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Introduccion

La enfermedad hepatica del higado graso (NAFLD) es la alteracidn hepatica mas comun
en los paises desarrollados. Comprende un espectro que abarca desde una simple esteatosis, a
esteatohepatitis, fibrosis e incluso cirrosis y fallo hepatico. Se produce como consecuencia de
una acumulacidon excesiva de triglicéridos en el higado, sin el consumo de cantidades
significativas de alcohol. A pesar de que la esteatosis simple pueda parecer benigna, esta puede
progresar a esteatohepatitis (NASH), caracterizada por procesos de estrés oxidativo, inflamacion

y dafo hepatico, que puede avanzar a un estado de fibrosis (Hui-Hui y Jason Pik-Eu, 2010).

Esta enfermedad solia se ha descrito habitualmente en la poblacidn adulta; sin embargo,
actualmente su prevalencia estd aumentando en la poblacién juvenil e infantil, debido al
aumento de obesidad en estos grupos de la poblacién (Browning et al., 2004). NAFLD esta
fuertemente asociada a la obesidad, la resistencia a la insulina, la hipertensién y la dislipemia.

De hecho, se considera la manifestacidon hepatica del sindrome metabdlico (Ahmed et al., 2009).

Ademas, esta patologia representa un importante riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular. El higado de pacientes con NALD produce una mayor cantidad de factores
aterogénicos como citoquinas proinflamatorias y particulas LDL, las cuales son mas susceptibles
de ser oxidadas por el aumento de la peroxidacién lipidica generada en este estado patolégico.
Ademas, el perfil lipidico en NAFLD se ve alterado, halldndose mayores concentraciones
plasmaticas de triglicéridos, colesterol LDL y menores de colesterol HDL. Todo ello supone una

amenaza para el desarrollo de eventos cardiovasculares (Fon Tacer y Rozman, 2011).

La teoria propuesta mas aceptada sobre la patogénesis de NAFLD es la teoria de los dos
impactos o hits. El primer hit explica que la causa principal que conlleva la acumulacion de
triglicéridos es la resistencia a la insulina. El segundo hit atribuye la aparicion de esteatohepatitis
al aumento del estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y procesos inflamatorios (Tessari et al.,

2009).

Actualmente, no existe un tratamiento aceptado para esta patologia (Ayala et al., 2008).
El tratamiento que se aplica es la modificacién del estilo de vida, incluyendo cambios dietéticos
y aumento de ejercicio fisico, para conseguir una pérdida de peso, y en algunos casos, farmacos
gue puedan paliar la resistencia a la insulina o que contribuyan con la disminucién del peso
corporal. Respecto a las estrategias nutricionales recomendadas encontramos el consumo de

una menor ingesta de grasa total, especialmente de grasas saturadas y grasas trans, aumento
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de frutas y verduras y reduccion de azucares simples. En este sentido la dieta Mediterranea ha
sido propuesta como un modelo adecuado a seguir. De hecho, varios estudios han observado
una mejoria en aquello pacientes con NAFLD que siguieron este modelo dietético (Ryan et al.,

2013; Kontogianni et al., 2014).

El tomate y productos derivados son un componente fundamental de la dieta
Mediterrdanea y suponen un importante aporte de antioxidantes como las vitaminas C y E,
carotenoides, como el licopeno y el B-caroteno, y compuestos fendlicos (Willcox et al., 2003;
Periago et al., 2009; Garcia-Valverde et al., 2011). El tomate es la principal fuente de licopeno,
carotenoide con mayor poder antioxidante por su capacidad de proteccion frente a las especies
reactivas de oxigeno. Esta caracteristica ha atraido el interés de la comunidad cientifica por su
capacidad de proteger frente a enfermedades crdnicas asociadas en su mayoria a una situacion
de estrés oxidativo, como son el cancer y la enfermedad cardiovascular (Mordente et al., 2011).
Existen numerosos estudios que demuestran efectos beneficiosos del consumo de tomate y
especialmente del consumo de licopeno. Entro estos efectos destaca su accién como agente
hipocolesterolémico (Navarro-Gonzélez et al., 2014), potente antioxidante (Visioli et al., 2003;
Jamshidzadeh et al., 2008), modulador del sistema inmune y de la respuesta inflamatoria (Riso
et al., 2006; Jacob et al., 2008; Tsitsimpikou et al., 2014). Ademas, algunos estudios describen
que puede ejercer un efecto preventivo o paliativo de la enfermedad del higado graso
(Bahcecioglu et al., 2010; Wang et al., 2010). Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos
exactos por los que se genera NAFLD y en relacidn a esta patologia, los mecanismos que puede

ejercer el licopeno procedente de la ingesta de tomate.

Por este motivo, en la presente Tesis Doctoral nos hemos planteado como objetivo
general estudiar los posibles mecanismos que el licopeno, procedente de la ingesta de zumo de
tomate, puede estar ejerciendo sobre el metabolismo lipidico en el higado. Elucidar las formas
de actuacion del licopeno podria ser interesante, especialmente para mejorar las estrategias
nutricionales recomendadas en la enfermedad del higado graso. Ademads, conocer los
mecanismos que se producen en la NAFLD vy las alteraciones que conlleva, contribuiria a su

prevencion y/o diagndstico precoz, evitando de ese modo muchas complicaciones.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. METABOLISMO HEPATICO

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo y esta implicado en numerosas rutas
metabdlicas, entre las que se encuentra la regulacion de hidratos de carbono, lipidos y proteinas.
Ademas, realiza funciones como sintesis de hormonas esteroideas, desintoxicacion de farmacos

y conjugacion de la bilirrubina (Figura 1.1).

1.1.1. Funcion del higado en el metabolismo de los carbohidratos

El higado ejerce una funcién fundamental en el metabolismo de los carbohidratos, tanto

en condiciones de ayuno como tras la ingesta de alimento.

En condiciones de ingesta, la glucosa absorbida a nivel intestinal es transportada a través
de la vena porta al higado. Una vez alli, la glucosa penetra al interior del hepatocito mediante
los transportadores de glucosa 2, cuya accién no depende de la insulina. Por tanto, la absorcion
de glucosa por los hepatocitos es proporcional a la concentracién plasmatica. Una vez dentro
del hepatocito, la glucosa es fosforilada para formar glucosa-6-fosfato (G6P) por la enzima
glucoquinasa, que tiene la caracteristica de que, bajo condiciones fisioldgicas, no se ve afectada
por su producto, G6P. Este hecho propio del higado le otorga la caracteristica de fosforilar la
glucosa cuando las concentraciones plasmaticas son elevadas y de liberarla cuando aumentan

las necesidades (Nuttall et al., 2008).

La G6P puede ser empleada en la glucolisis, cuando aumenta la demanda de energia, o
puede dar lugar a la sintesis de glucdgeno, cuando disminuyen las necesidades energéticas. La
glucolisis se produce en el citosol y da lugar a la obtencién de piruvato. El glucégeno almacenado
también puede ser degradado por la enzima glucégeno fosforilasa (GP) para producir G6P, que
puede dirigirse a la ruta de la glucolisis o ruta de las pentosas fosfato o transformase en glucosa
por accién de la enzima glucosa 6-fosfatasa, si aumentan las necesidades. El piruvato puede
entrar al ciclo de Krebs en la mitocondria por la via del Acetil-CoA para formar citrato. El citrato
también puede incorporarse a la ruta del proceso de lipogénesis por la via del Acetil-CoA para

producir triglicéridos y colesterol en el citosol. Las enzimas implicadas en los procesos de
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lipogénesis estan reguladas por la insulina, al igual que la formacidn de glucégeno. (Gyamfi et

al., 2010).

Gluconeogénesis

La gluconeogénesis es la ruta metabdlica anabdlica que permite la sintesis de glucosa a
partir de fuentes no glucidicas, y el higado es el principal drgano con una funcién esencial en

este proceso.

Los principales sustratos implicados en esta ruta son el lactato, piruvato, glicerol,
aminoacidos y metabolitos intermediarios del Ciclo de Krebs. La regulacién de la
glucogenogénesis depende principalmente de dos factores: 1. Regulacién hormonal de las
enzimas implicadas en dicha ruta y 2. Tasa de producto disponible. La hormona glucagén activa

la ruta de la gluconeogénesis y la insulina la inhibe (Frayn et al., 2003).

1.1.2. Funcién del higado en el metabolismo de los lipidos

El higado desempeiia funciones tanto catabdlicas como anabdlicas en lo que respecta al
metabolismo de los lipidos (Figura 1.2). Los acidos grasos presentes en el organismo proceden
principalmente de los lipidos ingeridos a través de la dieta. Mds del 95 % de los lipidos ingeridos
son absorbidos a través del intestino delgado e incorporados directamente al torrente
sanguineo, en el caso de acidos grasos de cadena corta y media, o formando parte de
guilomicrones, cuando se trata de acidos grasos de cadena larga, triglicéridos, fosfolipidos y
colesterol. Ademas de los quilomicrones, las lipoproteinas VLDL, formadas en el higado, y el
proceso de lipolisis que tiene lugar en el tejido adiposo, son los responsables de la presencia de
acidos grasos en el torrente sanguineo. En general, los acidos grasos se incorporan al higado
para sufrir un proceso de oxidacién o para dar lugar a la formacion de triglicéridos (Sanchez Pozo

y Gil Hernandez, 2010; Fon Tacer y Rozman, 2011).

Oxidacion de dcidos grasos

La oxidacion de los acidos grasos se lleva a cabo mediante la B-oxidacion, proceso que
tiene lugar en la mitocondria, aunque también puede darse en otros organulos como los

peroxisomas (Reddy y Hashimoto, 2001), implicados en el metabolismo de una gran variedad de
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acidos grasos, especialmente los de cadena muy larga y los ramificados. Existen otras rutas de
oxidacion de acidos grasos, como la a- y w-oxidacion mediadas por la familia del citocromo P450
4A en el reticulo endoplasmatico. Los citocromos P450 pertenecen a una gran familia de
hemoproteinas que catalizan la oxidacién de componentes enddgenos y exdgenos, incluyendo
los acidos grasos. Estos sistemas de oxidacién fuera de la mitocondria son esenciales durante
los periodos en los que el flujo de acidos grasos al higado se ve incrementado. Por tanto, diversos
agentes, conocidos como proliferadores del peroxisoma, como los acidos grasos y moléculas
derivadas de estos, pueden actuar como estimuladores de la proliferacidon del peroxisoma, lo
que se asocia con un incremento en la expresidon de genes implicados en la B-oxidacion

peroxisomal (Wei et al., 2008; Gyamfi et al., 2010).

La oxidacién hepatica de los acidos grasos tiene lugar del siguiente modo: los acidos
grasos procedentes del torrente circulatorio se incorporan al interior de los hepatocitos a través
de la unién de una serie de transportadores presentes en la membrana externa. Una vez dentro
del citosol se unen a proteinas especificas que les permiten desplazarse y poder activarse
mediante la formacion de un tioester con la coenzima A, proceso catalizado por la enzima acil-
CoA sintetasa presente en la membrana externa de la mitocondria para producir derivados acil-
CoA de los 4cidos grasos (Kalant y Cianflone, 2004). Los acidos grasos de cadena corta y media
tienen la capacidad de atravesar la membrana mitocondrial interna mediante un mecanismo de
difusién, mientras que los acidos grasos de cadena larga requieren un mecanismo de transporte
especializado, ya que por si mismos no pueden atravesarla. Por este motivo los dcidos grasos
de cadena larga (acidos grasos con mas de 12 atomos de carbono) se unen a la carnitina
mediante la enzima carnitina-palmitoiltransferasa 1 (CPT-1), sustituyendo el grupo CoA por la
molécula de carnitina, y son transportados como derivados de la carnitina (acilcarnitina) para
poder acceder al interior de la membrana mitocondrial interna. Una vez alli, tiene lugar la
reaccion inversa, es decir, se forma de nuevo carnitina y el derivado acil CoA mediante la enzima
carnitina-palmitoiltransferasa 2 (CPT-2). Finalmente, los grupos acil CoA sufren el proceso de la
B-oxidacidn, siendo degradados por eliminacién secuencial de dos atomos de carbono a partir
del final del acido graso, dando lugar a moléculas acetil-CoA (Wei et al., 2008). Este proceso
genera también una molécula de NADH y FADH2, que se emplean como fuente de energia en la
cadena respiratoria. El acetil-CoA producido se dirige principalmente al ciclo tricarboxilico o ciclo
de Krebs para la obtencidn de energia, aunque si se genera en exceso es convertido en
acetoacetato e 3-hidroxibutirato mediante el proceso denominado cetogénesis. El acetoacetato
puede sufrir una descarboxilacién y dar lugar a acetona. Estos tres productos, 3-hidroxibutirato,

acetoacetato y acetona se denominan cuerpos cetdnicos y son producidos principalmente en el
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higado y liberados al torrente sanguineo, ya que este drgano no puede utilizarlos como sustrato
energético por carecer de la enzima HMG-CoA liasa, necesaria para ello. Una vez en circulacion,
los cuerpos cetdnicos son consumidos por los tejidos periféricos, como el musculo esquelético
y la corteza renal. Los cuerpos cetdnicos se producen cuando la degradacién de los acidos grasos
no puede completarse, bien debido a que la cantidad de acidos grasos es muy elevada o bien
porque falta glucosa. Aunque el uso principal de los cuerpos cetdnicos es como sustrato
energético, también pueden ser destinados a la sintesis de acidos grasos y colesterol (Cahill y

Veech, 2003, Browning y Horton, 2004; Koek et al., 2011).

Regulacion de la oxidacion de dcidos grasos

La B-oxidacidn estd regulada por la disponibilidad de acidos grasos, que a su vez depende
de los acidos grasos liberados a sangre procedentes de los triglicéridos almacenados en el tejido
adiposo y cuya regulacidn estd a cargo de la lipasa sensible a hormonas. Otra forma de
regulacién consiste en la inhibicidn de la enzima CPT-1 por la presencia de malonil-CoA,
intermediario del proceso de lipogénesis. Por otra parte, la insulina inhibe la B-oxidacion
incrementando la concentracién de este sustrato mediante la activacion de acetil-CoA
carboxilasa (ACC) y por estimulacion del proceso de esterificacion para la formacién de
triglicéridos. Sin embargo, el glucagdn ejerce un efecto contrario, ya que favorece la oxidacién
de los acidos grasos, probablemente por su efecto sobre la enzima CPT-1. En la regulacion a
largo plazo, los receptores PPARs tienen una funcion esencial. Estos receptores (PPARa, PPARy
y PPARS) se expresan principalmente en tejidos implicados en el metabolismo de acidos grasos,
entre los que se encuentra el higado (Gyamfi et al., 2010; Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010).
El receptor PPARa esta fuertemente implicado en la regulacion de la expresiéon de genes
implicados en la oxidacién hepatica de 4acidos grasos tanto mitocondrial como
extramitocondrial, y por tanto, cualquier defecto en la expresién de estos genes supondria la

alteracion del grado de oxidacion hepatica de acidos grasos (Rao y Reddy, 2004).

Sintesis de lipidos

Los lipidos ingeridos a través de la dieta son transportados por el torrente sanguineo
unidos a unas lipoproteinas denominadas quilomicrones. Los quilomicrones van liberando
triglicéridos por el torrente mediante la actuacidon de la lipoproteina lipasa presente en el

endotelio vascular, que los degrada en acidos grasos y glicerol para que sean incorporados en
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los diferentes tejidos. El quilomicrén remanente se dirige al higado para aportar los lipidos
restantes, que no han sido utilizados por los tejidos periféricos. En funcidn del estado energético,
los acidos grasos presentes en el higado pueden ser esterificados para formar triglicéridos y asi
almacenarse como reserva energética en los hepatocitos y también pueden ser secretados a la
circulacion mediante lipoproteinas VLDL, que transportan esta grasa a los tejidos que la
requieran (Koek et al., 2011). La sintesis de lipidos en el higado tiene lugar, por tanto, a través
de la utilizacién de los 4cidos grasos procedentes del tejido adiposo blanco o mediante el
proceso de lipogénesis de novo a partir de los glicidos en exceso. La sintesis de novo de lipidos
a partir de componentes no lipidicos, como la glucosa, se lleva a cabo en el citosol de los
hepatocitos a partir del acetil-CoA. Debido a la impermeabilidad de la membrana interna
mitocondrial al paso del acetil-CoA, es necesaria su conversidn a citrato mediante la enzima
citrato sintasa para poder lograr su entrada al citosol. Una vez en su interior, el citrato es
degradado por la enzima ATP/citrato liasa para regenerar la molécula de acetil-CoA y esta es
carboxilada por la enzima ACC para formar malonil-CoA. La sintesis de acidos grasos se produce
a partir de intermediarios de acetil-CoA y malonil-CoA, mediante la adiciéon de dos unidades de
carbono por la enzima acido graso sintasa. Por otra parte, los acidos grasos sintetizados pueden
combinarse con gliceraldehido 3-fosfato (producto intermediario de la glucolisis) para formar

triglicéridos y fosfolipidos (Wei et al., 2008; Fon Tacer y Rozman, 2011).

Regulacion de la sintesis de lipidos

La enzima ACC es la enzima principal de la regulacién de la sintesis de acidos grasos
debido a su funcién sobre la sintesis de malonil-CoA. Esta enzima se activa cuando existe
abundancia de energia y se inhibe cuando se genera un déficit de energia. Estos cambios de
activacidn y desactivacion ocurren por medio de la via de desfosforilaciéon y fosforilacidn,

respectivamente (Wei et al., 2008; Gyamfi et al., 2010).

Ademas, la enzima ACC puede ser regulada de forma hormonal, a través de la insulina.
Cuando existe energia suficiente en el organismo los niveles de insulina se elevan y estimulan la
activacion de la enzima ACC, aumentando los niveles de malonil-CoA y por tanto, inhibiendo la
oxidacion de dacidos grasos y promoviendo la sintesis y esterificacion de acidos grasos y su
almacenamiento. Por el contrario, cuando existe un déficit energético, el glucagdn inhibe el
proceso de desfosforilacién, evitando de ese modo la activacién de la enzima ACC y bloqueando

la sintesis de acidos grasos (Gyamfi et al., 2010).
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Por otra parte, la insulina favorece la activacién de SREBP-1c, un factor importante de
transcripcién que regula una serie de genes que promueven el proceso de lipogénesis. Sin
embargo, se ha observado que SREBP-1c no puede actuar sélo en la expresiéon de genes
implicados en los procesos de lipogénesis y glucolisis (Denechaud et al., 2008). Existe otro factor
de transcripcién denominado ChREBP que se activa en presencia de glucosa (Uyeda y Repa,
2006). La glucosa actua a través de su intermediario, xilosa 5-fosfato, generado por la ruta de
las pentosas fosfato no oxidativa, que favorece el proceso de desfosforilacién y activa el factor
ChREBP, que promueve la expresion de las regiones de los genes que participan en los procesos
de glucolisis y lipogénesis. Por este motivo, cuando hay un exceso de carbohidratos, el higado
transforma la glucosa en grasa con el objetivo de controlar los niveles plasmaticos de glucosa y

evitar la hiperglucemia (Ishii et al., 2004; Postic et al., 2007)

Sintesis de colesterol

El higado es el drgano principal regulador de la sintesis, distribucidn y excrecion de
colesterol. La mayor parte de los tejidos tienen la capacidad de sintetizar colesterol pero no
llegan a desarrollarla debido al suministro continuo que el higado proporciona a los tejidos
mediante las lipoproteinas, por lo que dicha entrada de colesterol inhibe su sintesis en los tejidos

periféricos (Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010).

En el higado la inhibicion de la sintesis de colesterol tiene lugar cuando es aportado a
través de la dieta, que llega al higado transportado en los quilomicrones remanentes. Por este
motivo, el higado sdlo desencadena la sintesis de colesterol cuando el aporte dietético es

insuficiente (Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010).

La sintesis de colesterol se produce a partir del hidroximetilglutaril CoA al igual que los
cuerpos cetonicos pero con la diferencia del organulo en el que se produce. Los cuerpos
cetdnicos se sintetizan en las mitocondrias y el colesterol en el reticulo endopldasmico. El
proceso de sintesis transcurre del siguiente modo: a partir del hidroximetilglutaril CoA se forma
acido mevaldnico por accién de la enzima hidroximetilglutaril CoA reductasa (HMG-CoA-R). El
acido mevaldnico da lugar a un isopreno activo que forma la base fundamental de la estructura
del colesterol. Son necesarios seis isoprenos para generar escualeno, que a su vez, se cicla
formando la molécula de lanosterol y tras la pérdida de tres grupos metilo se origina finalmente

la molécula de colesterol (Van der Wulp et al., 2013).
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La regulacidon de la sintesis de colesterol se lleva a cabo principalmente por la enzima
HMG-CoA-R y otros mecanismos (Brown y Goldstein, 1980). Esta enzima puede activarse o
desactivarse mediante procesos de fosforilacion-desfosforilacién por una proteina quinasa
activada por AMP. De este modo, cuando los niveles de ATP son bajos, aumenta el AMP y se
desactiva la sintesis. Por otro lado, la expresion de la enzima esta regulada por la proteina SREBP
(proteina de unidon a elementos de respuesta regulados por esteroides) que se produce
Unicamente cuando existe escasez de colesterol. Por ello, cuando existe una cantidad adecuada
de colesterol la sintesis de la enzima se desactiva (Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010; Edwards

y Ericsson, 1999; Itsvan y Deisenhofer, 2001).

