
presentes en las espinacas no influyen sobre la enzima responsable de la sintesis del
colesterol en el higado, por lo que los mecanismos del efecto hipocolesterolemico estarian
regulados a través de otras rutas metabdlicas.
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