El colesterol presente en el organismo, como se menciona anteriormente, puede
proceder de la dieta o de la sintesis enddgena llevada a cabo por el higado, siendo esta ultima
via la principal fuente de colesterol del ser humano. Esta homeostasis implica el desplazamiento
del colesterol entre los distintos tejidos periféricos y el higado. El higado regula la biosintesis de
novo de colesterol, la excrecidn de colesterol a través de la bilis, la secrecién de colesterol al
torrente sanguineo a través de las lipoproteinas VLDL, la modulacion de los receptores que
median su absorcidn a nivel celular, la formacidn de ésteres de colesterol y su almacenamiento

(Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010).

En este sentido, para conseguir una adecuada homeostasis del colesterol es
fundamental la funcidn de los receptores hepaticos X de colesterol (LXRs) (Sharpe et al., 2013).
Se trata de receptores nucleares que se activan por la presencia de oxisteroles endégenos, es
decir, derivados oxidados del colesterol. Los receptores LXRs actuan como sensores de
colesterol, por tanto, cuando los oxisteroles se acumulan como resultado de un incremento de
las concentraciones de colesterol, LXRs inducen la transcripcion de genes que protegen a las
células de la sobrecarga de colesterol. Su activacion regula la sintesis de acidos biliares y
metabolismo y/o excrecion, el transporte reverso de colesterol (TRC), la biosintesis de colesterol
y la absorcién y excrecion de colesterol en el intestino (Zhao et al., 2010). El transporte reverso
de colesterol (TRC) es el proceso por el cual el colesterol de los tejidos periféricos es
transportado por las lipoproteinas de alta densidad (HDL) al higado para su excrecién en la bilis

(Gémez Coronado, 2010).

La sintesis de bilis es otro mecanismo de excrecion de colesterol. Esta secrecion,
necesaria para la emulsion y digestion de las grasas procedentes de la dieta, estd formada entre

otros componentes, por las sales biliares y el colesterol. Las sales biliares se forman a partir de
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la hidroxilacién del ntcleo de colesterol por la accion de hidrolasas hepaticas (7-, 12-y 26-) y la

modificacién de su cadena lateral (Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010).
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Figura 1.1. Principales funciones del higado. Fuente: Gyamfi et al. (2010).
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1.2. ESTEATOSIS Y ALTERACIONES DEL METABOLISMO LIPIDICO DEL HIGADO

La enfermedad del higado graso no alcohdlico o NAFLD (de las siglas en inglés, non-
alcoholic fatty liver disease) es un término clinicopatolégico que comprende un espectro de
enfermedades que abarca desde una simple acumulacién de triglicéridos en los hepatocitos
(esteatosis hepatica) hasta esteatosis hepdtica acompanada de inflamacidn (esteatohepatitis),
fibrosis e incluso cirrosis. Como el mismo término indica, se produce por causas que no implican
el consumo de alcohol (menos de 140 g etanol/semana para hombres y 70 g en el caso de
mujeres) ni la presencia de marcadores relacionados con enfermedad hepdtica de caracter
virico, congénito o autoinmune. Se trata de la alteracién hepdtica mas comun a nivel mundial,
con una prevalencia bastante elevada, que se ha incrementado recientemente de forma
dramatica y que continuard haciéndolo debido a su relacidn con el sindrome metabdlico, puesto
que la obesidad, la diabetes tipo 2, la hiperglucemia y la dislipemia son los factores de riesgo
mas importantes. Por este motivo, el estado de NAFLD estd fuertemente asociado al consumo
excesivo de calorias, la inactividad fisica, resistencia a la insulina y factores genéticos (Wei et al.,

2008; Musso et al., 2009).

Esta patologia se caracteriza por un exceso de lipidos en el higado, suponiendo la
presencia de vacuolas grasas en al menos un 5 % de hepatocitos, que a su vez suponen el 5-10%
del peso del higado. Esta acumulacién de lipidos se genera como consecuencia de un
desequilibrio entre la disponibilidad de lipidos (procedentes de los lipidos absorbidos que estan
presentes en la circulacién o de los generados a partir del proceso de lipogénesis), y la
eliminacion de los mismos, a través de la oxidacidon de acidos grasos o de la secrecién de
lipoproteinas cargadas de triglicéridos. Este desequilibrio desencadena un estrés

lipoperoxidativo y por tanto, un dafio hepatico (Ayala et al., 2008; Musso et al., 2009).

La esteatosis hepatica no alcohdlica afecta a un 20-25% de la poblacién adulta de los
paises desarrollados, siendo esta cifra mas elevada en el caso de la poblacion estadounidense,
hasta un 35% en adultos y un 10% en nifios. La frecuencia de la esteatosis hepatica no alcohdlica
varia de forma significativa en funcién del grupo étnico (45% en hispdnicos; 33% en caucasicos;
24% en afroamericanos), siendo esta prevalencia mayor en hispanicos debido a la mayor
prevalencia de obesidad y resistencia a la insulina encontrada en este grupo étnico (Browning

et al., 2004; Miette et al., 2011)
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Ademas, como se ha descrito anteriormente, esta patologia estd estrechamente
relacionada con el grado de obesidad. De hecho, NAFLD se encuentra presente en un 55-90% de
los pacientes adultos con obesidad severa. El caso de los nifios es similar, NAFLD se ha hallado
presente en un 53% de los nifios obesos (Wei et al., 2008; Miette et al., 2011). Esta patologia se
ha dado preferentemente en la poblacién adulta; sin embargo, debido a la elevada prevalencia
de la obesidad en la poblacién infantil, los casos de NAFLD estan aumentando, de forma paralela

al incremento de nifios obesos (Parekh y Anania, 2007, Fon Tacer y Rozman, 2011).

1.2.1. Patogénesis de la NAFLD

Actualmente, la hipdtesis mas apoyada defiende la existencia de dos impactos o hits
(Figura J) necesarios para que se produzca la esteatosis hepatica no alcohélica o higado graso y
posteriormente, esta progrese a esteatohepatitis o NASH (del inglés: non-alcoholic
steatohepatitis), la cual conlleva lesién del hepatocito e inflamacién (Day y James, 1998). El
primer hit considera la resistencia a la insulina la causa principal de la aparicidn de esteatosis.
Sin embargo, en el segundo, las causas principales que dirigen a la presencia de NASH son el
estrés oxidativo, la peroxidacidn lipidica, el aumento de la produccidn de citoquinas y el proceso

de inflamacion (Tessari et al., 2009; Ahmed et al., 2009; Byrne et al., 2009).

Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, las alteraciones metabdlicas
primarias que suponen la acumulacion de lipidos en los hepatocitos no estan del todo
esclarecidas, por lo que, ademas de la resistencia a la insulina, la evidencia cientifica indica que
la disfuncidon mitocondrial hepatica es fundamental en el proceso de patogénesis de NAFLD (Wei
et al., 2008; Byrne et al., 2009). Las alteraciones mitocondriales asociadas con la esteatosis
hepatica incluyen lesiones ultraestructurales, deplecion del ADN mitocondrial, disminucion de
la actividad de complejos de la cadena respiratoria y dafio de la B-oxidacion mitocondrial. De
hecho, al realizar pruebas de microscopia electrénica se observo que en el estado de NAFLD las
mitocondrias eran mas grandes e hinchadas, escasas en nimero, y que su matriz presentaba

inclusiones paracristalinas e hipodensidad (Wei et al., 2008)

El higado desempefia una funcién crucial en la regulacién de la glucosa y metabolismo
lipidico. Por tanto, la alteracion de los mecanismos normales de sintesis, transporte vy
eliminacion/metabolismo de los acidos grasos libres y triglicéridos constituye la base del

desarrollo del higado graso o esteatosis hepatica. La acumulacién de grasa en los hepatocitos se
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asocia con un estado de resistencia a la insulina debido a la supresidon del proceso de
gluconeogénesis hepdtica y de la lipolisis en los adipocitos. Sin embargo, el mecanismo que
enlaza la acumulacidn de lipidos en el higado con la resistencia a la insulina no queda del todo
claro. Elincremento de evidencias cientificas indica al respecto, que los factores de transcripcion
nuclear desempefian una importante funcién en este sentido (Ayala et al., 2008). Existen
numerosos factores de transcripcion nuclear que actian como reguladores predominantes de
la homeostasis metabdlica del hepatocito. Entre ellos se encuentran: SREBP (SREBP-1c y SREBP-
2), ChREBP, LXR y PPAR (PPAR-a y PPAR-y), cuyas funciones y érganos o tejidos de localizacion
se muestran en la Tabla 1.1. El metabolismo de los acidos grasos en el higado es regulado de
forma transcripcional por dos sistemas reciprocos: PPAR-a controla la degradacion de acidos
grasos, mientras que SREBP-1c, activado por LXR, regula la sintesis de acidos grasos. La evidencia
cientifica sugiere que la regulacidn reciproca de estos factores podria estar desempefiando una
funcién fundamental en el metabolismo lipidico (Musso et al., 2009; Charatcharoenwitthaya et

al., 2010; Oliveira et al., 2012).

Tabla 1.1. Factores de transcripcién nuclear implicados en la regulaciéon de homeostasis lipidica®

Factor de transcripcion Localizacién Funcidn

Aumento de la lipogénesis y
SREBP-1c Higado disminuye la formacién de
particulas VLDL

Aumento de la sintesis de

SREBP-2 Higado
colesterol

ChREBP Higado Aumento de la lipogénesis

, . . Regulacion del metabolismo de
Higado, intestino, g

LXR it . colesterol, biosintesis de lipidos
tejido adiposo .
y homeostasis de la glucosa
PPAR-a Higado Estimulacién de la B-oxidacion

Estimulacién de la diferenciacidn
PPAR-y Tejido adiposo de adipocitos con el proceso de
lipogénesis incrementado

IFuente: Charatcharoenwitthaya et al., 2010

Continuando con el proceso de desarrollo de esteatosis hepatica, la cantidad
intrahepatica de triglicéridos se relaciona directamente con la accién alterada de la insulina en
el higado (la insulina favorece la supresién de la produccidon de glucosa), en el musculo

esquelético (la insulina estimula la absorcion de glucosa), y en el tejido adiposo (la insulina
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contribuye a la supresion de la lipolisis) (Korenblat et al., 2008). La resistencia a la insulina a nivel
sistémico junto con la accién dafiada de esta hormona en el musculo esquelético, tejido adiposo
y hepatocito, supone un aumento del nivel de &cidos grasos libres circulantes como
consecuencia de la incapacidad de las células de gestionar tanto la carga de carbohidratos como
la de lipidos. Una regulacién adecuada del nivel de acidos grasos libres (AGL) supondria un
aumento de las reservas de glucégeno, una disminucién del proceso de lipogénesis de novo, un
aumento de la liberacién hepatica de particulas VLDL y una elevacion del proceso de oxidacion
de los AGL. Por el contrario, cuando la accion de la insulina esta dafiada (resistencia a la insulina)
a nivel del tejido adiposo, falla su accién sobre la inhibicion de la lipolisis y se genera un aumento
de los niveles de AGL a través del torrente sanguineo en direccion al higado (Parekh y Anania,

2007).

En el higado, la hiperinsulinemia y la hiperglucemia generadas por la resistencia a la
insulina, inducen la sintesis de acidos grasos y colesterol, lo que supone un aumento de la
sintesis de triglicéridos y de la formacidn y secrecidn de particulas VLDL. Sin embargo, la sintesis
de triglicéridos supera la secrecién de particulas VLDL, lo que genera un exceso acumulado de
triglicéridos que contribuyen con el desarrollo del higado graso (Parekh y Anania, 2007). La
sintesis de novo de acidos grasos en el higado, favorecida por la resistencia a la insulina, se ve
incrementada. Sin embargo, la B-oxidacién de AGL se encuentra disminuida y, el dafio en la
sintesis y secrecion de ApoB-100 (paso limitante para la formacién y disposicién de VLDL) supone
una reduccion de la secrecion hepatica de triglicéridos en forma de particulas VLDL, agravando
el estado de esteatosis y dirigiéndolo hacia un estado de esteatohepatitis (Parekh y Anania,

2007; Korenblat et al., 2008; Fon Tacer y Rozman, 2011) (Figuras 1.3y 1.4).
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Figura 1.3. Esquema de las alteraciones lipidicas inducidas por la resistencia a la
insulina y consecuente patogénesis de NAFLD. Los estadios de NAFLD se
representan del rango mas bajo (Tipo 1) al mas avanzado (Tipo IV). AG: acidos
grasos; TG: triglicéridos; AGL: acidos grasos libres. Fuente: Ahmed et al., 2009; Fon
Tacer y Rozman, 2011.
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La capacidad de la insulina para activar el proceso de lipogénesis es mediada por el
factor de transcripcion SREBP-1c, que actla en el nucleo del hepatocito activando todos los
genes necesarios para desencadenar la lipogénesis (Ayala et al., 2008). Por tanto, se podria
pensar que en un estado de resistencia a la insulina SREBP-1c no fuera activado y sin embargo,
se ha observado que incluso cuando existe dicha resistencia, la insulina estimula la transcripcion
de este factor, favoreciendo el aumento de la biosintesis de acidos grasos. Ademads, SREBP-1c
también activa la enzima ACC2, encargada de sintetizar malonil-CoA en la membrana
mitocondrial. El aumento de malonil-CoA supone la disminucion de la oxidacién de los acidos
grasos debido a la inhibicion de la enzima CPT-1, encargada del transporte de los 4cidos grasos
al interior de la mitocondria. Otra de las funciones atribuidas a SREBP-1c es la activacién del
PPAR-y, que normalmente se encuentra en el higado en niveles muy bajos, ya que se expresa
principalmente en el tejido adiposo, donde favorece el proceso de lipogénesis (Browning y

Horton, 2004; Fon Tacer et al., 2011).

Por otra parte, el factor de transcripcién ChREBP, activado por la glucosa, estimula la
actividad de la enzima piruvato quinasa hepatica (L-PK), enzima clave del proceso de glucolisis,
ya que cataliza la conversidn de fosfoenolpiruvato a piruvato, que se incorpora al ciclo de Krebs
para producir citrato, fuente principal de acetil-CoA necesario para la sintesis de acidos grasos.
Ademas, ChREBP puede estimular la transcripcién de todos los genes lipogénicos, contribuyendo

por tanto a la activacidon de la lipogénesis (Browning y Horton, 2004).

En la Figura 1.4 se representa el esquema de la homeostasis lipidica en un higado con
esteatosis que presenta resistencia a la insulina, donde se puede observar la intervencién de los

factores de transcripcidn mencionados anteriormente

Por otro lado, se ha observado una relacién entre la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) y la presencia de esteatosis hepatica. La AMPK actia como un sensor de los niveles
celulares de energia y se activa cuando los niveles de AMP aumentan, lo que indicaria que dichos
niveles de energia se encuentran disminuidos. Por tanto, la AMPK activada estimula las rutas
catabdlicas que suponen la produccidon de ATP, como la B-oxidacidn, e inhibe los procesos que
consumen ATP, como la lipogénesis (Mhairi et al., 2007). También se activa cuando se suprime
la accidn de la estearil-CoA desaturasa-1 (SCD-1), enzima responsable de la sintesis de acidos
grasos monoinsaturados, y en situaciones de estrés oxidativo y mediante la accién de la
adiponectina, entre otros factores (Tessari et al., 2009). Los mecanismos de actuacion de AMPK

a nivel hepatico se pueden observar en la Figura 1.5.
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Figura 1.4. Homeostasis lipidica en el higado con esteatosis no alcohdlica (NAFLD). Fuente:
Charatcharoenwitthaya et al. (2010); Browning y Horton (2004).

La resistencia a la insulina se manifiesta por hiperinsulinemia, incremento de la produccion de glucosa en el
higado y disminucién de la eliminacién de la misma. En los adipocitos, la resistencia a la insulina produce un
incremento de la actividad de la enzima lipasa sensible a hormonas, lo que conlleva una elevacion del proceso
de lipolisis de triglicéridos y por tanto, un aumento del flujo del acidos grasos libres (AGL) hacia el higado. Los
acidos grasos libres pueden ser oxidados en la mitocondria para la produccion de ATP o pueden ser
esterificados para producir triglicéridos destinados a la reserva o incorporados en particulas VLDL. En el
higado, la hiperinsulinemia induce la expresién del factor de transcripcién nuclear SREBP-1c, permitiendo, por
tanto, la activacidn de todos los genes lipogénicos. A su vez, la hiperglucemia activa al factor de transcripcion
nuclear ChREBP, produciendo el mismo efecto que el anterior. Ambos, SREPB-1c y ChREBP, de forma
coordinada actuan sobre todo el grupo de enzimas necesarias para la conversidon del exceso de glucosa en
acidos grasos.
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Figura 1.5. Consecuencias de la activacion de AMPK a nivel hepatico. Fuente:
Adaptado de Browning y Horton (2004).

La activacion de AMPK reduce la lipogénesis a través de tres mecanismos independientes:
1) Inhibe la actividad de ACC, por lo que disminuye la formacidn de malonil-CoA; 2) Inhibe
la entrada al nucleo de ChREBP, por lo que se suprime la expresién de la enzima L-PK y la
expresion de genes lipogénicos; 3) Se reduce la expresion de SREBP-1c. La activacion de
AMPK, en este caso por la supresién genética de SCD-1, supone, una disminucion de la
sintesis de acidos grasos, disminucién de los niveles de malonil-CoA y un aumento de la
actividad de la enzima CPT-1, que genera un aumento de la oxidacién de acidos grasos.

1.2.2. Regulacion de las rutas implicadas en la patogénesis de la NAFLD: Proteinas

transportadoras de membrana

La regulacién de las rutas implicadas en el metabolismo lipidico del higado es compleja
e implica la participacion de receptores nucleares y enzimas celulares, como ya se ha
mencionado anteriormente. Sin embargo, en este sentido, también desempefian una
importante funcidn las proteinas transportadoras de membrana. Las principales proteinas
transportadoras implicadas en la translocacidon a través de la membrana son: caveolinas,
proteinas transportadoras de acidos grasos (FATPs), translocasa de acidos grasos (FAT/CD36) y

proteinas de union a acidos grasos (FABPs) (Musso et al., 2009).
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Las caveolinas participan en la sefializacién celular y procesos que implican el paso de
proteinas, y son esenciales para la formacidn de vacuolas lipidicas (Pol et al., 2004). Por ello, las
caveolinas resultan un elemento clave en la regulacion de lipidos y en la activacion vy
regeneracion celular. La familia de caveolinas esta formada por tres miembros (1-3) (Fernandez

et al., 2006).

Las proteinas transportadoras de acidos grasos (FATPs, SLC27A1-6) son una familia de
seis proteinas. Se expresan en todos los tejidos con altos niveles de absorcion de acidos grasos
tanto para ser metabolizados como para ser almacenados, con diferentes patrones de
distribucidn, es decir, la seis isoformas muestran especificidad por el érgano donde son
distribuidas. FATP1 se localiza en tejido adiposo y corazén, FATP2 y FATPS se expresan en higado,
FATP4 se expresa en intestino y tejido adiposo y por ultimo FATP6, en el corazdn. Los niveles de
transcripcidon de ARN y/o proteinas de las diferentes FATPs son regulados por hormonas, como
la insulina, por mediadores de inflamacién, como TNF-a e IL-1, y de forma muy importante para
la homeostasis hepatica de acidos grasos, por los PPAR-a y —y (Doege y Stahl, 2006; Schaiff et
al., 2005). FATP5 esta asociada al metabolismo lipidico del higado, por lo que se encuentra
situada en la membrana plasmatica del hepatocito. Ademas, al igual que el resto de miembros
de esta familia, FATP5 incrementa la absorcion de acidos grasos cuando esta sobreexpresada

(Doege et al., 2006).

La translocasa de 4cidos grasos FAT/CD36 acelera la disociacion de los acidos grasos de
la albimina y cataliza su integracién dentro de la bicapa externa de la membrana plasmatica. Se
encuentra en un compartimento vesicular (endosomal) en el interior de la célula de algunos
tejidos como el musculo, tejido adiposo, corazdn y otros. Sin embargo, se expresa muy poco en
los hepatocitos. Se trata de una proteina multifuncional, ya que ademds de aumentar la
absorcién de 4acidos grasos a nivel celular, también actla como receptor para diferentes
ligandos, como el colageno | y IV, VLDL y particulas oxidadas LDL, y favorece la formacién de

células en espuma a partir de los macréfagos (Febbraio y Silverstein, 2007).

La evidencia cientifica ha sugerido que la induccidon de transportadores especificos
FAT/CD36 en el higado conlleva hepatomegalia e higado graso, lo que sugiere que desempefian
una funcion en la absorcién de acidos grasos (Bradbury, 2006). En particular, recientes estudios
han propuesto que el incremento de la actividad de este transportador en el higado puede ser
un factor critico en el desarrollo de esteatosis bajo condiciones patoldgicas, como pueden ser la

ingesta de una dieta alta en grasa, la obesidad y la diabetes (Koonen et al., 2007). Ademas, en
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pacientes con NAFLD, la expresidon génica de CD36 en el higado se vio incrementada y se
correlaciond con el contenido de grasa hepatica (Greco et al.,, 2008). La activacién de los
receptores nucleares PPAR, LXR y PXR (pregnane X receptor) aumentan la expresion del

transportador CD36 (Zhou et al., 2008).

Por otra parte, las proteinas de uniéon a acidos grasos (FABP) pueden facilitar el
transporte de acidos grasos y otros mediadores lipidicos a través de las membranas celulares.
Se localizan en el citosol, donde pueden facilitar el transporte intracelular de acidos grasos y
otras moléculas lipofilicas a través del citosol a sus receptores nucleares (PPARs, RAR, LXR-a y
NF-KB), por lo tanto controlan la disponibilidad de ligandos para regular la transcripcion de
genes implicados en importantes procesos metabdlicos e inflamatorios (Helledie et al., 2000;
Wolfrum et al., 2001, Tan et al., 2002). Existen 9 tipos de FABP (1-9) (Tabla 1.2) que se
encuentran distribuidos en diferentes tejidos especificos, aunque también se pueden encontrar

en otros tejidos en menor concentracién (Musso et al., 2009).

Tabla 1.2. Distribucién de las FABPs en los distintos érganos o tejidos*

FABPs Organo o tejido
Fabp 1 / L-Fabp Higado, intestino delgado, pancreas, rifidn
Fabp 2 / I-Fabp Intestino delgado

Corazon, musculo esquelético, glandula

Fabp 3 / H-Fabp mamaria, blastocitos

Fabp 4 /A-Fabp Adipocitos, macréfagos

Piel, lengua, ojos, glandula mamaria, rifidn,

Fabp 5 / E-Fabp higado, adipocitos

Fabp 6 / IL-Fabp ileon

Fabp 7 / B-Fabp Cerebro
Fabp 8 / MP2 Mielina

Fabp 9 / T-Fabp Testiculos

*Los 6rganos o tejidos en negrita son aquellos en los que se halla la FABP en mayor abundancia.
Fuente: Musso et al. (2009).
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1.2.3. Progresion de la NAFLD

La esteatosis hepatica, como se ha mencionado anteriormente, podria progresar a un
estado de esteatohepatitis o NASH, mediante los mecanismos propuestos en la hipotesis del
segundo impacto o hit. Como hemos visto, el primer hit supone la acumulacion de triglicéridos
en el higado; sin embargo, en el segundo hit comienzan a manifestarse dafios provocados por el

estrés oxidativo y el aumento de la produccidn de citoquinas proinflamatorias.

Estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan de forma normal durante el
metabolismo intracelular y también a partir de sustancias exdgenas y pueden reaccionar con
compuestos bioldgicos como, las proteinas, los acidos grasos y el ADN. Las mitocondrias, los
peroxisomas y el metabolismo del citocromo P450 son las principales fuentes de produccién de
ROS. En NASH, la sobrecarga de lipidos en el higado supone un incremento de la oxidacion de
los acidos grasos y por tanto, una importante fuente de generacion de ROS. El exceso formado
de ROS desencadena una disfuncién mitocondrial y, como resultado, se produce la pérdida de
electrones durante la B-oxidacién mitocondrial, que reaccionan con moléculas de oxigeno dando
lugar a aniones superoxido y peréxido de hidrégeno (Dowman et al., 2010; Wei et al., 2008),

contribuyendo por tanto, al desarrollo del estrés oxidativo.

A su vez, la generacion de ROS en un entorno enriquecido de lipidos induce la
peroxidacion lipidica (especialmente a partir de acidos grasos poliinsaturados), que libera
derivados reactivos de los aldehidos, como el malondialdehido (MDA), que tienen efectos
perjudiciales sobre los hepatocitos y otras células hepdaticas. En los hepatocitos, ROS, especies
reactivas de nitrégeno y productos de la peroxidacion lipidica dafan la cadena respiratoria,
tanto de forma directa (como se ha comentado anteriormente) como de forma indirecta,
mediante el dafo oxidativo del genoma mitocondrial (Koek et al., 2011). Por otra parte, ROS y
productos de la peroxidacidn lipidica incrementan la generaciéon de citoquinas que desempefian
una funcién crucial en la aparicidon de inflamacién, fibrosis y muerte celular. Ademas, el estrés
oxidativo no sélo afecta al higado, sino que produce alteraciones en la sintesis de adipoquinas y

citoquinas proinflamatorias secretadas por el tejido adiposo (Parekh y Anania, 2007).
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Productos de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica o reaccion de oxigeno con acidos grasos insaturados produce
una amplia variedad de productos oxidados, como alcanos, aldehidos, perdxidos o radicales
peroxilo. Entre los aldehidos que pueden ser formados como productos secundarios de la
peroxidacion lipidica se encuentra el malondialdehido (MDA). EI MDA es un producto final
generado por descomposicidn del acido araquiddnico y acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (Koek et al., 2011). Posee una elevada capacidad de reaccion con multiples biomoléculas,
como las proteinas o el ADN, dando lugar a la produccidn de aductos. Estos aductos de MDA son
de gran importancia biolégica debido a su poder de participaciéon en reacciones deletéreas
mediante alteraciones cruzadas de proteinas y ADN, tanto a nivel intra como intercelular,
generando profundas alteraciones en las propiedades bioquimicas de biomoléculas que se
acumulan durante el envejecimiento y las enfermedades crénicas (Ayala et al., 2014). Ademas,
el MDA presenta una vida media mas larga que ROS, lo que supone una mayor extension de los
efectos causados por el estrés oxidativo. Cuando la formacién de este compuesto se lleva a cabo
en la membrana mitocondrial debido a la presencia del acido docosahexanoico (DHA), se
produce una disminucion de la actividad de la cadena respiratoria como consecuencia del estrés

oxidativo causado a nivel celular (Browning y Horton, 2004)

Otro de los compuestos secundarios derivados de la peroxidacion lipidica son los F,-
isoprostanos o también denominados 8-iso-PGF,a (Koek et al., 2011). Estos compuestos se
generan por oxidacion del acido araquiddnico presente en los fosfolipidos. Inicialmente se
forman in situ sobre los fosfolipidos y después son liberados por accién de una fosfolipasa.
Poseen una importante actividad bioldgica y pueden ser medidores de algunos de los efectos
adversos producidos por el dafio oxidativo. De hecho, su determinacién se considera el estandar

de oro para la evaluacién del dafio oxidativo in vivo (Guha et al., 2003).

Citoquinas proinflamatorias

El dafio generado por ROS en los hepatocitos, afectando membranas, proteinas y ADN,
junto con los productos de la peroxidacion lipidica, induce una respuesta inflamatoria que
implica una produccion excesiva de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis

tumoral alpha (TNF-a), y las interleuquinas 1y 6 (IL-1 e IL-6).
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Los efectos de TNF-a en NASH se encuentran aumentados debido a la alteracion del
perfil de citoquinas y el aumento de la expresidn de su receptor a nivel hepatico, causando una
peroxidacidn lipidica adicional en las membranas mitocondriales que supone la alteracién de su
funcién y la induccion de estrés oxidativo. Ademds, TNF-a se ha encontrado sobreexpresada en
el higado de ratones obesos y se ha observado su intervencidn en la resistencia a la insulina. Por
otra parte, se ha demostrado que TNF-a activa la sintesis de colesterol e inhibe su eliminacidon a
través de los acidos biliares, por lo que contribuye al aumento de los niveles de colesterol LDLy
a la disminucién de los niveles de colesterol HDL (Fon Tacer et al., 2011). Su expresidn se

encuentra aumentada en higado y tejido adiposo.

Los miembros de la familia de citoquinas IL-1 se producen en macréfagos, células
endoteliales y fibroblastos. Dentro de esta familia se encuentran las citoquinas proinflamatorias
IL-1a e IL-1B y ambas han mostrado tener una implicacidén en el progreso de una esteatosis

simple a NASH y fibrosis hepdatica (Stojsavljevic¢ et al., 2014).

IL-6 es una citoquina proinflamatoria producida por adipocitos, hepatocitos, células
endoteliales y células del sistema inmune. A pesar de su reducido tamafio, los adipocitos
viscerales son los mayores productores de esta citoquina en comparaciéon con los adipocitos
subcutdneos, hecho observado en pacientes con NAFLD tanto obesos como delgados que
mostraron un perfil similar de IL-6. Su implicaciéon en el metabolismo de la glucosa, en la
resistencia a la insulina, asi como en la patogénesis de NASH ha sido demostrada en nimeros

estudios, tanto en modelos animales como en humanos (Stojsavljevié et al., 2014)

1.2.4. NAFLD y Sindrome metabdlico

La enfermedad del higado no alcohdlica es considerada como un componente del
sindrome metabdlico o su manifestacidon hepatica, debido a la fuerte asociacion existente entre
esta patologia y las manifestaciones propias de dicho sindrome (Kotronen y Yki-Jarvinen, 2007,
Vanni et al., 2010). El sindrome metabdlico esta formado por un conjunto de alteraciones
metabdlicas que implican un aumento del riesgo de padecer enfermedad cardiovascular y
diabetes mellitus tipo 2, entre las que se encuentran la obesidad, la resistencia a la insulina, la
hipertension y la dislipemia (Albornoz-Lépez y Pérez Rodrigo., 2012). De hecho, la prevalencia
de NAFLD aumenta hasta un 70-90% en personas que padecen obesidad o diabetes mellitus tipo

2 (Targher et al., 2007). En relacidon a la obesidad, se ha observado que la distribucién de la grasa
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también puede desempefiar una importante funcidn en el desarrollo de NAFLD, ya que la
obesidad troncal se ha asociado con NAFLD incluso en pacientes con un indice de masa corporal

(IMC) normal (Parekh y Anania, 2007).

La importancia de NAFLD y su relacidn con el sindrome metabdlico ha estimulado el
interés sobre la posible implicacion de esta patologia en el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular (EC). En pacientes con NAFLD, el higado genera varios factores de caracter
aterogénico, como las citoquinas y determinadas lipoproteinas. De este modo, el higado graso
estd asociado con un incremento plasmatico de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
triglicéridos, combinado con unas concentraciones disminuidas de los niveles de lipoproteinas
de alta densidad (HDL), lo que supone una amenaza para el desarrollo de EC (Targher et al.,

2007, Vanni et al., 2010).

Las alteraciones del metabolismo lipidico en el higado graso se caracterizan por un
sobreproduccidn de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Por otra parte, las particulas
LDL pequefias y densas (sdLDL) son la subclase de LDL consideradas como mads aterogénicas y
sus concentraciones se encuentran elevadas en el sindrome metabdlico y el higado graso. Por
tanto, el perfil dislipémico asociado al higado graso se caracteriza por elevadas concentraciones
de VLDLy LDLs y una disminucién de particulas HDL correlacionadas con el contenido de lipidos

intrahepatico (Fon Tacer y Rozman, 2011).

Ademas, recientes estudios han sugerido que el aumento de la enzima hepatica alanina
aminotransferasa (ALT) puede suponer un aumento del riesgo de EC. En concreto, el estudio
Hoorn (Schindhelm et al., 2007) mostré que ALT es capaz de predecir eventos cardiovasculares
independientemente de los factores de riesgo y las caracteristicas del sindrome metabdlico.
Otro estudio realizado por Targher et al. (2007) observé que los principales resultados obtenidos
en pacientes diabéticos tipo 2 eran la presencia de NAFLD y EC. En este sentido, existe una mayor
evidencia que sostiene que la relacién entre NAFLD y aterosclerosis refleja principalmente el
impacto del sindrome metabdlico, particularmente por el incremento de la resistencia a la
insulina y la grasa abdominal visceral, posiblemente a través de la secrecién de sus multiples
factores, como son los acidos grasos libres, el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a),
interleuquina-6 (IL-6) y otras citoquinas proinflamatorias (Targher et al., 2007). Por ello, se
sostiene que NAFLD mediante su posible capacidad de acelerar la progresién de la dislipemia, la
resistencia a la insulina, el proceso de aterosclerosis, la disfuncién endotelial, la inflamacién y el

estrés oxidativo, dirige hacia un aumento del riesgo de EC (Byrne et al., 2009).
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NAFLD y diabetes mellitus tipo 2 (DM2) coexisten con frecuencia debido a los factores
de riesgo que comparten (exceso de adiposidad y resistencia a la insulina). La prevalencia de
DM2 o la alteracion de la glucosa en ayunas, se presenta en un 18-33% de los pacientes con
NAFLD, mientras que esta patologia hepatica presenta una prevalencia de entre 49-62% de
DM2. Por tanto, DM2 es un factor de riesgo de la progresion de la enfermedad hepatica y
mortalidad en pacientes con NAFLD, mientras que NAFLD podria ser un marcador de riesgo
cardiovascular y mortalidad en individuos con DM2. Ambos, NAFLD y DM2 estdan relacionados
con los alteraciones adversas del otro. Por ello, el diagndstico y evaluacion del higado graso es

una parte importante del tratamiento de la diabetes (Obika et al., 2012).

La mayoria de los pacientes con NAFLD presentan una alteracién de las
aminotransferasas con concentraciones elevadas de ALT y AST. El grado de transaminitis se
manifiesta con frecuencia en un grado ligero y con frecuencia dentro de 1-4 veces su limite
normal, con ALT mayor que AST. Sin embargo, el grado de aumento de ALT no se correlaciona
con la severidad histoldgica de esteatosis o fibrosis. De hecho, una gran proporcién de pacientes
con NAFLD presentan niveles normales de las enzimas hepaticas, y una parte de ellos padecen
fibrosis relacionada con esteatohepatitis a pesar de que los niveles de ALT se encuentren dentro
de la normalidad (Kotronen y Yki-Jarvinen, 2007; Hui-Hui y Jason Pik-Eu, 2010; Miette et al.,
2011).

1.3. ESTRATEGIAS NUTRICIONALES EN EL TRATAMIENTO DE LA NAFLD

La modificacion del estilo de vida constituye una parte imprescindible del tratamiento
de la enfermedad del higado graso. El objetivo general de la modificacién del estilo de vida es
conseguir, de forma progresiva, la pérdida de peso en los pacientes obesos mediante la
realizacion de ejercicio fisico y modificaciones dietéticas. Los factores principales que
contribuyen con el aumento del flujo de dcidos grasos a través del higado de pacientes con NASH
se han identificado mediante la deteccién de alteraciones en la lipolisis del tejido adiposo y el
proceso de lipogénesis de novo producida en el higado debido a un consumo excesivo de
hidratos de carbono (Anderson y Borlak, 2008). Dentro de estos factores se encuentra la
resistencia a la insulina, ya que la insulina favorece la supresién postprandial de la lipolisis en el
adipocito. La hiperinsulinemia junto con el metabolismo periférico de la glucosa dafiado

favorece la estimulacién de la lipogénesis de novo en el higado (Hui-Hui y Jason Pik-Eu, 2010).
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Las modificaciones dietéticas implican la reduccién de aquellos alimentos que estimulan
la resistencia a la insulina o la toxicidad lipidica en el higado. Ademads, se ha observado como la
pérdida de peso disminuye la resistencia a la insulina y el contenido de lipidos en el higado (Hui-
Hui y Jason Pik-Eu, 2010). En este sentido, la ingesta de una dieta con bajo contenido en grasas
totales y, especialmente reducida en grasas saturadas y grasas trans, asi como una adecuada
ingesta de fibra dietética y de alimentos con elevado contenido en compuestos antioxidantes

suponen una mejora del estado de NAFLD (Vitaglione et al., 2004; Hui-Hui y Jason Pik-Eu., 2010).

Un modelo de dieta, bien conocido, que abarca todas estas caracteristicas es la dieta
Mediterranea. De hecho, un estudio llevado a cabo en individuos con NAFLD observo fuertes
evidencias de los beneficios de la dieta Mediterranea en la mejora de la esteatosis hepatica y de
la sensibilidad a la insulina, después de consumirla durante 6 semanas (Ryan et al., 2013). La
dieta Mediterranea se caracteriza por un elevado consumo de frutas y verduras, legumbres y
carbohidratos complejos, con un consumo moderado de pescado y de aceite de oliva como
fuente principal de grasa, y una cantidad baja-moderada de vino tinto durante las comidas (Sofi
et al., 2010). La dieta Mediterrdnea, al incorporar una amplia variedad de frutas y verduras,
proporciona cantidades adecuadas de compuestos bioactivos con conocidos efectos
beneficiosos debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Vitaglione et al., 2004;

Dongiovanni et al., 2015).

En este sentido, numerosos estudios epidemiolégicos han demostrado la funcion tan
importante que desempefia el consumo de compuestos antioxidantes a través de la dieta para
mejorar la salud hepatica, ya que una de las principales causas de la patogénesis de NAFLD es el
estrés oxidativo (Vitaglione et al., 2004; Dongiovanni et al., 2015). Dentro de estos compuestos,
se encuentran los compuestos fendlicos, las vitaminas C y E, y los carotenoides como el B-

caroteno y el licopeno, entre otros (Vitaglione et al., 2004; Pisoschiy Pop, 2015;).

1.3.1. Zumo de tomate

El tomate y sus productos derivados constituyen una fuente fundamental de la
alimentacion para la poblacion mundial, y ademas, son un componente esencial de la dieta
Mediterranea. El tomate, al igual que otros vegetales que forman parte de nuestra dieta, supone
una importante fuente de compuestos beneficiosos para la salud, como son los carotenoides,

compuestos fendlicos y vitaminas (Garcia-Valverde et al., 2011; Raiola et al., 2014). A



32| Capitulo 1. Revisién Bibliogrdfica

continuacion se detallan aspectos relacionados con su composicién nutricional y los beneficios

aportados a la salud derivados de su consumo.

Composicion nutricional

El tomate (Lycopersicon esculentum) esta constituido principalmente de agua (93-95%).
El resto de componentes (5-7%) lo forman azucares, proteinas, fibra, acidos organicos,

minerales, pigmentos, vitaminas y lipidos (Jones et al., 1991).

Entre los azucares simples, destacan principalmente la glucosa, la fructosa y la sacarosa
y su concentracién depende de la variedad y de las condiciones de cultivo. Entre los hidratos de
carbono indigestibles, su contenido en fibra dietética oscila en un rango de 0.8-1.3 g por 100 g
de tomate, destacando principalmente la porcién insoluble (celulosa, hemicelulosa y lignina) y
en menor proporcion la fibra soluble (pectinas) (Hedges y Lister, 2005; Navarro-Gonzalez et al.,
2011). Respecto a la grasa, su contenido es muy bajo (0.2%) y aproximadamente la mitad la
componen acidos grasos poliinsaturados, mostrando también un bajo contenido en proteinas
(1%). Todo ello contribuye a que se trate de un alimento con poco valor energético, ya que 100
g de tomate aportan alrededor de 20 Kcal. Respecto al contenido de vitaminas y minerales,
destacan principalmente las vitaminas A, C, E, el acido fdélico y el potasio, por su elevado
contenido (Jones et al., 1991; Willcox et al., 2003; Hedges vy Lister, 2005; Iniesta et al., 2009;
Periago et al., 2009).

Dentro de los pigmentos se encuentran presentes: las clorofilas (pigmentos verdes), los
carotenoides (principalmente licopeno) y las xantofilas (pigmentos amarillos). El licopeno,
compuesto responsable del color rojo caracteristico de este fruto, es el carotenoide mas
abundante, ya que constituye el 75-83 % del total de carotenoides. También destaca el f3-
caroteno por su actividad como provitamina Ay supone un 3-7% de los carotenoides presentes
en el tomate (Rao y Agarwal, 1999; Dorais et al., 2001). También contiene otros carotenoides
como el fitoeno, fitoflueno, neurosporeno, ay y- caroteno, luteina y zeaxantina (Khachik et al.,

2002).

El tomate por su contenido en compuestos bioactivos, entre los que se encuentran los
carotenoides y compuestos fendlicos, asi como por el aporte de vitaminas C (acido ascorbico) y

E (a-tocoferol), es considerado un alimento de gran importancia nutricional debido a sus
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propiedades antioxidantes. Ademas, aporta elementos traza como el selenio y el zinc, que
también contribuyen al aumento de la actividad antioxidante (Thompson et al., 2000; Martinez-
Valverde et al., 2002). En lo que respecta a dicha capacidad antioxidante, el tomate ha sido
situado como primera fuente de licopeno, segunda fuente de vitamina C, B-caroteno y otros
carotenoides y en tercer lugar como fuente de vitamina E (Garcia-Closas et al., 2004), los cuales,
a excepcion de la vitamina C, contribuyen con la actividad antioxidante de caracter lipofilico
(Garcia-Alonso et al., 2009). Ademas, contiene cantidades moderadas de compuestos fendlicos
entre los que se encuentran fenoles, flavonoides (quercetina, Kaempferol, miricetina, rutina y
naringenina), y acidos hidroxicinamicos (acido caféico, clorogénico, ferulico y p-cumarico),
concentrados principalmente en la piel (Martinez-Valverde et al., 2002; Minoggio et al., 2003;
Garcia-Valverde et al., 2011), los cuales contribuyen principalmente con la actividad

antioxidante hidréfilica.

Mas del 80 % de los tomates producidos se consumen en forma de productos
procesados, entre los cuales se encuentra el zumo de tomate. El zumo de tomate se obtiene a
partir del triturado de los tomates enteros a los cuales se les retira la piel y las semillas (Hayes
et al., 1998). Su composicion nutricional (Tabla 1.3) es similar a la del tomate, aunque en algunos
casos puede variar en funcién del procesado y las condiciones de almacenamiento (Shiy Le
Maguer, 2000; Anese et al., 2002). El proceso de homogenizacion, el tratamiento térmico y la
incorporacion de aceite durante el procesado suponen un incremento de la biodisponibilidad
del licopeno, mientras que, a su vez, podria suponer la pérdida de otros nutrientes (Wilcox et

al., 2003; Hayes et al., 1998).
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Tabla 1.3. Contenido de los principales antioxidantes en el zumo
de tomate (USDA 2006, Tonucci et al., 1995).

Concentracion

Componentes (mg/100 g)
Acido ascérbico 18.3
Vitamina E 0.32
Carotenoides:

B-caroteno 0.27
Licopeno 9.04
Luteina+Zeaxantina 0.06
Fitoeno 1.90
Fitoflueno 0.83
Compuestos fendlicos:
Kaempferol 0.06
Miricetina 0.05

Quercetina 1.46
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1.3.2. Licopeno: carotenoide principal del tomate.

El licopeno es el carotenoide mas abundante presente en el tomate y el responsable de
su coloracién rojiza. Ademas, el licopeno se encuentra presente en otras fuentes como la sandia,
el pomelo rosa, guayaba y la papaya. Es uno de los antioxidantes mas potentes debido a su
capacidad para captar radicales libres. Se trata de un poliisoprenoide de cadena abierta formado
por 40 dtomos de carbono y 11 dobles enlaces conjugados (Figura 1.6), cuya estructura aciclica

le impide desarrollar actividad vitaminica A (Shi y Le Maguer, 2000).

X RSP S T Y Ve W e\ R
Licopeno
!
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all trans'

Figura 1. 6. Estructura quimica del licopeno y sus isémeros. Fuente: Agarwal y Rao (2000);
Kopsell y Kopsell (2006).
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El licopeno presente en el tomate se encuentra principalmente en configuracion all-
trans (94-96%), aunque también se pueden encontrar isémeros cis en la naturaleza, incluyendo
5-cis, 9-cis, 13-cis y 15-cis, debido a la influencia del calor, la luz o determinadas reacciones
guimicas. Sin embargo, el procesado del tomate para la elaboracion de productos derivados
como el zumo, kétchup, pasta o salsa de tomate, favorece la transformacion de la forma trans
a la forma cis. Las principales causas de degradacion durante el procesado son la isomerizacion
y la oxidacién. Los isémeros cis incrementan con la temperatura, el tiempo de procesado y la
presencia de componentes de la matriz del alimento como son aceites o grasas (Shiy Le Maguer,
2000). Los isdmeros cis presentan caracteristicas fisicas y quimicas diferentes a las del isémero
trans, entre las que se encuentran, una disminucién de la intensidad del color, menor punto de
fusidn, mayor polaridad, menor tendencia a la cristalizacién y mayor solubilidad en aceite y
solventes hidrocarbonados, asi como una menos estabilidad (Nguyen y Schwartz, 1999). La
presencia de aceite o grasa enlentece la reaccidn de isomerizacidén y protege a los isémeros cis
y trans de la oxidacién (Nguyen y Schwartz, 1998). En los productos procesados del tomate, la
oxidacion es un proceso complejo que depende de muchos factores, tales como, las condiciones
de procesado, exposicion al aire, el contenido de humedad del producto, la temperatura, la
presencia de sustancias prooxidantes o autooxidantes y el tipo de lipidos. Los factores mas
importantes que pueden determinar la degradacién del licopeno son el calor, la luz y el oxigeno,
aunque también la favorecen parametros como la presencia de iones metalicos y un pH acido

(Agarwal et al., 2001; Lee y Chen, 2002; Shi et al., 2002).

Biodisponibilidad del licopeno

La biodisponibilidad del licopeno, es decir, su absorcién en el organismo, puede verse
afectada por varios factores (Kopsell y Kopsell, 2006). Los isomeros cis presentes en los
alimentos tienen una mayor biodisponibilidad que los isémeros trans. La biodisponibilidad del
licopeno en productos procesados es mayor que en los tomates frescos sin procesar. La
composicion y la estructura del alimento también influyen en la biodisponibilidad y pueden
afectar a la liberacién del licopeno de la matriz del tejido del tomate. De hecho, la adicion de
lipidos, incrementa su absorcidn, debido a su naturaleza lipofilica y, sin embargo, la presencia
de un elevado contenido en fibra puede disminuirla (Goiii et al., 2006; Fernandez-Garcia et al.,
2012). Ademas, el procesado del alimento puede mejorar la biodisponibilidad del licopeno a

través de la ruptura de las paredes celulares, lo que debilita las fuerzas de unidn entre el licopeno
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y la matriz del tejido, aumentando, por tanto, la accesibilidad de este e incrementando la

isomerizacidn a cis-licopeno (Shiy Le Maguer, 2000).

El licopeno, por su naturaleza lipofilica, requiere ser solubilizado para poder atravesar la
barrera intestinal tras ser liberado de la matriz del alimento. Su absorcion se ve facilitada por la
presencia de lipidos procedentes de la dieta, como triglicéridos, colesterol y fosfolipidos, que
forman micelas de diverso tamafio y composicion (Baskaran et al., 2003). Al contrario que ocurre
con otros carotenoides mas polares procedentes de la dieta, el licopeno se incorpora en la zona
mas lipofilica de estas micelas, donde forma un gran nimero de interacciones hidrofébicas con
sus constituyentes. Tras la accién de la lipasa pancreatica sobre la micela lipidica, el licopeno es
transferido a las micelas formadas por las sales biliares, las cuales atraviesan la fase acuosa del
lumen intestinal hacia las membranas de los enterocitos y posteriormente se dirigen por
difusién pasiva al citoplasma. Ademas de este sistema de incorporacion al enterocito, diversos
estudios in vitro han observado la implicacién de transportadores de membrana especificos (SB-
RI, CD36) que facilitan la absorcidn intracelular de los carotenoides (Reboul et al., 2005; During
y Harrison, 2005), lo que también supondria la participacién de un transporte activo. Una vez
en los enterocitos, el licopeno es transportado a través de los quilomicrones hacia el higado por
el sistema linfatico y portal (During y Harrison, 2005). Una vez en el higado, este es transportado
hacia el resto de tejidos periféricos mediante su unién a lipoproteinas, especialmente a través
de las particulas LDL (Clinton, 1998; Kopsell y Kopsell, 2006). Las proteinas intestinales de unidn
facilitan la absorcion de otros carotenoides y podrian también reforzar la absorcién del licopeno

o sus metabolitos (Borel et al., 2005).

El 90% del licopeno dietético se encuentra en configuracidn all-trans, sin embargo, en
los tejidos y fluidos corporales humanos predominan los isémeros cis (25-70%) (Richelle et al.,
2010). La evidencia cientifica indica que los ismeros cis se absorben mas rapidamente a través
de los enterocitos y tienen mayor preferencia para acumularse en los tejidos que los isémeros
trans (Boileau et al., 2002, Stahl y Sies, 1992). Los mecanismos responsables de la absorcion
favorecida de los isdmeros cis pueden explicarse mediante dos teorias: 1) la longitud reducida
de los isémeros cis les permite su rapida incorporacion a las micelas; 2) y/o los isdmeros trans
forman cristales con mayor facilidad, reduciendo de ese modo la absorcidn a través de las
micelas (Boileau et al., 2002). También es posible que la configuracién cis posea una mayor
afinidad por los transportadores de membrana encargados de la absorcion de los carotenoides
situados en el borde en cepillo de las células epiteliales intestinales (During et al., 2005). La

elevada proporcidn de isémeros cis en los tejidos humanos podria generarse por tratarse de una
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conversion a la forma biolégicamente mas efectiva (Richelle et al., 2010). Ademds, Béhm et al.
(2002) observaron que algunos isémeros cis tenian una actividad antioxidante in vitro mayor
que la de la forma trans, lo que ha llevado a pensar que la forma cis podria ejercer mayores
beneficios sobre la salud que la forma trans, aunque no es posible comparar la eficacia de ambos

isdmeros in vivo debido a la conversién metabdlica de una forma a la otra (Richelle et al., 2010).

Respecto a la distribucién de este carotenoide en los diversos tejidos, el licopeno se ha
hallado en elevadas concentraciones en el higado, glandulas adrenales, testiculos, piel, prostata,
pulmones, colon y retina. También ha sido detectado en fluidos corporales como el suero y la
leche (Khachik et al., 2002) y en heces y orina (Zaripheh et al., 2003). Sin embargo, los érganos
de mayor acumulacién varian dependiendo de la especie, por ejemplo, en humanos se han
hallado mayores concentraciones en las glandulas adrenales y los testiculos y en rata, son el
higado y el bazo los 6rganos en los que se produce una mayor acumulacién de licopeno (Agarwal

y Rao, 2000).

Metabolismo del licopeno

Los apo-licopenales son moléculas hidrofébicas con poca o ninguna solubilidad en agua,
aunque son mas polares que la molécula originaria. Por este motivo, estos metabolitos se unen
a las porciones lipidicas de las células, principalmente a las membranas y vacuolas lipidicas y se
unen a proteinas para ser transportadas por el organismo. Ademas, la porcién de aldehido que
los constituye puede interaccionar facilmente con otros compuestos presentes. Por ello, cabria
esperar que los apo-licopenales fueran reducidos facilmente a apo-licopenoles y quizds oxidados
hasta acidos licopenoicos, por lo que su estudio supone un gran interés para poder identificar

su funcién bioldgica in vivo (Lindshield et al., 2007).

Los carotenoides, ademas de incorporarse a las lipoproteinas pueden sufrir
conversiones enzimaticas en el interior de los enterocitos. Las enzimas con mayor probabilidad
de implicacidn en el metabolismo del licopeno son las monooxigenasas de carotenoides | y I
(CMO 1y CMO II), las cuales son consideradas como las enzimas mas importantes responsables
de la degradacién de carotenoides presentes en los mamiferos. En el caso del licopeno, la enzima
CMO Il es la responsable de la formacidn de apolicopenales (Kiefer et al., 2001). Por otra parte,
también es posible que las enzimas del citocromo P450 estén implicadas en la degradacion de

este carotenoide (Breinholt et al., 2000).
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Los metabolitos pueden producirse por accién enzimdatica, mediante procesos de
oxidacion o incluso pueden tener un origen dietético. El estudio de los metabolitos procedentes
de los carotenoides resulta complejo debido a la gran inestabilidad de estos compuestos y a su
elevada vulnerabilidad para ser oxidados. Respecto a los metabolitos procedentes del licopeno,
unos pocos han sido identificados in vivo. El apo 8'-licopenal y apo 12’-licopenal fueron
identificados en el higado de ratas alimentadas con dietas enriquecidas en licopeno (Gajic et al.,
2006) y el apo-10’-licopenal fue hallado en los pulmones de hurones tras consumir una dieta
suplementada con licopeno (Hu et al., 2006). En humanos, el estudio realizado por Khachik et
al. (1997) hallé el metabolito 2,6-ciclolicopeno-1,5-diol procedente de la oxidacién del licopeno,
en muestras de suero y leche. Se han propuesto diversas teorias sobre la accion fisioldgica de
estos metabolitos, sin embargo, aun se necesita llevar a cabo mas investigaciones que permitan

elucidar sus rutas metabdlicas y sus funciones sobre la salud.

1.3.3. Propiedades beneficiosas del tomate y el licopeno sobre la salud

El licopeno es el carotenoide mas comun hallado en el organismo y uno de los
antioxidantes mas potentes. Su poder antioxidante se debe a la fuerte capacidad de atrapar al
oxigeno singlete asi como de neutralizar la accidén de otras especies reactivas de oxigeno (ROS).
Esta caracteristica se debe al elevado niumero de dobles enlaces conjugados que posee en su
estructura. Por ello, la mayoria de los beneficios atribuidos al licopeno se derivan de su

capacidad para proteger a las células del dafio oxidativo (Sies y Stahl 1998; Alshatwi et al., 2010).

La ingesta de tomates y productos derivados que contienen licopeno se ha asociado con
un menor riesgo de padecer enfermedades crénicas, como el cancer y la enfermedad
cardiovascular, enfermedades en las que el estrés oxidativo desempefia una importante funcion
en su etiologia. Aunque los efectos beneficiosos atribuidos al licopeno se asocian
principalmente a su poder antioxidante, la evidencia cientifica sugiere la existencia de otros

mecanismos que también podrian estar implicados (Agarwal y Rao, 2000).

Prevencion de la Enfermedad Cardiovascular

La fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares esta promovida por factores de

riesgo que promueven el estrés oxidativo y causan disfuncidon endotelial, lo que a su vez supone
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la alteracion de los mediadores vasoactivos y de la respuesta inflamatoria (Libby et al., 2009). El
estrés oxidativo induce la expresion de mediadores proinflamatorios como las moléculas de
adhesion vascular (VCAM), moléculas de adhesién intracelular (ICAM) vy proteinas
guimoatrayentes, que participan en el proceso de aterogénesis (Victor et al., 2009). Ademas,
uno de los factores de riesgo de eventos cardiovasculares es la obesidad, que lleva asociada un
proceso de inflamacion con la consecuente elevacion de las concentraciones de marcadores
circulantes de inflamacién, como son las citoquinas proinflamatorias y la proteina C reactiva

(CRP) (Mathieu et al., 2010).

En este sentido, el licopeno contribuye a la prevencion de las enfermedades
cardiovasculares a través de diversos mecanismos, ya que puede actuar como agente
hipocolesterolémico, puede proteger a las células y tejidos del dafio generado por ROS y a las
lipoproteinas LDL de la oxidacién, asi como modular la respuesta inmune, entre otras. A

continuacion se detallan algunos de estos mecanismos.

1. Agente hipocolesterolémico

Numerosos estudios han observado una accidon hipocolesterolémica del licopeno,
explicada a través de la inhibicion in vivo e in vitro de la enzima hidroximetilglutaril CoA
Reductasa (HMGCoA-R) (Brown y Goldstein, 1980; Fuhrman et al., 1997; Edwards y Ericsson,
1999). El paso limitante de la biosintesis de colesterol e isoprenoides es catalizado por la enzima
HMGCoA-R que promueve la transformacion de hidroximetilglutaril CoA a mevalonato (Brown
y Goldstein, 1980). La regulacién de la actividad de dicha enzima ha mostrado, en células
animales, ser sensible a la regulacidén negativa tanto por productos esteroles como no esteroles
de la ruta del mevalonato (Edwards y Ericsson, 1999). La evidencia cientifica sugiere que el
licopeno podria inhibir la sintesis de colesterol en macréfagos de humano mediante la inhibicion
de la actividad (Fuhrman et al., 1997) y expresion de HMGCoA-R (Palozza et al., 2011). El estudio
realizado por Palozza et al. (2011) demostré que el licopeno puede reducir los niveles
intracelulares de colesterol en macréfagos THP-1 de humano, a través de una disminucién de la
actividad enzimatica de HMGCoA-R y un aumento de la salida de colesterol. Este Ultimo proceso
se debe a la activacion de los receptores PPAR-y y LXR-a, que a su vez inducen la
sobrerregulacion de las proteinas ABCA 1 y caveolina, que favorecen la salida celular del

colesterol.
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En relacién a este efecto hipocolesterolémico del licopeno, en un estudio realizado en
nuestro grupo de investigacidn, observamos que tras el consumo de zumo de tomate, y la
acumulacidén de licopeno en el higado de ratas, la actividad de la enzima HMGCoA-R estaba
disminuida aunque no su expresion génica. Ademas utilizando métodos in silico, se describio
una gran afinidad de la molécula del licopeno por el centro activo de la enzima, superior incluso
a la de su propio sustrato (HMGCoA), lo que indicaria que el licopeno puede competir con el
sustrato e inhibir la actividad de la enzima y como consecuencia reducir la sintesis de colesterol

(Navarro-Gonzalez et al., 2014).

Otro mecanismo propuesto del licopeno como agente hipocolesterolemiante es su
efecto sobre la actividad de los receptores de colesterol LDL. Los resultados de Furhman et al.
(1997) describieron un aumento de la absorcidn de colesterol LDL en macroéfagos enriquecidos
con licopeno o B-caroteno, a diferencia del resto de macréfagos. Por ello, es probable que la
inhibicién de la actividad de la enzima HMGCoA-R por accién de los carotenoides, de forma
similar a como actdan las estatinas, desencadene una expresion coordinada de genes que

codifican el receptor LDL (Palozza et al., 2012).

La accién del licopeno sobre la actividad ACAT (acil-CoA colesterol aciltransferasa),
enzima responsable de la esterificacidn intracelular de colesterol, es otro de los mecanismos
propuestos para reducir los niveles de colesterol. Este accion fue observada por Fujiwara et al.

(2007) en cultivos celulares.

Los tres mecanismos propuestos sobre la accion hipocolesterolémica del se representan

en la Figura 1.7.

Ademas del efecto hipocolesterolémico del licopeno, también se ha observado que la
fibra dietética presente en el zumo de tomate puede producir una disminucidn de los niveles de
colesterol a través de los acidos grasos volatiles de cadena corta producidos durante su
fermentacién por la microbiota en el coldn, especialmente por el acido propidnico. Los
principales acidos grasos obtenidos como consecuencia de dicha fermentacion son el acido
acético, el acido butirico y el acido propidénico (Cummings et al., 1987), los cuales desempefian
importantes funciones sobre la morfologia y funcién intestinal (Scheppach, 1994). El butirato es
empleado como fuente de energia por los colonocitos y ha recibido especial atencion como
potencial agente antiocancerigeno, ya que actua disminuyendo el crecimiento y activando la

apoptosis de las células cancerigenas del colon (Scharlau et al.,, 2009). Ademads, ejerce
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interesantes efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores (Qiao et al., 2014). El acetato es
empleado para la sintesis de colesterol y 4cidos grasos a nivel hepdatico. Ademas, favorece el
incremento del flujo sanguineo y la absorcién de oxigeno en el colon y mejora la motilidad del
iledn (Hosseini et al., 2011). Respecto al acido propidnico, en estudio in vivo con animales, se
ha observado un efecto hipocolesterolémico y reductor de la acumulacion de acidos grasos,
mediante la disminucién de la sintesis de acidos grasos y las cantidades de grasa en el higado y
plasma, aunque se cree que este efecto puede ser similar al que se produciria en humanos, no

hay suficiente evidencia cientifica que lo demuestre (Al-Lahham et al., 2010).

Acetil-CoA + Acetoacetil-CoA

HMG-CoA

—] HMG-CoA-R

Mevalonato

Esteres de
colesterol

LDL — > Colesterol _

Receptor

:|——i- LDL ACAT

Licopeno y/o derivados del tomate

Figura 1.7. Posibles mecanismos implicados en la reduccién intracelular de
colesterol por el licopeno o derivados del tomate. Fuente: Palozza et al. (2012).

2. Agente antioxidante

El licopeno podria actuar protegiendo de la oxidacidn a biomoléculas celulares que
ejercen una funcion critica en el organismo y cuya alteracién podria desencadenar el proceso de

aterogénesis, entre los que se encuentran los lipidos y las lipoproteinas. Este mecanismo de
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proteccion fue hallado en los estudios realizados por Agarwal y Rao (1998), en los que se observo
en humanos que el licopeno protegia a las particulas LDL de la oxidacién, resultados que se

corresponden con los hallados previamente por Furhman et al. (1997) en macroéfagos.

Por otra parte, se ha observado en ratas que el licopeno puede ejercer un efecto
antiaterogénico mediante la inhibicidon de la expresion de agentes inflamatorios (VCAM, MCP
(proteina quimoatrayente de monocitos) y la citoquina proinflamatoria IL-8), mejorando de ese
modo la funcién endotelial y protegiendo del proceso de aterogénesis (Liu et al., 2007). Este
efecto también se ha hallado en estudios con humanos, en los que se sugiere que el licopeno
podria modular la respuesta inmune mediante la disminucion de mediadores inflamatorios
(Watzl et al., 2005; Jacob et al., 2008; Palozza et al., 2010; Gouranton et al., 2011), asi como,
mejorar el estrés oxidativo mediante la reduccién de isoprostanos e ICAM) (Hozawa et al., 2007;

Garcia-Alonso et al., 2012).

Bose y Agrawal (2007) observaron en individuos con enfermedad cardiovascular un
incremento de los niveles de las enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa y glutation
peroxidasa) y una reduccion de la peroxidacion lipidica, tras consumir una dieta suplementada
con tomate durante 60 dias. Previamente, Maruyama et al. (2001) hallaron una proteccién de
los fosfolipidos de las particulas LDL frente a la oxidacion en individuos que tomaron licopeno a

partir del zumo de tomate.

Prevencion de la enfermedad del higado graso o enfermedad hepdtica

En lo que respecta a la esteatosis hepatica no alcohdlica, Bahcecioglu et al. (2010)
observaron, tras la administracion de diferentes dosis de licopeno en ratas con esteatosis
inducida por el consumo de una dieta alta en grasa, una disminucion del grado de inflamaciény
esteatosis, una mejora del estrés oxidativo, mediante la disminucion de MDA y mayores niveles
de glutation y también se observé una disminucion de los niveles de TNF-a. Ademas, el licopeno
mejoré la resistencia a la insulina. Por todo ello, el licopeno ejercié un efecto preventivo en el

desarrollo de esteatohepatitis independiente a la dosis de licopeno administrada (2 mgy 4 mg

/Kg).

En esta misma linea Wang et al. (2010) también observaron un efecto preventivo del

licopeno y de un extracto de tomate en la progresion a esteatohepatitis en ratas con esteatosis
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hepdtica inducida por la administracion de dietilnitrosamina (carcinégeno hepatico),

principalmente mediante la reduccion del estrés oxidativo.

Los resultados hallados por Sheriff y Devaki (2013) en ratas con hepatitis inducida por la
administracion de galactosamina y lipopolisacaridos, revelaron que la administracion de
licopeno ayuda a restaurar la funcion hepatica alterada, a través del aumento de la actividad de
enzimas hepdticas (AST, ALT, lactato deshidrogenasa, y-glutamil transferasa), bilirrubina y

sustratos de la gluconeogénesis.

Por otra parte, Jamshidezadeh et al. (2008) también observo efectos beneficiosos del
licopeno administrado a través de una pasta de tomate en ratas que recibieron acetaminofén,
farmaco analgésico que en casos de sobredosis puede causar necrosis e incluso fallo hepatico.
Los efectos beneficiosos se manifestaron principalmente a través de un aumento de los niveles

de glutation.

Estos hallazgos descritos en la bibliografia cientifica determinan que el tomate o
productos derivados podrian, mediante el aporte de compuestos bioactivos y principalmente
licopeno, mitigar la situacidn hepatica en la enfermedad del higado graso a través de una mejora
del estrés oxidativo, entre otros beneficios, tal y como se ha mencionado en los diferentes

estudios.

Otras enfermedades

Ademas de los efectos beneficiosos descritos anteriormente, también se ha observado
un efecto del licopeno en la inhibicién de varios tipos de células cancerigenas (prdstata, mama,
pulmon, endometrio), mediante la regulacidn del crecimiento celular a través de la apoptosis y
la inhibicion del ciclo celular (Bowen et al., 2002; Seren et al., 2008). Ademas inhibe la

peroxidacion lipidica y protege al ADN de la oxidacién (Sies y Stahl, 1998).

También podria ejercer un efecto beneficioso en las enfermedades neurodegenerativas,
ya que se cree que el licopeno puede atravesar la barrera hematoencefalica y ser efectivo en la
reduccion del dafio causado por las especies reactivas de oxigeno (Sinclair et al.,, 1998). La
evidencia cientifica sugiere que el licopeno podria reducir el riesgo de padecer osteoporosis

mediante sus propiedades antioxidantes (Rao et al., 2007a).
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Beneficios del zumo de tomate

Aunque ya se ha mencionado algun efecto beneficioso de la ingesta de tomate, zumo u
otro derivado, en este apartado se pretende resaltar la importancia de consumir el licopeno
dentro de su matriz alimentaria, ya que en muchos casos el efecto beneficioso hallado podria
deberse a la compleja interaccion o efecto sinérgico entre el licopeno y otros componentes
como varios carotenoides, vitaminas C y E, compuestos fendlicos y otros micronutrientes,

presentes conjuntamente en el alimento (Jacob et al., 2008; Garcia-Alonso et al., 2012).

Los resultados hallados por Alshatwi et al. (2010) muestran que el consumo de polvo de
tomate fue mas eficaz que la administracién de un suplemento de licopeno, proporcionando por
ambas vias la misma dosis de licopeno, contra la peroxidacidn lipidica en ratas. Este hecho se
reflejé especialmente a través de menores concentraciones de MDA en suero y una menor
cantidad de triglicéridos a nivel hepatico, encontradas en el grupo que consumié el extracto de

tomate, aunque en ambos casos se observé una mejora de los pardmetros plasmaticos lipidicos.

Por otra parte, en un estudio realizado en pacientes diagnosticados con sindrome
metabdlico se observé una mejora del estado de inflamacion y de la disfuncién endotelial, tras
la suplementacidn con zumo de tomate durante un periodo de dos meses. También se observo
una mejora de la resistencia a la insulina y una disminucion de LDL y aumento de HDL, lo que
sugiere un efecto beneficioso del consumo de zumo de tomate con respecto a factores de riesgo
asociados al sindrome metabdlico (Tsitsimpikou et al., 2014). Estos resultados estan de acuerdo
con los obtenidos por Silaste et al. (2007), que hallaron una disminucién de colesterol LDL
plasmatico y un aumento de la resistencia a la oxidacidn de estas lipoproteinas, tras el consumo

de una dieta con elevadas cantidades de tomate en individuos sanos.

Riso et al. (2006) observaron una disminucién de mediadores de inflamacion,
especialmente de TNF-a en individuos sanos que habian consumido una bebida elaborada a
base de tomate y enriquecida en carotenoides. Este mismo grupo de investigacién observo,
previamente, que tras el consumo de una dieta rica en tomate y productos derivados, se produjo
una reduccién de la peroxidacion lipidica a través de una disminucién de la excrecién de
isoprostanos y un aumento de la resistencia a la oxidacién de las particulas LDL (Visioli et al.,

2003)
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Otro estudio realizado con un zumo de tomate enriquecido en vitamina C observé, en
individuos sanos, efectos beneficiosos sobre el estrés oxidativo y la inflamacidn, a través de una
reduccion de colesterol total, de los niveles de CRP y de la peroxidacion lipidica (Jacob et al.,

2008).

1.4. LA PROTEOMICA, POSIBLE HERRAMIENTA DE DETECCION Y DIAGNOSTICO DE LA
NAFLD

La protedmica es la disciplina que estudia todas las proteinas expresadas en un genoma
y abarca tanto su identificacion como determinacion de su localizacidn, modificaciones e
interacciones, actividades y funciones. Pertenece al grupo de ciencias denominadas ‘Omicas’ (-
omics), entre las que se encuentra también la gendmica y la metabolémica. Los analisis de
protedmica examinan miles de patrones proteicos expresados como consecuencia de una
funcién anormal de la célula o de interacciones celulares (Dominguez et al., 2007). Por lo que en
su conjunto, estas ciencias permiten obtener un enfoque biolégico de las enfermedades y
contribuyen enormemente a la investigacion de nuevos mecanismos (Barallobre-Barreiro et al.,

2013).

Una rama de la protedmica es la protedmica clinica, cuyo objetivo principal es identificar
proteinas implicadas en procesos patoldgicos, comprender cémo los cambios que se generan
en ellas producen alguna enfermedad y desarrollar biomarcadores de diagndstico y prondstico,

asi como marcadores terapéuticos (Dominguez et al., 2007).

Segln el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH), un biomarcador es una
caracteristica que se puede medir objetivamente y que se puede evaluar como un indicador de
procesos bioldgicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a un agente

terapéutico. (Martin-Gomez et al., 2010)

Los fluidos bioldgicos contienen una gran informacién del estado fisioldgico de un
organismo, ya que presentan un elevado niumero de sustancias, entre ellas péptidos y proteinas,
que podrian modificarse en funcién del tiempo o en diferentes circunstancias, como en un
estado patoldgico. Por ello, muchas proteinas y/o péptidos, cuyo estudio se conoce como
proteédmica y peptiddmica, se han utilizado como Unicos biomarcadores de enfermedad en
aplicaciones clinicas con diferentes grados de éxito. La principal limitacion de este enfoque es

que en muchos casos un Unico biomarcador carece de especificidad. Por este motivo, la
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protedmica se centra en la identificacién y validacién de paneles de biomarcadores mas que en

la identificacidn de un Unico biomarcador ideal de diagndstico (Fliser et al., 2007).

El proteoma de la sangre es uno de los principales objetivos de la investigacién de
biomarcadores. Sin embargo, se trata de un fluido altamente complejo y dindmico, lo que ha
provocado un cambio en la investigacion de biomarcadores dirigiéndola al empleo de otros
fluidos corporales mas estables como la orina, bilis y fluido cerebroespinal (Shen et al., 2005;

Rao et al., 2007b)

Debido a su disponibilidad, facil recoleccion y su correlacion con la fisiopatologia de
distintas enfermedades, la orina resulta un medio adecuado para su uso en la protedmica clinica.
La orina, al contrario que la sangre, no contiene un nimero importante de células, lipidos y
proteinas de gran tamafio, lo que disminuye la complejidad del analisis. Ademas, se trata de un
fluido relativamente estable, probablemente debido al hecho de que la orina se almacena
durante un tiempo en la vejiga, lo suficiente para que se completen los procesos proteoliticos

llevados a cabo por proteasas enddégenas (Weissenger et al., 2004).

La metodologia para definir los biomarcadores debe combinar el empleo de un tiempo
razonable de analisis con una alta resolucién, para conseguir, de ese modo, un perfil adecuado
de muestras y el reconocimiento de caracteristicas suficientes que permitan obtener paneles de
diagndstico robustos. Debido a su alto poder de resoluciéon, robustez y reproducibilidad, y
tiempo aceptable requerido para los analisis rutinarios, la electroforesis capilar acoplada a un
espectrometro de masas (CE-MS) ha demostrado ser una excelente plataforma para la
identificacion de biomarcadores en orina para un uso clinico (Neuhoff et al., 2004; Dakna et al.,

2009).

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica en la que los dtomos o
moléculas de una muestra son ionizados, separados por su relacion masa/carga (m/z) y
posteriormente detectados y registrados. Esta técnica presenta numerosas ventajas: 1) elevada
especificidad en la determinacion del peso molecular, ya que puede medir con exactitud la masa
molecular y obtener informacién de los fragmentos idnicos de un analito; 2) elevada
sensibilidad; es capaz de detectar moléculas en cantidades de attomoles (1028) y femtomoles
(101%); 3) se trata de una técnica muy versatil, aplicable a todo tipo de muestras (volatiles, no
volatiles, polares, apolares, liquidos y gases). Cuando se combina con técnicas de separacion de
alta resolucién, como la electroforesis capilar, es la mas cualificada para el andlisis de muestras
complejas, ya que se consigue simultdneamente la separacion y la identificacion (Martin-Gémez

et al., 2010).
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Las ventajas que proporciona la CE-MS son especialmente beneficiosas cuando se
trabaja con un elevado nimero de muestras heterogéneas que presentan componentes que

pueden interferir, como lipidos, precipitados, etc. (Stutz, 2005; Kolch et al., 2005).

Por todo ello, la CE-MS permite reproducir y comparar analisis de muestras que
presentan una elevada complejidad. De hecho, la CE-MS permite el analisis de varios cientos de
polipéptidos presentes en la muestra en un tiempo aproximado de 60 minutos con una elevada
sensibilidad (Dakna et al., 2009, Theodorescu et al., 2005). La separacién de los analitos
presentes en la compleja mezcla se basa en la migracidn diferencial a través de un capilar relleno
de liquido en un fuerte campo eléctrico. Dentro de sus desventajas se incluye su limitada
capacidad para separar proteinas de gran tamafio y la pequefa capacidad de carga de muestra,
gue compromete la secuencia del MS/MS. A pesar de ello, el CE-MS esta siendo empleado con
gran éxito en el andlisis del proteoma de bajo peso molecular con el objetivo de la identificacidn
de biomarcadores (Albalat et al., 2011). El esquema del proceso de separacidén de péptidos por
CE acoplado a un MS para la deteccidon de las masas partir de una muestra de orina previamente
tratada, asi como los pasos sucesivos para el descubrimiento de biomarcadores se representa

en la Figura 1.8.
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Figura 1.8. Esquema del proceso de separacidn y deteccién de péptidos procedentes de una muestra de
orina previamente purificada empleando un CE-MS. Fuente: Albalat et al., 2011.

La cuantificacion de péptidos presentes en una muestra supone un importante desafio

en el campo de la proteédmica dadas las tecnologias actualmente disponibles. Se han probado
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diferentes métodos de cuantificacion basados en la MS, obteniéndose diferentes grados de
éxito. Una de las técnicas mas simples y con una buena relacién coste-eficacia es la
cuantificacidn basada en la sefial-intensidad-recuento de iones. A pesar de que este método no
permite la cuantificacidn absoluta, se ha demostrado que la cuantificacidn relativa presenta un
alto grado de similitud con la absoluta, por lo que se podria llevar a cabo esta cuantificacion
relativa mediante el uso de una seleccidn de fragmentos de colageno presentes de forma natural

y abundante, que pueden ser utilizados como patrones internos (Jantos-Siwy et al., 2009).

Los resultados obtenidos tras la cuantificacion son procesados mediante el uso de
software especificos, como MosaiquesVisu y MosaCluster (Mosaiques Diagnostics, Hannover,
Alemania) (Neuhoff et al., 2004; Dakna et al., 2009), que permiten su clasificacion por grupos de
individuos con diferentes estados fisioldgicos y la identificacion de las proteinas de las que
provienen. Ademas, como parte del procesado de los datos se requieren complejos andlisis
estadisticos que permitan seleccionar aquellos péptidos que puedan ser definidos como
biomarcadores de un estado fisiopatolégico concreto (Lé Cao et al., 2011; Theodorescu et al.,

2006), esto es la herramienta que se conoce como bioinformatica.

Finalmente los péptidos son incorporados en bases de datos de proteinas urinarias que
recopilan informacion de biomarcadores caracteristicos de una determinada patologia. Hasta la
fecha, las bases de datos de andlisis del proteoma clinico permiten la deteccion precoz, a partir
de la orina, de enfermedad cardiovascular, renal, biliar, urogenital, Alzheimer, diabetes y cancer,
entre otras. Sin embargo, al tratarse de una ciencia en continuo avance, estas bases de datos
siguen creciendo gracias a la colaboracion de cientificos de todo el mundo que trabajan en el

campo de la protedmica (http://mosaiques-diagnostics.de/). En lo que respecta a la esteatosis

hepatica, actualmente no existen biomarcadores incluidos en la base de datos de proteinas
urinarias, aunque se estan estudiando posibles biomarcadores presentes en muestras de tejido

hepatico y suero (Lim et al., 2014).


http://mosaiques-diagnostics.de/
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2. OBJETIVOS

En la presente Tesis Doctoral, nos hemos propuesto como hipoétesis de partida que el
consumo de tomate y sus productos derivados, gracias a su alto contenido en licopeno,
pueden desarrollar un efecto beneficioso para la salud hepatica, al acumularse en el higado y
desarrollar su actividad antioxidante. En la actualidad, la enfermedad de higado graso no
alcohdlica presenta una elevada incidencia en los paises desarrollados, y como consecuencia
se producen alteraciones del metabolismo lipidico, incrementando el riesgo de padecer

determinadas enfermedades.

Por ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido evaluar el efecto del
consumo de zumo de tomate, y principalmente del licopeno, sobre el metabolismo lipidico
hepatico, mediante un estudio in vivo con ratas Sprague-Dawley, con la finalidad de conocer

sus posibles mecanismos de accion.

Para la consecucién del objetivo general se plantean los siguientes objetivos

especificos distribuido de acuerdo a los dos estudios del disefio experimental:

Estudio 1: Ensayo con animales normocolesterolémicos

1. Evaluar el efecto hipocolesterolémico del zumo de tomate, en ratas alimentadas con
dieta estdndar de mantenimiento de roedores y suplementada con zumos de tomate
con diferentes concentraciones de licopeno, mediante el estudio de Ia
biodisponibilidad del licopeno, el analisis de las concentraciones de lipidos plasmaticos

y colesterol hepatico, asi como de la actividad de la enzima HMG-CoA-Ren higado.

2. Determinar el efecto prebidtico del zumo de tomate, mediante el andlisis de acidos
grasos de cadena corta en heces, evaluando si las diferencias en el contenido de fibra
dietética entre los zumos modifica el perfil de estos metabolitos, prestando especial

atencion al 4cido propidnico.
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Estudio 2: Ensayos con animales con esteatosis inducida a través de la dieta

3. Evaluar la biodisponibilidad de licopeno y su acumulacién en el higado, tras la ingesta

de zumo de tomate.

4. Estudiar el efecto del consumo de zumo de tomate sobre el contenido de lipidos

plasmaticos yla actividad de la enzima HMGCoA-R a nivel hepatico.

5. Determinar metabolitos hepaticos en ratas con enfermedad del higado graso no
alcohdlica tras la ingesta de zumo de tomate, empleando la metaboldmica como
herramienta para obtener una mejor comprension de la funcidon que el licopeno puede

desempeiiar sobre el metabolismo hepatico.

6. Evaluar los cambios producidos en el metabolismo lipidico hepatico a través de la
regulacion de la expresion génica de los genes involucrados en el metabolismo de los

acidos grasos, en ratas con esteatosis inducida que consumieron zumo de tomate.

7. Analizar el efecto del consumo de zumo de tomate sobre determinados biomarcadores

de estrés oxidativo e inflamacidn, en ratas con esteatosis inducida.

8. Explorar la existencia de posibles biomarcadores de origen peptidico, en la orina de
ratas con esteatosis, que puedan estar relacionados con esta patologia y/o con la
enfermedad cardiovascular, para su empleo como método de prevencién vy

diagndstico.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL GENERAL

Para la consecucidn de los objetivos de la presente Tesis Doctoral, se llevaron a cabo
dos estudios en un modelo animal empleando ratas macho Sprague-Dawley (Harlan
Laboratories Inc, Indiana, EEUU). Los estudios se llevaron a cabo en las instalaciones del Centro
de Investigacion Animal de la Universidad de Murcia, controldndose las condiciones de
humedad (50%), temperatura (22 2C) y luz (ciclo luz-oscuridad 7 am — 7 pm) durante los
periodos de experimentacién. Los estudios fueron aprobados por el Comité de Bioética de la
Universidad de Murcia y para su consecucidn se tuvieron en cuenta las pautas indicadas en el
RD 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccién de los animales utilizados para
experimentacidon y otros fines cientificos y en la Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el
cuidado de los animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio. Los

disenos de los estudios se detallan a continuacion.

3.1.1. ESTUDIO 1

Para la realizacién de esta experiencia se utilizaron 24 ratas macho Sprague Dawley de
12 semanas y un peso aproximado de 400 g. Tras un periodo de adaptacion de dos dias, los
animales fueron distribuidos aleatoriamente en 3 grupos de 8 ratas cada uno y ubicados en
jaulas metabdlicas individuales (Tecniplast S.p.A., Italia). A todos los grupos se les suministré

una dieta estandar de mantenimiento cuya composicion se detalla en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Composicién de la dieta estandar Teklad Global 14%
Protein Rodent Maintenance Diet utilizada en la experiencia 1.

Composicion (por 100 g) Dieta Estandar
Valor energético (Kcal) 290
Proteinas (g) 14.3
Grasas (g) 4.0
Hidratos de carbono (g) 48.0
Fibra (g) 18.0

Colesterol (mg) -
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En cuanto a la bebida, el grupo control recibié agua, mientras que a los grupos 1y 2 se les
suministraron zumos de tomate con un contenido bajo (BL) y alto en licopeno (AL),
respectivamente. Las muestras de zumo empleadas en el estudio fueron zumos comerciales

proporcionados por empresas de la Regién de Murcia (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Valor nutricional por 100 mL de los zumos de tomate utilizados
como bebida en los grupos 1y 2.

Composicion Nutricional Zumo de tomate BL Zumo de tomate AL
Energia (Kcal) 35 24
Proteinas (g) 0.6 0.8
Hidratos de Carbono (g) 4.2 5.0
Azdcares (g) 2.8 4.7
Grasas (g) 1.8 0.1
Acidos grasos saturados (g) 0.3 0.0
Fibra (g) 2.1 0.8
Licopeno (mg/100g) 2.7 12

Tanto la bebida como la comida fueron suministradas ad libitum y la duracién del
estudio fue de 21 dias (Figura 3.1). La cantidad de comida y bebida ingerida, asi como la
excrecion de heces y orina fue cuantificada a diario. Al inicio del estudio, después del periodo
de adaptacion, se extrajeron muestras de sangre de 8 animales a través de la vena caudal de la
cola para obtener unos valores bioquimicos iniciales de referencia. Adicionalmente, se
recogieron muestras de heces y orina al inicio y final del estudio, las cuales fueron conservadas
a -80 2C. Al finalizar el estudio, los animales, tras 12 horas de ayuno, fueron anestesiados con
isoflurano (Isoflo®, Abbott Laboratories Ltd, Reino Unido) hasta conseguir un control profundo
de la anestesia. A continuacién, se procedié a la obtencidn de muestras de sangre mediante
puncién cardiaca y los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital
sodico (Dolethal, Laboratorios Vétoquinol, Espafia) por inyeccién intraperitoneal. Tras el
sacrificio se recogieron muestras de higado que fueron conservadas inmediatamente a -80 2C
para ser analizadas posteriormente. Los pardmetros analizados y las técnicas analiticas

aplicadas se describen en el apartado 3.3 del presente capitulo.
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Figura 3.1. Diseiio experimental del estudio 1.
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3.1.2. ESTUDIO 2

Para llevar a cabo el presente estudio se utilizaron 24 ratas macho Sprague-Dawley de
8 semanas de edad con un peso aproximado inicial de 250 g. La primera fase del estudio
consistié en un periodo de adaptacion de 2 semanas para el cual los animales se dividieron en
dos grupos de 12 ratas cada uno en el que disponian de agua y comida ad libitum (Figura 3.2).
Uno de los grupos recibié una dieta estdndar y el otro una dieta aterogénica con alto

contenido en grasa y colesterol (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Composiciéon de las dietas utilizadas en la experiencia 2.

Composicion (por 100 g) Dieta Estandar® Dieta Aterogénica®
Valor energético (Kcal) 290 450
Proteinas (g) 14.3 17.3
Grasas (g) 4.0 21.2
Hidratos de carbono (g) 48.0 46.9
Fibra (g) 18.0 5.0
Colesterol (mg) - 1.25

“Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance Diet. "Atherogenic diet TD 02028 (Harlan Laboratories
Inc, Indiana, EEUU).

Al finalizar el periodo de adaptacién, se realizd una extraccién sanguinea con el
objetivo de obtener unos valores bioquimicos iniciales de referencia. Para ello se seleccionaron
aleatoriamente 10 animales vy, tras un periodo de ayuno de 12 horas, fueron anestesiados con
isoflurano (Isoflo®, Abbott Laboratories Ltd, Reino Unido) y las muestras de sangre se
extrajeron a través de la vena caudal. En ningln caso se alcanzd un volumen de extraccidn

superior al 10% de su peso.

Tras la extraccion, los animales de los dos grupos de inicio fueron subdivididos
aleatoriamente, generandose un total de cuatro grupos de estudio (6 ratas/grupo). Los grupos
se diferenciaban segun su combinacién de tipo de dieta (estandar o aterogénica) y bebida
suministrada (agua o zumo de tomate). Los animales se distribuyeron individualmente en
jaulas metabdlicas (Tecniplast S.p.A., Italia) quedando los grupos de estudio con la siguiente
distribucidon: NA (dieta estdndar y agua), NL (dieta estdndar y zumo de tomate), HA (dieta
aterogénica y agua) y HL (dieta aterogénica y zumo de tomate). Las muestras de zumo de
tomate comercial empleadas en el estudio fueron suministradas por la empresa Juver
Alimentacion S.L. (Cabezo de Torres, Murcia, Espaia). En la Tabla 3.4 se muestra la

composicidon nutricional del zumo que fue completada con el andlisis de su contenido en
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vitamina C y compuestos bioactivos, tales como, licopeno, fenoles totales y flavonoides, asi
como mediante la determinacidn de la actividad antioxidante total in vitro (AAT) aplicando los

métodos ORAC y TEAC.

Tabla 3.4. Composiciéon nutricional, contenido en compuestos bioactivos y
capacidad antioxidante total (CAT) del zumo de tomate empleado en el estudio 2,
expresada por 100 mL de producto.

Energia (Kcal) 26.0
Grasa (g) 0.1
Hidratos de carbono (g) 5.0
Azucares (g) 4.7
Fibra (g) 0.8
Proteinas (g) 0.8
Sal (g) 0.5
Fenoles totales (mg/100g) 28.4
Flavonoides libres (mg/100g) 3.6
Licopeno (mg/100g) 10.8
Vitamina C (mg) 1.44
CAT-ORAC (umoles equivalentes de Trolox) 0.23
CAT-ORAC (umoles equivalentes de Trolox/100g) 45.0

El periodo de estudio tuvo una duracion de 5 semanas durante las cuales los animales
tuvieron acceso libre a comida y bebida. El peso de las ratas fue registrado semanalmente,
mientras que la ingesta de comida y bebida, al igual que la excrecién de heces y orina se anotd
a diario. Las muestras de heces y orina fueron recogidas semanalmente y conservadas a -80 C.
Al finalizar el periodo de estudio, y tras 12 horas de ayuno, los animales fueron anestesiados
con isoflurano y se realizd una extraccion de sangre por puncion cardiaca, para posteriormente
ser sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico mediante inyeccién intraperitoneal
(Dolethal, Laboratorios Vétoquinol, Espafia). Para la obtencidon de las muestras de sangre
emplearon tubos heparinizados y el plasma se obtuvo por centrifugacién (3000 g, 10 min, 4
2C), conservandose en microtubos a -80 2C para ser analizado posteriormente. Tras el sacrificio
se procedid a la obtencién de muestras de higado, tejido adiposo subcutaneo y abdominal, las
cuales fueron congelados inmediatamente a la extraccion en nitrégeno liquido y conservadas a
-80 oC hasta su andlisis. Para los analisis de expresion génica, las muestras se recogieron en
microtubos estériles libres de ARNasa con adicion de solucion RNAlater® con la finalidad de

evitar la degradacion del ARN. Para el examen histoldgico se recogieron muestras de higado y
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aorta en formol al 10%. Las metodologias analiticas aplicadas a las muestras (Figura 3.3) se

describen brevemente en el apartado 3.3 de este capitulo.
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Figura 3.2. Disefio experimental del estudio 2
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Figura 3.3. Esquema de los parametros analizados en las muestras bioldgicas del estudio 2.
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3.2. METODOLOGIAS ANALITICAS

3.2.1. Determinacion de la capacidad antioxidante hidrofilica

Capacidad antioxidante hidrofilica: método ORAC

La capacidad antioxidante en muestras de plasma de rata y zumo de tomate se
determind por el método Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) descrito por Prior et al.
(2003). El ensayo ORAC es un método de fluorescencia ampliamente utilizado para evaluar la
capacidad antioxidante de muestras bioldgicas y alimentarias. Se fundamenta en la inhibicion
del radical peroxilo generado a partir de la descomposicion térmica del compuesto dihidro
cloruro de 2,2'- diazobis (2-amidino-propano) (AAPH) (98%, Acros Organics, EEUU) por los
antioxidantes presentes en la muestra. El método emplea fluoresceina (fluoresceina sédica,
Sigma-Aldrich, USA) como sonda de fluorescencia, cuya intensidad de sefial se atenua por la
oxidacion causada por el radical AAPH generado en el medio de reaccién. De este modo, la
eficacia de una muestra antioxidante se valora de acuerdo a su capacidad para retardar la

pérdida de fluorescencia.

Las muestras de plasma fueron previamente descongeladas y diluidas (1:1000) con
tampon fosfato 0.075 M, pH 7.0 y el zumo de tomate se centrifugd a 4500 g durante 5 miny se
diluyd (1:20) con la misma solucion tampdn. Como patrén se empled acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma Aldrich, EEUU) en el rango de concentracion O-
50 uM. La lectura de fluorescencia se realizd en microplacas negras con fondo transparente de
96 pocillos (Corning Incorporated Costar® 3631, EEUU), empleando un lector de microplacas
Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, EEUU), a una longitud de onda de excitacion
de 485 nm y una longitud de onda de emisidn de 520 nm. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado y protegidas de la luz. Los resultados se expresaron como mM de
equivalentes de Trolox (TE) en muestras de plasma y como pmoles equivalentes de Trolox (ET)

por 100 g en el caso de los zumos.

Capacidad antioxidante total: método TEAC

Esta determinacidn se llevd a cabo Unicamente en el zumo de tomate por el ensayo

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) descrito por Miller et al. (1996). El método se

basa en la reduccién del radical catién del acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-



66| Capitulo 3. Material y Métodos

sulfénico) (ABTS) (Sigma Aldrich, Canada) por los antioxidantes presentes en la muestra. Se
trata de una técnica espectrofotométrica en la que los antioxidantes presentes en la muestra
producen una disminucién del color de la solucion del radical ABTS cuya magnitud se mide a
734 nm y es proporcional a la concentracion de antioxidantes. La solucion de trabajo activa del
radical cation ABTS se prepara haciendo pasar una solucion madre 5 mM de ABTS en tampodn
fosfato salino (PBS) 5 mM y pH 7.4 a través de un filtro Whatman n2 5 con 6éxido de
manganeso (Panreac, Espana). El exceso de dxido de manganeso se elimina pasando la
solucidn activa a través de un filtro de jeringa de acetato de celulosa (ChemLab, Espafia) de 0.2
um de tamafio de poro. Esta solucion fue diluida con PBS 5 mM hasta alcanzar una

absorbancia de 0.7 (+ 0.2) a 734 nm.

Para el andlisis, se pesaron 2 g de zumo de tomate y se llevaron hasta 10 mL con agua
destilada. Se agité en el vortex durante unos segundos, se centrifugd a 4500 g durante 5 miny
se extrajo el sobrenadante para la determinacién de la actividad antioxidante. La recta de
calibrado se elaboré empleando Trolox como patrén en el rango de concentraciones 0-0.125
mM. Los analisis se realizaron por triplicado y la capacidad antioxidante de las muestras se

expresd como mmoles de equivalentes de Trolox por 100 g de zumo de tomate.

3.2.2. Parametros bioquimicos

En el estudio 1 se analizaron los niveles de glucosa, proteinas totales, triglicéridos,
colesterol total y sus fracciones HDL y LDL. En el estudio 2, ademas de los parametros citados
en el estudio 1, se analizaron las enzimas hepaticas alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST) y paraoxonasa (PON). Todas las muestras de sangre fueron analizadas
en el Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia mediante un analizador

automatico (AU 600 Olimpus Life, Alemania).

3.2.3. Examen histopatoldgico

El examen histopalédgico se llevé a cabo en las muestras de higado y aorta. Las
muestras previamente conservadas en formol al 10% fueron cortadas en finas laminas e
impregnadas en parafina. Tras su inclusién en parafina, estas fueron cortadas con microtomo a
un grosor de 4 um para ser tefiidas con hematoxilina-eosina, con la finalidad de observar las

posibles alteraciones mediante microscopia dptica.



Capitulo 3. Material y Métodos |67

En el caso de las muestras de higado, el grado de esteatosis se determiné siguiendo el
criterio establecido por Brunt et al. (1999), el cual asigna un grado O cuando existe un
porcentaje de grasa en el higado inferior al 5 %, grado 1 cuando las vacuolas de grasa se hallan
en menos de un 33 % de los hepatocitos, grado 2 cuando dichas vacuolas afectan al 33-66 % de
los hepatocitos y grado 3 cuando las vacuolas se encuentran en mas del 66% de los

hepatocitos.

3.2.4. Determinacion de Biomarcadores de inflamacion

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleuquina 6 (IL-6)

s+ Plasma

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleuquina 6 (IL-6) fueron analizadas
en las muestras de plasma mediante una técnica de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA),
empleando el kit comercial Single Analyte Elisarray™ kits for Rat (QIAGEN, SA Biosciences,

EEUU) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Estas pruebas se basan en la cuantificacion de un analito especifico de origen proteico
mediante una reaccién enzimatica de tipo sandwich. Para ello, la placa se recubre de un
antigeno especifico de captura que reacciona con el anticuerpo (analito proteico de interés) al
gue se une posteriormente otro anticuerpo marcado con biotina. A continuacién, el conjugado
avidina-peroxidasa de rdbano (Avidina-HRP) se une con el anticuerpo y tras la adicion de una
solucidn especifica, desarrolla una coloracion cuya intensidad es directamente proporcional a
la cantidad de analito presente en la muestra. La absorbancia se determind a 450 nm en un

lector de placas multifuncién (Synergy HT BioTek, EEUU).

Ambas citoquinas fueron analizadas en las muestras iniciales y finales de plasma. Tras
ser descongeladas, las muestras fueron centrifugadas a 1000 g durante 10 min a 4 °C, y el
sobrenadante obtenido se empled sin diluir para la realizacién de los ensayos por duplicado.

Los resultados se expresaron como pg de TNF-a/IL6 por mL de plasma.
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R/

% Tejido Adiposo

El TNF-a fue también determinado en las muestras de tejido adiposo abdominal y
subcutdneo usando el kit comercial de tipo ELISA RayBio® Rat TNF-alpha (RayBiotech, Inc.
Norcross, EEUU). Para el andlisis se pesaron 10 mg de tejido adiposo y se homogeneizaron con
500 pl de tampdn de lisado y 50 pl de inhibidor de proteasas (Protease inhibitor Cocktail for
general use P2714, Sigma Aldrich). A continuacidn, la muestra se agitd en vortex y se
centrifugé (10.000 g, 5 min, 4 2C) para eliminar restos de tejido. Se extrajo el sobrenadante y
se diluyd (1:50) con el tampdn de dilucién incluido en el kit y se procedid al seguimiento de las
instrucciones indicadas en el protocolo. Al igual que en los kits ELISA mencionados

anteriormente, la absorbancia de las muestras se determind a 450 nm en un lector de placas.

Los resultados se expresaron como pg de TNF-a por mg de proteina en el caso del
tejido adiposo abdominal y de ng de TNF-a por mg de proteina en las muestras de tejido
adiposo subcutaneo. La determinacion de proteinas se llevé a cabo en el mismo sobrenadante
obtenido para la realizaciéon del kit, siguiendo el método de Lowry modificado por Bensadoun y

Weinstein (1976).

Moléculas solubles adhesion intercelular (sICAM-1) y vascular (sVCAM-1)

Las moléculas sVCAM-1 y sICAM-1 se analizaron en las muestras de plasma mediante
un kit comercial de tipo ELISA (Cusabio Biotech Co., LTD, China). Las muestras se prepararon
del mismo modo que para la determinaciéon de TNF-a e IL-6 y se analizaron por duplicado,
expresandose los resultados como pg de sICAM-1 por mL de plasma y ng de sVCAM-1 por mL

de plasma.

3.2.5. Determinacion de biomarcadores de estrés oxidativo

Isoprostanos

La concentracién de isoprostanos se determind en las muestras de orina usando el kit
comercial ELISA Oxiselect™ 8-iso-Prostaglandin F2a ELISA kit (Cell Biolabs Inc., EEUU). Los
isoprostanos son un tipo de eicosanoides que se generan por la peroxidacidn lipidica de los

fosfolipidos de tejidos y lipoproteinas plasmaticas, causada por radicales libres. Esto hace que
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sean considerados un parametro de gran aplicacién para la evaluacion del grado de estrés

oxidativo in vivo.

Las muestras de orina fueron previamente descongeladas y acidificadas (pH 3.0) con
HCI 1N y se diluyeron (1:4) con una solucion proporcionada al objeto por el kit. A continuacion,
se procedid al seguimiento de los pasos indicados en el protocolo del fabricante. Todas las
muestras fueron analizadas por duplicado. Para normalizar los resultados obtenidos, la
concentraciéon de creatinina fue determinada en las muestras de orina siguiendo la

metodologia de Helger et al. (1974).

Malondialdehido (MDA)

Para evaluar el grado de peroxidacién lipidica se analizaron los niveles de
malondialdehido (MDA) en las muestras de higado y plasma por cromatografia liquida de alta

eficacia (HPLC), seguin el método descrito por Mateos et al. (2005).

Para los ensayos, las muestras de plasma se analizaron directamente mientras que
las muestras de higado (0.5 g) se homogenizaron en 2.5 mL de una solucidon tampdn Trizma
base 0.25 M pH 7.4 (Sigma-Aldrich, EEUU). El homogenizado se centrifugd a 10.000 x g durante

10 min a 4 2C. Se extrajo el sobrenadante y se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones.

A continuacidn, se produjo una hidrdlisis alcalina combinando 250 uL de sobrenadante
o plasma con 50 puL NaOH 6 M que se incubd en un bafo termostatico a 60 2C durante 30 min.
Finalizado el proceso, se adicionaron 125 uL de acido perclérico al 35 % para conseguir la
precipitacién de proteinas. Se agitd en un vortex y se centrifugd a 2800 x g durante 10 min a 4
9C. Para la inyeccién en el HPLC, una cantidad de 350 pL de sobrenadante se derivatizd con 25
uL de 2,4-dinitrofenilhidracina (Fluka, Suiza), se agitd en vortex y se incubd durante 30 min
protegido de la luz. Finalmente, se filtré (filtro VWR 13 mm y 0.2 um, EEUU) antes de ser

inyectado en el HPLC.

La determinacidn de MDA se realizé6 mediante un equipo de HPLC (Agilent 1200 Series,
Alemania) compuesto por una bomba cuaternaria (G1311A), un desgasificador (G1322A), un
horno (G1316A), un inyector automatico (G1311A) y un detector de diodos en serie (G1315D).
Para la separacidn cromatografica se utilizé una columna de fase reversa LiChroCART RP-18 de
250 mm de longitud, 4 mm de didmetro y 5 um de tamafio de particula, acoplada a una pre-
columna del mismo material y de 4 mm de longitud (Merck, Alemania). La separacion de los

compuestos se realizd isocraticamente utilizando como fase mdvil una mezcla compuesta por



70|Cap/’tu/o 3. Material vy Métodos

agua con un 1% de acido acético (v/v) y acetonitrilo (62:38, v/v) con un flujo de 0,6 mL/min a
25 °C durante 30 minutos. La cuantificacién de MDA se realiz6 a 310 nm. Los resultados se
expresaron como nmol por mg de proteina en higado y por mL en el caso del plasma. La
concentracion de proteinas en higado se obtuvo siguiendo el método de Lowry, modificado

por Bensadoun and Weinstein (1976).

3.2.6. Determinacion de compuestos antioxidantes

Andlisis de Vitamina C

La cuantificacion de acido ascérbico se realizé mediante HPLC siguiendo el método
descrito por Esteve et al. (1995). El zumo de tomate se diluyd (1:2) con acido metafosférico
(MPA) (Acros Organics, EEUU) al 1% con agua MilliQ, se agité en oscuridad a 900 rpm durante
10 minutos en un agitador de tubos (Labnet Vortemp 1550, EEUU) y se filtr6 empleando un
filtro de jeringa de nylon (Simplepure, Membrane Solutions LLC, EEUU) de 0.45 um de tamario

de poro. El filtrado se conservé en viales opacos para ser inyectado en el HPLC.

Las muestras fueron analizadas en un equipo de HPLC modelo Merck-Hitachi LaChrom
compuesto por una bomba modelo L-7100, un inyector automadtico modelo L-7200, un
detector de ultravioleta modelo L-7400 y una interfaz modelo D-7000 (Merck-Hitachi, Japon).
Para la separacion del acido ascorbico se empled una columna RP-18 Lichrospher 100 de 125
mm de longitud, 4 mm de didmetro y 5 um de tamafio de particula, acoplada a una pre-
columna del mismo material y mismo tamafo de particula (Merck, Alemania), con un volumen
de inyeccion de 20 pL. Como fase movil se utilizd tampdn fosfato 0.1M (pH 3.5) con un
volumen de elucidén isocratico que se mantuvo con un flujo de 1 mL/min. La deteccidn se

realizd con un detector de ultravioleta a 245 nm.

Como patrén se utilizd acido L-(+) ascorbico (Ref. 100468, Merck, Alemania) en MPA
(1%) en un rango de concentracién comprendido entre 0 y 100 pg/mL. Los analisis se llevaron a
cabo protegidos de la luz y los resultados se expresaron como mg de acido ascérbico por 100

mL de zumo de tomate.
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Determinacion colorimétrica de licopeno

El analisis de licopeno en las muestras de heces se llevd a cabo por espectrofotometria
de acuerdo al método descrito por Sharma y Le Maguer (1996). Se pesd 1 g de heces, se
adicionaron 50 mL de la mezcla de extraccidén hexano-acetona-etanol (2:1:1, v:v:v) (J.T.Baker,
Holanda) y la mezcla se mantuvo en agitacién durante 30 min. A continuacién, se afiadieron 15
mL de agua destilada, se agité de nuevo durante 10 min y finalmente se mantuvo en reposo 10
min para conseguir la separacion de la fase polar y no polar, para poder medir el contenido de
licopeno en esta Ultima. La fase no polar se filtré usando un filtro Whatman n2 1 y el contenido
total de licopeno presente en esta fase apolar de hexano se cuantific6 en un
espectrofotdmetro Thermo Scientific Evolution 300LC (Reino Unido) a una longitud de onda de
472 nm. El calculo de la concentracidon de licopeno se realizé considerando su coeficiente de
absorcion molar especifico (Eix), siendo este de 3450 L-gl-cm™ en hexano. Las extracciones se

realizaron por triplicado protegidas de la luz, expresandose los resultados en pig/g de heces.

Determinacion de licopeno y sus metabolitos por cromatografia liquida de alta

eficacia acoplada a un espectrémetro de masas (HPLC/MS)

La determinaciéon de licopeno y sus metabolitos en el zumo de tomate y en las
muestras de higado se llevd a cabo en un sistema HPLC-MS, siguiendo el método adaptado de
Seybold et al. (2004) con algunas modificaciones. Se pesaron 0.5 g de muestra a la que se le
realizaron 3 extracciones consecutivas con una solucion de metanol/tetrahidrofurano (1/1,
v/v) ().T.Baker, Holanda) que contenia 0.1 % de butilhidroxitolueno (BHT) (Sigma Aldrich,
EEUU). El extracto resultante de las tres extracciones se evapord a 37 2C usando una bomba de
vacio. El residuo obtenido se volvié a disolver en 2 mL de etanol, se centrifugd a 20.817 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente, se filtré con un filtro de jeringa de PTFE con 0.2
um de tamafio de poro (VWR International, USA) y se analizd por HPLC/MS usando un
espectrometro de masas simple cuadrupolo (G2710BA) y una fuente de ionizacién APCI
(Agilent MSD, Alemania). El equipo HPLC esta compuesto por los mismos modulos descritos

anteriormente para la determinacién de MDA.

La separacion cromatografica de trans-licopeno (E), cis-licopeno (Z) y los metabolitos 6-
,8-y 12-apo-licopenal se realizé usando una columna C30 de 250 mm de longitud, 4.6 mm de
didmetro y 5 pum de tamanio de particula (Trentec, Alemania) mantenida a una temperatura de
17 °C y empleando como fases moéviles, terc-butil metil éter (solvente A) y MeOH (solvente B)

(Merck, Alemania) a un flujo de 1 mL/min. El gradiente comenzé con un 2% de A en B, se
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incrementd hasta un 35 % a los 35 min, alcanzé un 60% a los 45 min y se mantuvo durante 10
minutos, finalmente volvid a las condiciones iniciales durante 5 minutos para reacondicionar la

columna entre anilisis.

Después de pasar por el detector DAD, la elucidon se inyectd en un espectrometro de
masas equipado con una fuente de ionizacidn a presidon atmosférica (APCI) operando en modo
positivo (Agilent Technologies). Las condiciones éptimas de APCI para el analisis de licopeno y
sus metabolitos incluyen una presidn del nebulizador de nitrégeno de 30 psi, una temperatura
de vaporizador de 350 2C, una temperatura del gas de nitréogeno de 300 2C con un flujo de 6
I/min, un voltaje de capilar de 5500 V, una corriente de corona de 10 pA, y un voltaje para la
fragmentacidn de 130 V. Se realizd un barrido de masas que se fij6 a m/z 150 hasta 700 y
también se registré mediante SIM (selecting ion monitoring) fijando iones a m/z 537, 443, 417
y 351 para monitorizar licopeno (trans y cis) y sus metabolitos 6-, 8-, y 12-apo-licopenal,
respectivamente. La estimacion cuantitativa de trans-licopeno en muestras bioldgicas se baso
en la absorbancia a 472 nm. Sin embargo, la estimacién cuantitativa de cis-licopeno
(cuantificado como trans-licopeno equivalente), 6-, 8-, y 12-apo-licopenal se obtuvo por la

extraccion de sus respectivos iones moleculares.

La identificacién y cuantificacidn se realizd6 por comparacidon cromatografica de sus
espectros de ultravioleta, tiempos de retencidon y espectros de masas con patrones
comerciales suministrados por la empresa LGC Standards, (Barcelona, Espafia). Los resultados
se expresaron como pg de licopeno por g de higado o mg de licopeno por 100 g de zumo de

tomate.

Compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales fue determinado en las muestras de zumo de tomate
mediante un ensayo colorimétrico usando como reactivo Folin-Ciocalteau, siguiendo el
método descrito por Singleton y Rossi (1965), modificado y adaptado en muestras de tomate
por Gahler et al. (2003). Para la extraccion de los fenoles totales presentes en la muestra se
realizaron dos hidrdlisis: acida y alcalina. En primer lugar se pesaron 2 g de zumo de tomate y
se llevaron hasta 10 mL con agua destilada, se adicion6 1 mL de HCI 1 M (30%, Merck,
Alemania), se agitd durante 1 min y se mantuvo en un bafio de agua a 37 2C durante 30 min
(hidrdlisis acida). A continuacidn, una vez extraida del bafio, se agité durante 1 min en vortex,

se adicioné 1 mL de NaOH (Panreac, Espafia) (2 M en 75% de MeOH (Merck, Alemania)), se
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agité de nuevo durante 1 min y se introdujo en el bafio con agitacién y en las mismas
condiciones de tiempo y temperatura (hidrdlisis alcalina). Transcurrida esta etapa se adiciond 1
mL de solucidn de acido metafosférico 0.75 M (Acros Organics, EEUU), se agitd y se centrifugd
a 4500 g durante 5 min. El sobrenadante se extrajo y se llevd a un matraz de 10 mL y el
precipitado se disolvid con 1 mL de soluciéon Acetona: Agua (1+1) (J.T.Baker, Holanda), para
centrifugarse de nuevo a las mismas condiciones. El sobrenadante obtenido se mezclé con el
anterior y la mezcla se centrifugd a 4500 g durante 30 min. Finalmente se recogié el

sobrenadante y se llevé a un volumen final de 10 mL con la solucion Acetona: Agua.

Para la realizacion del ensayo se adicionaron en una microcubeta de plastico: 100 plL
de sobrenadante, 500 uL de reactivo Folin-Ciocalteau 0.2 N (Sigma-Aldrich, EEUU) y 400 L de
Na,CO; 2M (99.5%, Panreac, Espafia). Tras un periodo de incubacidn de 2 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad se midid la absorbancia a 750 nm en un espectrofotémetro Evolution
300 (Thermo Scientific, Reino Unido). Se empled acido galico (Ref. 398225, Sigma Aldrich,
EEUU) como patrén para la obtencién de la recta de calibrado en el rango 0-100 mg/L. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de acido gélico (GAE) por 100 mL de zumo de

tomate (Gahler et al., 2003).

Flavonoides libres

El contenido de flavonoides libres se analiz6 en el zumo de tomate mediante un
ensayo colorimétrico segun el método de Dewanto et al. (2002). El proceso de extracciéon de la
muestra se realizé del mismo modo que en la determinacién de fenoles totales. Para la
realizacion del ensayo se usaron 200 plL de extracto de zumo de tomate, mezclados con 1.25
mL de agua destilada y 75 uL de NaNO; (99%, Merck, Alemania) al 5 %. Pasados 6 min se
adicionaron 150 pL de una solucién de AlCls-6H,0 (Probus, Espaiia) al 10% y se dejo durante 5
min antes de afiadir 500 uL de NaOH 1 M (Panreac, Espaiia). La mezcla se llevd a un volumen
de 2.5 mL con agua destilada y se agitd bien. Como patrén se empled (+)-Catequina (Ref.
C1251, Sigma-Aldrich, EEUU) en el rango de concentracion 0-100 pg/mL, midiéndose la
absorbancia a 510 nm. La muestra se analizo por triplicado y el contenido total de flavonoides

libres se expresé como mg equivalentes de catequina por Kg de zumo de tomate.
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3.2.7. Actividad de la enzima Hidroximetil-glutaril Coenzima A Reductasa (HMGCoA-R)

Para determinar la actividad enzimdtica de la HMGCoA-R se aplicé el método
colorimétrico descrito por Venugopala-Rao y Ramakrishnan (1975). En esta técnica se miden
las concentraciones de 3-hidroxi-3-metil glutaril CoA y mevalonato presentes en la muestra de
higado y se calcula el cociente entre las concentraciones de estos dos compuestos. El cociente
o ratio hidroximetil glutaril CoA/mevalonato es considerado un indice de la actividad de la
enzima, que aumenta cuando la actividad del enzima HMGCoA-R disminuye ya que la funcidn

in vivo del enzima es catalizar la conversion del hidroximetil glutaril CoA en mevalonato.

Para la determinacién, una porcién de higado de aproximadamente 400 mg fue
homogeneizada en una solucién de arsenato en solucién salina fisioldgica de concentracion
1g/L, empleando un homogeneizador TissueRuptor (Qiagen, Suiza). Tras esto, se mezclaron a
partes iguales la muestra de higado homogenizada y acido percldrico al 30% (v: v en agua) Se

dejo en agitacion durante 5 minutos y se centrifugd (2000 rpm, 10 minutos).

La concentracidn de 3-hidroxi-3-metil glutaril CoA se determina mediante la adicién de
una solucion de hidroxilamina de pH 5.5 (hidroxilamina 1 M y NaOH 2.25 M), y la posterior
adicion de una solucién de cloruro férrico (5 g de FeCls y 2.6 g de acido tricloroacético en 1 L de
HCI 0.325 M). Esta reaccion implica la formacion de complejos con sales férricas y genera acido
hidroxdmico cuya absorbancia se mide a 540 nm frente a un blanco de solucion
salina/arsenato. La determinacion de mevalonato se realizd6 del mismo modo pero con la
diferencia de que en este caso se utilizd el reactivo de hidroxilamina 1 M pH 2.1 en agua. Los

reactivos fueron obtenidos de Sigma Aldrich (Alemania).

3.2.8. Analisis de colesterol

El colesterol total se analizé en las muestras de higado siguiendo el método enzimatico
descrito por Roschlau et al. (1974), mediante el kit colorimétrico de Roche (R-Biopharm,
Alemania). El método se basa en una serie de reacciones enzimaticas de oxidacion que
generan finalmente, a partir del colesterol presente en la muestra, un compuesto de color
amarillo cuya concentracion es estequiométrica con la cantidad de colesterol, y se mide por el

incremento de la absorbancia a 405 nm.
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Se pesaron 3 g de higado previamente homogeneizado en un matraz redondo de
fondo plano de 250 mL y se afiadié 1 g de arena de mar. A continuacién, las muestras fueron
hidrolizadas mediante calentamiento a reflujo durante 30 minutos con 20 mL de solucién de
hidréxido de potasio metandlico (1.0 M) y 10 mL de isopropanol. Una vez enfriadas las
muestras, el sobrenadante obtenido fue trasvasado a otro matraz aforado de 50 mL y su
volumen fue completado con isopropanol. El volumen final obtenido fue filtrado con papel de

filtro para poder realizar la determinacién colorimétrica.

Un volumen de muestra de higado fue mezclado con una solucion de amonio fosfato,
metanol, catalasa y acetilacetona en tubos de vidrio de 10 mL, tal y como se especifica en las
instrucciones del kit. A dicha mezcla se adicioné un volumen de 20 LL de la solucidn de enzima
colesterol oxidasa de 12 U. El blanco de muestra fue preparado del mismo modo que las
muestras pero sin la adicidon de la enzima colesterol oxidasa. Los tubos fueron calentados en
un bafio a 37-40 °C durante 60 minutos. Tras ser atemperados, la absorbancia fue
determinada a 405 nm utilizando una cubeta de vidrio de 1.0 cm de paso de luz. El autocero se
realizé frente al aire y la absorbancia obtenida en el blanco fue restada a la obtenida en cada
una de las muestras (AA). Los resultados se expresaron como mg de colesterol por 100 g de

muestra.

3.2.9. Anadlisis de grasa total y acidos grasos

Grasa total

La determinacion de grasa total se realizéd en las muestras de higado siguiendo el
método Soxhlet (Hijona et al., 2010). Para ello, se pesaron aproximadamente 0.5 g de muestra
previamente desecada. A continuacion, se afiadieron 50 mL de éter etilico (J.T. Baker, Holanda)
a través de los distintos canales y se procediod a la extraccion de la grasa siguiendo las cuatro
etapas indicadas en el equipo (evaporacidén, lavado, recuperacion del disolvente y secado)
(2055 Soxtec Foss Tecator, Suiza). Los resultados se expresaron como g de grasa total por 100

gramos de tejido.
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Acidos grasos de cadena larga

El perfil de 4cidos grasos de cadena larga se analizé en las muestras de higado

siguiendo el método descrito por Peso-Echarri et al. (2012) con algunas modificaciones.

Se pesaron aproximadamente 2 g de higado en tubos de vidrio y se homogenizaron
con 2 mL de hexano (Panreac, Espafia) usando un homogeneizador de tejidos TissueRuptor
(Qiagen, Suiza). A continuacidn, se centrifugaron (5000 g 5 min 4 9C), se extrajo el
sobrenadante y se volvié a repetir el proceso de extraccién afadiendo de nuevo 2 mL de
hexano. La combinacién de ambos sobrenadantes se mezclé y se adicionaron 0.7 mL de potasa

metandlica 2 N (Panreac, Espafia) para conseguir la metilacidn de los acidos grasos.

Tras un reposo de 1 hora, se extrajo una parte de la capa superior y se colocd en un
vial para ser analizado por cromatografia liquida de gases utilizando un equipo Agilent GC
7890A con un detector de ionizacién de llama (FID) operando en modo split (20:1) y una
columna DB 23 de 60 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de
pelicula (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EEUU). Las muestras fueron analizadas por
duplicado y los acidos grasos metilados fueron identificados por comparacién de los tiempos
de retencidon con los obtenidos en los patrones (Supelco 37 component FAME mix from

Supelco, EEUU). Los resultados se expresaron como mg de acido graso por g de higado.

Acidos grasos de cadena corta

El perfil de acidos grasos de cadena corta (AGCC) fue determinado en las muestras de
heces segin el método Girard-Pipau et al. (2002), con algunas modificaciones respecto a

cantidad de muestra y tiempos de homogenizacion, con el fin de mejorar dicho proceso.

Se pesaron aproximadamente 400 mg de heces previamente descongeladas y se
homogeneizaron con 1.8 mL de agua milli-Q mediante agitacion. A continuacidn, se afadieron
0.4 mL de H,SO,4 al 50 % (Panreac, Espafia) en agua y se mezclé bien en el vortex durante 2
min. Después, se adicionaron 0.8 g de NaCl (Panreac, Espafia) y 1 mL de éter etilico (J.T. Baker,
Holanda), y se agitd de nuevo en el vortex (Heidolph Reax 2000, Alemania). Las muestras se
colocaron en un agitador orbital (OVAN N12-E, Europa) durante 1 hora y se centrifugaron a
1200 g durante 5 min a temperatura ambiente (Centrifuge 5804 R, Eppendorf AG, Alemania),

para conseguir la separacién de las fases.
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Un volumen de 2 pL de la capa superior de la muestra se inyectd en el cromatdgrafo de
gases 7890A GC (Agilent Technologies, EEUU) con un detector de ionizacion de llama y un
inyector automatico 7683 B (Agilent Technologies, China). La separacién de AGCC se llevd a
cabo en una columna capilar Nukol ™ (24107, EEUU) de 30 m de longitud, 0.25 mm de
didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. Como gas portador se utilizéd Helio
(Alphagaz, Espana) a una presién constante del inyector de 58.99 kPa. La temperatura inicial
del horno fue de 80 °C durante 5 min y aumentd hasta 185 2C a una velocidad de 5 2C/min. La
temperatura del detector fue de 220 2C, al igual que la del inyector. El flujo de aire e hidrégeno

fue de 400 mL/miny 30 mL/min, respectivamente.

Para la identificacién de los diferentes AGCC se utilizd una solucidn multipatrén
comercial con una concentracidon de 10 mM (46975-U, SUPELCO, EEUU), de acidos grasos de
cadena corta de calidad y composicién certificadas (acido acético, acido propidnico, acido
isobutirico, acido butirico, acido isovalérico, acido valérico, acido isocaproico, acido caproico y
acido heptanoico). El rango de concentraciones de patréon fue de 1 a 10 mM. Los resultados se
procesaron con el Software ALS Controller Utility proporcionado por Agilent Technologies. La

concentracidon de AGCC se expresé como mmol/kg de heces.

3.2.10. Parametros normalizadores de la concentracion

Creatinina

Para normalizar el contenido de isoprostanos en las muestras de orina se analizé la
creatinina siguiendo el método espectrofotométrico del acido picrico por la reaccién de Jaffe
(Helger et al., 1974). Este método se basa en la reaccidén de la creatinina presente en las
muestras con el acido picrico alcalinizado, lo que da lugar a la formacién de un complejo de

color rojo cuya absorbancia se mide a una longitud de onda de 510 nm.

La solucién de 4cido picrico en medio alcalino se prepard en el momento del andlisis
mezclando a partes iguales una solucidn acuosa de NaOH 1.6 M (64 g/L) (Panreac, Espafia) y
una solucién acuosa de acido picrico 35 nM (8 g/L) (Panreac, Espafia). Para la calibracidn se usé
un patrdn de creatinina (Ref. 105206, Merck, Alemania) a una concentracién de 2 mg/100 mL.
Las muestras de orina fueron diluidas (1:50) con agua destilada y preparadas como se describe

a continuacidn. Se adiciond un 1 mL de la solucién de acido picrico alcalinizado en cubetas de
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pldstico que contenian 500 pL de muestra, patron o agua destilada (blanco). Se agitaron y se
mantuvieron a temperatura ambiente y oscuridad durante 20 minutos. A continuacion, se
determind la absorbancia a 510 nm, realizando un autocero frente al aire. Los resultados se
expresaron como mg de creatinina por mL de orina y se obtuvieron mediante la siguiente

ecuacion:

A Absorbancia muestra XConcentracion patron , ‘s
P X Factor de dilucion

Creatinina (mg/mL) =
( g/ ) A Absorbancia patrén x100

Proteinas totales

El contenido de proteinas totales se analizd en las muestras de higado para normalizar
su concentracién en malondialdehido (MDA) siguiendo el método de Lowry et al. (1951),
modificado por Bensadoun y Weinstein (1976). Se trata de un método colorimétrico, en el que
se produce una reduccion de los acidos constituyentes del reactivo de Folin-Cicocalteau, el
acido fosfowolframico y fosfomolibdico, originando azul de wolframio y de molibdeno. La
sensibilidad de esta técnica permite determinar el nitrégeno proteico (dipéptidos) liberado

durante la protedlisis.

Para la extraccion de la muestra se pesaron 20 mg de higado en un tubo Eppendorf de
2 mL, se adiciond 1 mL de agua destilada y se homogenizé con un homogeneizador de tejidos
(TissueRuptor, Qiagen, Suiza). Seguidamente, se centrifugd a 10000 g durante 10 mina 4 °Cy

se extrajo el sobrenadante. Finalmente el extracto fue diluido con agua destilada (1:50).

El desarrollo de esta técnica supuso la preparacion de tres reactivos: A (10 g de Na,COs
(99.5% Panreac, Espaiia) y 2 g de NaOH (Panreac, Espafia) en 500 mL de agua destilada), B (1g
de KNaC4H406:4H,0 (Sigma Aldrich, EEUU) en 100 mL de agua destilada) y C (SO4Cu-5H,0
(Sigma Aldrich, EEUU) en 100 mL de agua destilada). A continuacidn, los reactivos A, By C se
mezclaron siguiendo la proporcién 5:1:1, respectivamente para constituir la solucion de
trabajo de Biuret. En un tubo Eppendorf de 2 mL se mezclaron 1.25 mL del reactivo de Biuret
con 250 pl del extracto, se agitd y se introdujo en el bafio a 37 2C durante 10 min.
Posteriormente, se adicionaron 62,5 ul de reactivo de Folin-Cicocalteau (Sigma Aldrich, EEUU)
en proporcion 1:1 con agua destilada, y se introdujo de nuevo en el bafio a 372C durante 20
minutos, hasta el desarrollo de color azul. Las muestras se leyeron en el espectrofotémetro

(Thermo Scientific Evolution 300LC, Reino Unido) a 700 nm utilizando para la calibraciéon un
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blanco de reactivos. Para la calibracion se empleé albimina sérica bovina (Ref. A9647, Sigma

Aldrich, EEUU) en el rango 0-4 mg/mL.

3.2.11. Estudio de expresién génica

El analisis de la expresion de genes relacionados con el metabolismo lipidico en
muestras de higado se realizé mediante un chip de ADN (microarray). El ARN total fue extraido
y aislado de cada muestra de higado (30 mg) utilizando el kit comercial TNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Alemania). Para eliminar las posibles trazas de ADN gendmico de las extracciones,
estas fueron tratadas con ADNasa | (SABiosciences, Qiagen). Una vez extraido el ARN, su
concentracién y pureza se midié por espectrofotometria empleando un equipo NanoDrop ND
1000 (NanoDrop Technologies, EEUU). Sélo aquellas muestras cuyos ratios de absorbancia a
260nm/230nm y 260nm/280nm fueron superiores a 1.8 se consideraron de alta pureza para

ser empleadas en los procedimientos sucesivos.

Posteriormente, 1 ug de ARN total extraido de cada muestra de higado se empled para
llevar a cabo la transcripcidn inversa, mediante el kit RT2 first strand kit (SABioscience,
Qiagen). El ADN complementario (ADNc) obtenido de la transcripcion se empled para analizar
la expresion de los genes mediante la PCR a tiempo real (QPCR). Para esta técnica se usé un
termociclador de Roche LightCycler 480 (Roche Diagnostics Corporation, EEUU), que incorpora

un lector de fluorescencia para poder medirla en cada pocillo donde se realiza la amplificacion.

Los ensayos de array empleados para evaluar el efecto del consumo de zumo de
tomate sobre la expresidn de algunos genes implicados en el metabolismo de acidos grasos se
llevaron a cabo mediante el array PARN-007Z (Qiagen Company, EEUU), que incluye 84 genes
implicados en el catabolismo, biosintesis y transporte de acidos grasos, cetogénesis y

catabolismo de triglicéridos.

El analisis de los cambios en los niveles de expresién diferencial de los genes
relacionados con el metabolismo de acidos grasos en los grupos experimentales, se realizd
empleando el paquete Software PCR RT? Profiler™ basado en el método AACT que aparece

disponible en la pagina web (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)

de la casa comercial SABioscience. Los resultados de la expresion génica de este array
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comercial fueron considerados estadisticamente significativos cuanto el valor de expresién de

cada gen fue de 2 o superior o de -2 o inferior y el P-valor igual o inferior a 0.05.

3.2.12. Andlisis de metabolitos hepaticos

La extraccion de metabolitos se llevd a cabo siguiendo el método descrito por
Lazzarino et al. (2003) con algunas modificaciones introducidas por Bernal et al. (2013). Para
eliminar las proteinas presentes en las muestras de higado, estas se homogeneizaron con 2 mL
de una mezcla de acetonitrilo y 10 mM KH,PO4 (3:1 v/v) a pH 7.4 y se incubaron en un agitador
orbital durante 30 min a 4 2C. A continuacién, se centrifugaron a 15.000 g durante 20 min a 4
oC. El sobrenadante obtenido se mezclé con 4 mL de cloroformo y se centrifugd de nuevo a
15.000 g durante 5 min. Este proceso favorecié la formacién de un sistema bifasico, a partir del
cual se extrajo la fase acuosa libre de solventes y sustancias liposolubles que pudieran
interferir en el analisis de los metabolitos. La extraccion se realizé dos veces mas. Finalmente,
la combinacién de sobrenadantes obtenidos se filtré mediante un filtro estéril de 0.2 um antes

de ser analizada por HPLC-MS.

Estos extractos se analizaron en un equipo HPLC serie 1200 (Agilent Technologies,
EEUU) acoplado a un espectrometro de masas simple cuadrupolo Agilent 6120 con una fuente
de ionizacidn ortogonal por electrospray (ESI). Las condiciones éptimas para el andlisis de los
distintos metabolitos incluyeron un voltaje de 4000 V. El nitrégeno se usé como gas portador
(35 psi) y gas auxiliar a un flujo de 12 L/min. El capilar de transferencia de iones se calentd
hasta alcanzar 300 2C y el voltaje de fragmentacion fue de 100 V. El espectrémetro de masas
operd en modo positivo y se realizé un barrido de masas de m/z 50 hasta 1000 y también se
registré mediante SIM (selecting ion monitoring) fijando los distintos iones de cada uno de los
metabolitos de interés. La identificacion de cada uno de los metabolitos se realizd por
comparacion cromatografica con patrones comerciales comparando los tiempos de retencidn
y la intensidad relativa de sus iones. Por este motivo, se registré el espectro de masas de
patrones puros y Unicos y se comparo con el espectro de masas de un pool de muestras en el
tiempo de retencidon correspondiente. Los iones de diagndstico empleados para la
identificacion de los distintos metabolitos, asi como sus intensidades relativas pueden

consultarse en la Tabla 2 de la publicacién Bernal et al. (2013) (Anexo).
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La cuantificacion de cada uno de los metabolitos se realizé mediante el registro de los
iones en modo SIM. Para la separacion de los metabolitos se inyecté un volumen de 10 pL del
extracto y una columna ZIC-HILIC de 150 mm de longitud, 4.6 mm de didmetro interno y 5 um
de tamafio de particula, provista de una precolumna de 20 mm x 2.1 mm y 5 um (Merck
SeQuant, Alemania), a una temperatura de 25 2C. Para la elucidn de los metabolitos se empled
un gradiente con un flujo de 0.5 mL/min, utilizando como fases mdviles acetato de amonio 20
mM (ajustado a pH 7.5 con NH4;OH) en agua (solvente A) y acetato de amonio 20 mM en
acetonitrilo (solvente B). El gradiente de elucidon aumentd hasta alcanzar un 80% de A en B en
30 min y volvid a las condiciones iniciales que se mantuvieron durante 15 min. Los datos se
adquirieron mediante el software Agilent Chemstation proporcionado por el fabricante del
equipo. A continuacién, la aplicacion web EasyLCMS (Fructuoso et al., 2012) se utilizé para la
cuantificacion automatizada. Las dreas de las muestras y del patron se normalizaron mediante

la siguiente ecuacidn (Bunk et al., 2006):

AN_A x N
~AIS

Donde A es el area de la muestra o patrén sin normalizar, AN es el area normalizada, N
es el valor de normalizacién (10° por defecto) y AIS el drea del patrén interno N-acetil-

glutamina (Bajad et al., 2006).

3.2.13. Biomarcadores de origen peptidico

El andlisis de biomarcadores de origen peptidico se realizd en las muestras de orina
mediante electroforesis capilar asociada a un espectrometro de masas (CE-MS) siguiendo el

método descrito por Mullen et al. (2011).

Antes de comenzar con el proceso de extraccidn se adiciond a las muestras una
solucidon saturada de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) preparada con etanol al 99%, en
una proporcién 1:1000 para evitar la degradacion de las proteinas. Se agitd bien y se diluyd
una alicuota de 0.7 mL de orina con 0.7 mL de tampdn urea preparado con urea 2 M y NH,OH

10 mM con 0.02 % de dodecilsulfato sddico (SDS).
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Con el fin de eliminar las proteinas de mayor peso molecular, tales como la albimina y
la inmunoglobulina G, las muestras se filtraron a través de filtros Centrisart® de
ultracentrifugacién (Centrisart ultrafilter tubes 20 kDa, 0.62 cm?, Sartorious Stedim Limited,
Reino Unido) y se centrifugaron a 2000 g durante 60 min a 4 2C para conseguir un volumen de
filtrado de 1.1 mL. A continuacién, este volumen se transfirié a unas columnas PD-10 (GE
Healthcare Biosciences AB, EEUU), equilibradas previamente con tampdn amonio preparado
con 0.01 % de NH4OH en H,0 de grado HPLC, para eliminar los electrolitos, la urea y las sales.
El extracto obtenido se utilizo para el andlisis de los biomarcadores y para la determinacion de
proteinas. Finalmente, todas las muestras fueron liofilizadas (Heto PowerDry LL1500, Thermo
Scientific, EEUU) y almacenadas a 4 2C hasta su posterior andlisis. El contenido de proteinas
totales fue analizado previamente mediante un kit colorimétrico (FT-40840A BC Assay,
Interchim, Uptima, Francia) cuya absorbancia se midié a 562 nm en un lector de placas

Multiskan Spectrum (Thermo Scientific, EEUU).

Antes del analisis por CE-MS, las muestras fueron resuspendidas con H,O de grado
HPLC, ajustando el volumen al contenido de proteinas de cada muestra para alcanzar una
concentracidon final de 2 pg/uL. A continuacién, se transfirieron 10 puL de la muestra

resuspendida al vial (PCR® strip tubes, Axygen INC, EEUU) para ser analizada en el equipo.

Para llevar a cabo los analisis por CE-MS se empled un sistema de electroforesis capilar
P/ACE MDQ (Beckman Coulter, EEUU) equipado con un capilar de cristal de silice de 90 cm de
longitud y 50 um de diametro interno. El capilar se limpié previamente con una solucion
tampon de lavado (20 % de ACN, 0.5 % de una solucidn de acido férmico 0.25 M y 79.5 % de
H,0 grado HPLC) durante 3 min antes de la inyeccion de la muestra. La inyeccidn de la muestra
se realizd durante 99 s con una presion de 2.0 psi, dando lugar a un volumen de inyeccién de
muestra de 290 nL. La separacién se llevd a cabo aplicando un voltaje de +25 kV por la parte de
la inyeccidn, produciendo una corriente aproximada de 13 pA, y la temperatura del capilar se
mantuvo en 35 2C. El sistema CE se acopld a un espectrémetro de masas Micro-TOF (Bruker
Daltonic, Alemania). El analisis por MS se realizé en modo positivo con un kit de spray ESI-TOF
de Agilent Technologies, (EEUU). Se utilizé una fuente de ionizacién ESI (Agilent Technologies,
EEUU) con una potencial establecido entre -4 y -4.5 kV. El liquido de cobertura formado por un
30% v/v de isopropanol y un 0.4 % v/v de acido formico en agua de grado HPLC, se utilizd
coaxialmente con un flujo de 20 uL/h. Estas condiciones dieron como resultado un limite de
detecciéon de aproximadamente 1 fmol de los diferentes péptidos patrones (entre 1500 y

14000 Da). Los espectros se guardaron cada 3 s en un rango de m/z de 350 a 3000. Después de
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cada lectura el capilar se lavé durante 5 min (50 psi) con NH,OH (3.76 ml del stock NH,OH 25%
en 50 ml de agua), seguido de otros 5 min (50 psi) con agua y finalmente 5 min (50 psi) con

running buffer.

Los valores m/z de los picos obtenidos se deconvolucionaron y se combinaron cuando
estos representaban moléculas idénticas en diferentes estados de carga, mediante el software
MosaiquesVisu (Neuhoff et al., 2004) (Mosaiques diagnostics and therapeutics AG, Alemania).
Este software emplea un algoritmo de agrupacién probabilistico y usa la distribucidn isotdpica
y las masas conjugadas para la determinacién de polipéptidos por el estado de carga. La lista
de picos resultante caracteriza cada polipéptido por su masa molecular (0.8-30 kDa) y su
tiempo de migracién normalizado. Todos los polipéptidos detectados se incluyen en una base
de datos (Microsoft SQL) que permite la identificacion de las proteinas a partir de las
secuencias peptidicas obtenidas de las muestras. Los polipéptidos de las diferentes muestras
se consideran idénticos cuando la desviacién de la masa es inferior a 50 ppm y la desviacion
del tiempo de migracion es inferior a 2 min. Esto permite la generacion de picos de péptidos
patrones de las muestras de individuos sanos, que se utilizan para la normalizacion de los

péptidos de las muestras de estudio.

Los reactivos empleados en estos andlisis fueron obtenidos de Sigma Aldrich (Reino

Unido), con un grado de pureza adecuado para su uso en HPLC.

3.3.  ANALISIS ESTADISTICO

3.3.1. Anadlisis estadistico general

Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizé el paquete estadistico para las
ciencias sociales (SPSS) 15.0 para Windows (IBM, EEUU). Se llevé a cabo un andlisis descriptivo
expresando los datos en forma de valor medio, y error tipico o desviacién estandar
dependiendo del pardmetro de estudio. Para determinar la existencia de posibles de
diferencias entre las variables de estudio entre los tres (grupo control, 1 y 2) o cuatro grupos
(NA, NL, HA, HL), dependiendo del estudio (1 6 2, respectivamente), se aplicd un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, empleando un intervalo de confianza del 95%, considerando
diferencias estadisticamente significativas cuando p<0.05 y un test de separacién de medias,
seleccionando el test de Tukey en aquellos casos en los que existia homogeneidad de varianzas

y el test de Games-Howell cuando no existia homogeneidad. Ademas, se realizd una
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comparacion entre las medias de los datos iniciales y finales de un mismo parametro dentro de
cada grupo de animales mediante la prueba t de Student con un nivel de significacién de 0.05,
con el fin de detectar posibles cambios producidos a lo largo del periodo de intervencion. En el
caso del contenido de licopeno en heces se realizé también una correlaciéon de Pearson junto
con el contenido de AGCC en heces, considerando correlaciones estadisticamente significativas

cuando p<0.05.

3.3.2. Analisis estadistico especifico

Metabolitos hepdticos

En relacidn al analisis estadistico de los metabolitos hepaticos, para determinar las
diferencias de todas las variables de estudio entre los cuatro grupos se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias y se aplicaron diferentes tests de separacién de medias (Bernal
et al., 2013). Para explicar la tasa de error por grupos los valores p obtenidos se ajustaron
aplicando la tasa de falso positivo (FDR) de Benjamini-Hochberg con una proporcién del 5 % de
falsos positivos. Los valores p de ANOVA se ajustaron de forma similar. Para determinar las
diferencias significativas entre las variables medidas antes y después del consumo de zumo de
tomate (valores iniciales y finales) se realizd una prueba t de Student, considerando diferencias

significativas cuando p<0.05.

Respecto al andlisis estadistico de los metabolitos hepaticos, las concentraciones de los
metabolitos seleccionados se normalizaron por el peso del tejido y posteriormente se
sometieron a un proceso de autoescalado consistente en sustraer el valor medio y dividirlo por
la desviacidon estandar de cada metabolito. Este método de autoescalado ha demostrado ser
o6ptimo en lo que respecta a las expectativas bioldgicas y su aplicacidn se justifica por el hecho
de que las concentraciones de los metabolitos se diferenciaban en varias érdenes de magnitud

y un andlisis principal de componentes (PCA) es dependiente de la escala.

Biomarcadores de origen peptidico

Los datos producidos por las —omics se caracterizan por su gran volumen ya que se
obtiene simultdneamente informacién sobre cientos o miles de genes, proteinas, péptidos,

metabolitos, etc. La estadistica clasica, centrada en los tests de hipdtesis, tiene ciertas
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limitaciones a la hora de tratar esa informacién. Esta aproximacién cldsica consiste en testar
las diferencias estadisticamente significativas de un marcador entre dos o mas tratamientos
experimentales. Para el caso de dos tratamientos se puede, por ejemplo, aplicar un test de la t
o el test de Wilcoxon. En el experimento aqui mostrado tendriamos un ANOVA de dos vias
(dieta alta en grasa o no x ingestién de zumo de tomate o no) para un andlisis semana por

semana.

En presencia de cientos o miles de variables (péptidos, metabolitos) es necesario
realizar cientos o miles de tests, lo que lleva al conocido problema de la multiplicidad de tests
o comparaciones multiples. Si aplicamos el criterio estandar de rechazar la hipdtesis nula de un
test individual en el nivel de significacion <0.05, entonces cuando se realizan cientos o miles de
tests, en muchos de ellos se rechazard la hipétesis nula erréneamente (Error Tipo |, falso
positivo). La correccidn por multiplicidad implica que el nivel de significacién de un test
individual considerado aceptable para mantener un error <0.05 a nivel global tiene que ser
inferior o muy inferior a 0.05. De esta manera, cuando los tamafios muestrales son bajos y el
numero de tests a realizar muy alto, como en el caso de un estudio experimental donde el
nimero de individuos es bajo por cuestiones regulatorias (RD 1201/2005, derogado y
sustituido por el RD 53/2013) y el numero de variables muy alto como ocurre en el
experimento mostrado en este capitulo, resulta muy dificil cumplir con las exigencias de un
test de multiplicidad para encontrar diferencias estadisticamente significativas bajo el marco

clasico de los tests de hipodtesis.

La técnica aplicada en este estudio fue Minimos Cuadrados Parciales — Andlisis
Discriminante sobre matrices dispersas (sparse Partial Least Squares Discriminat Analysis;
SPLS-DA) (Lé Cao et al., 2011). La técnica de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) se desarrolld
en los afios 1960 como un analogo del andlisis de regresion en situaciones de fuerte
multicolinealidad, es decir, cuando los predictores de la regresién estan fuertemente
correlacionados entre si, y también estd especialmente indicado cuando el nimero de
variables es mayor o mucho mayor que el de casos. En general, en todos los campos de la
ciencia, la situacion habitual es que el nimero de casos fuese superior o muy superior al
numero de variables. En las —omics, por el contrario, se dispone, por lo general, de muchas

mas variables que casos.

En el andlisis de regresion clasica si el nUmero de predictores (las variables a partir de

las cudles se quiere predecir la respuesta de la variable dependiente) excede al nimero de
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casos, el modelo sufre de sobreajuste (overfitting), de tal manera que se ajusta perfectamente
a los datos experimentales pero predice erréneamente cualquier nuevo resultado. Cuando el
numero de predictores es muy alto, es habitual que exista una fuerte correlacidon entre ellos.
Asi, por ejemplo, habra péptidos que tiendan a aparecer de manera conjunta con valores muy
altos en determinados tratamientos. En esta situacion, se asume que los predictores asociados
entre si en realidad representan una variable /latente. La técnica estd orientada a determinar y
caracterizar matematicamente esa variable latente. Esto es habitual en las técnicas de andlisis
multivariante, como el clasico andlisis de componentes principales (PCA), si bien el algoritmo
particular aplicado en PLS es diferente. Estas variables latentes o factores se pueden expresar
como una combinacioén lineal de los predictores originales, es decir, en la forma a;x; + a;x, +

-+ a,x, , lo que permite relacionar los predictores con las principales variables latentes.

PLS, como andlogo de la regresidn, estd enfocado a la prediccién de variables
cuantitativas, como por ejemplo el nivel de un metabolito en sangre en funcién del perfil de
péptidos. En el caso que nos ocupa, la variable objetivo es diferente, ya que lo que nos interesa
es responder a la pregunta: épuedo predecir a qué tratamiento pertenece un individuo en
funcién de su perfil peptidico? Obsérvese que la pertenencia a grupo es una variable de clase,
una variable cualitativa. Especificamente, en el contexto de los biomarcadores se trata de
encontrar un conjunto de péptidos que predigan la pertenencia de un individuo a un
tratamiento con una baja tasa de error. Una evolucion de la técnica PLS a minimos cuadrados
parciales — analisis discriminante (PLS-DA) permite predecir la pertenencia a una clase. La
primera aplicacion de esta técnica parece ser por Gottfries et al. (1995), aunque no se

generaliza su conocimiento hasta 8 afos después (Barker et al., 2003).

En este capitulo hemos aplicado la variante sPLS-DA (Lé Cao et al., 2011), con la s
indicando sparse (disperso), que en una matriz sefiala la abundancia de ceros. En PLS-DA cada
variable latente o factor es caracterizado como una combinacién lineal de todos los
predictores. Por ejemplo, si disponemos de un perfil con 800 péptidos, cada variable latente es
caracterizada como una combinacidn de esos 800 péptidos. En la identificacion de
biomarcadores esto puede ser un handicap porque, aun obteniendo un buen predictor de la
pertenencia de un individuo a un tratamiento experimental, resultard muy dificil seleccionar
buenos marcadores. La version sparse permite controlar el nimero de predictores maximo
que seran incluidos en los modelos. De esta forma, se obtienen variables latentes relacionadas
con un numero reducido de predictores (péptidos) que deben permitir una exploracion mas

facil como biomarcadores.
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El andlisis se ha llevado a cabo con el paquete mixOmics (Gonzdlez et al., 2011) del
lenguaje R (R Core Team, 2015). Asimismo, se ha seguido el esquema de analisis propuesto por

Lé Cao et al. (2011), con algunas modificaciones.

El procedimiento de implementacion ha sido el siguiente:

1. Los grupos a tratar fueron cuatro, clasificados segun el tipo de dieta (dieta estandar o
alta en grasa) y el tipo de bebida (ingesta de zumo de tomate o agua). A su vez, se
recolectaron muestras de estos cuatro grupos a lo largo de 4 semanas, por lo que una
clasificacidon de tratamientos (4) x semana (4) genera 16 grupos. Asimismo, como se
observa en los anilisis exploratorios (Figura 4.17%) era evidente que las ratas con dieta
normal, independientemente de su ingestion de zumo de tomate, presentaban unos
perfiles peptidicos muy similares lo que daria lugar a 3 grupos (dieta estandar (N),
dieta alta en grasa sin zumo (HA) y dieta alta en grasa con zumo de tomate (HL)). Por
tanto, se exploraron 3 tipos de modelos: semana a semana con los 4 grupos originales
(4 modelos tipo, uno por semana); semana a semana con 3 grupos resultantes de la
agregacion de todas las ratas de dieta normal (4 modelos tipo, uno por semana); todas
las semanas y tratamientos simultdneamente resultando en 16 grupos (1 modelo tipo).

En total se exploran 9 modelos tipo.

2. Cuando los modelos se realizaron por semanas (modelos de 3 y 4 grupos), las matrices
de péptidos utilizadas para cada semana eran ligeramente diferentes, ya que para
cada semana se eliminaron aquellos péptidos cuya varianza es muy préxima a 0, que

no necesariamente coinciden entre semanas.

3. Para cada modelo tipo se construyeron modelos desde 1 componente (variable
latente, factor) a n-1 componentes, donde n es el numero de grupos a clasificar por el
modelo. Por tanto, resulta en 3 modelos para el modelo tipo de 4 grupos por semana,
2 para el modelo tipo de 3 grupos por semana y 15 para el modelo de 16 grupos. Esto

supone un total de (3x4) + (2x4) + (15x1) = 35 modelos.

4. Cada uno de los modelos anteriores se construyé con un minimo de 1 predictor por

componente hasta un maximo de 50 por componente, lo que da un total de 50 x 35 =

! La Figura 4.17 se encuentra en el Capitulo 4. Resultados y Discusidn
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1750 modelos bdasicos. La bondad de cada uno de estos modelos se juzgd mediante la
tasa de error en la clasificacion. Cada modelo, en funcidn del perfil peptidico, predice
el grupo al que pertenece cada uno de los animales experimentales. Si el animal es

asignado a un grupo distinto al suyo se produce un error.

5. Para seleccionar los mejores modelos basicos, cada uno de los 1750 se selecciond
mediante validacidon cruzada. Brevemente, en la construccion de modelos de base
estadistica, si el tamafio muestral es bajo, se sabe que los parametros del modelo son
muy dependientes de la muestra, produciendo un sobreajuste del modelo a los datos
concretos (overfitting). Para prevenir este efecto aleatorio se extraen submuestras, de
tal forma, que una parte de la muestra se utiliza para construir el modelo y otra parte
para evaluar la capacidad predictiva del modelo. Por ejemplo, se construye un modelo
con el 90% de los animales experimentales y se comprueba si el 10% de los animales
experimentales excluidos son correctamente clasificados o no. Esto se repite tantas
veces como en subconjuntos se divide la muestra. En nuestro caso, se ha elegido
dividir la muestra en 10 submuestras para el propdsito de validacién cruzada. Por
tanto, se requieren de 10 x 1750 = 17500 ejecuciones de los modelos. Para cada una
de las validaciones cruzadas (10 ejecuciones por modelo) se calculd la tasa promedio

de error.

6. A partir de la tasa promedio de error se seleccionaron los modelos tipo que mejor
predicen el tratamiento aplicado a cada animal experimental que resultan ser los de 3
grupos semana a semana (Tabla 4.122). Para un analisis detallado de los posibles
biomarcadores, se seleccionaron para cada semana los 5 mejores modelos bdsicos,

definidos como aquellos con menor tasa de error.

7. Aunque el caracter sparse de los modelos garantiza que se necesita chequear un
maximo de 50 péptidos como biomarcadores, se estableci6 como limite, que el
péptido tuviese una carga (load) minima de 0.15 en algin componente, en alguno de
los 5 mejores modelos. La carga es la correlacion del péptido al componente (variable
latente) y, por tanto, a mayor carga mas evidencia de que la tendencia de variacion
que representa el componente y que permite discriminar entre grupos, esta realmente

relacionada con la variacion del péptido.

2 L3 Tabla 4.12 se encuentra en el Capitulo 4. Resultados y Discusidn
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ESTUDIO CON ANIMALES NORMOCOLESTEROLEMICOS (ESTUDIO 1)

La Tabla 4.1 muestra la composicidon nutricional de ambos zumos, asi como el
contenido de compuestos bioactivos antioxidantes, vitamina C y fibra dietética. El contenido
total de hidratos de carbono y proteinas es similar en los dos zumos. Sin embargo, existen
diferencias significativas en lo que respecta a los valores de lipidos y fibra dietética. El zumo de
tomate con bajo contenido en licopeno (BL) se elabord con aceite de oliva, alcanzando un nivel
de lipidos del 1 %, mientras que el zumo con alto contenido en licopeno (AL) se elabord sin la
adicion de lipidos, presentando por tanto unos niveles de este nutriente similares a los del
tomate. Ademas, el zumo BL se fabricé siguiendo un método de procesado diferente, en el que
el tomate se tritura en fresco y posteriormente se somete a una pasteurizacion rapida. De este
modo, se obtuvo un zumo con un mayor contenido en fibra dietética total (FDT) en el producto
final en comparacién con el zumo AL, que se fabricd mediante un procedimiento estandar a

partir de concentrado de tomate y recibié doble tratamiento térmico.

Respecto al contenido de licopeno, el zumo BL mostré una concentracion menor de
este carotenoide (2.7 mg/100 mg) que el zumo AL, que presentd una concentracién cuatro
veces superior (12.0 mg/100 mg). El contenido de vitamina C, compuestos fendlicos y
flavonoides totales no presentd diferencias significativas entre ambos zumos. Por otra parte, la
capacidad antioxidante determinada por el ensayo TEAC fue significativamente mayor en el

zumo AL.

Los datos de ingesta de comida y bebida de los animales durante el periodo de
intervencién se presentan en la Tabla 4.2. A pesar de que los animales se alimentaron ad
libitum, el rango de ingesta de alimento oscilé entre 18.2 y 22.7 g/dia, siendo la ingesta del
grupo 1 menor que la del grupo 2. Ademas, también se observaron diferencias en la cantidad
registrada de agua o zumo de tomate, ya que los animales del grupo 2 bebieron un volumen
superior en comparacion al resto de grupos. Por lo tanto, la excreciéon de heces y orina se

correlaciona positivamente con la cantidad de alimento y bebida ingerida.

La absorcidn aparente de licopeno se estimé a partir de la ingesta diaria de licopeno
presente en el zumo de tomate y la excrecidon del mismo a través de las heces. La ingesta diaria
de licopeno fue de 0.48 y 3.59 mg/dia en los grupos 1y 2, respectivamente. Los valores de

absorcion aparente de licopeno fueron muy elevados en ambos grupos, alcanzando valores de
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94.37 % y 93.59 %, respectivamente. El licopeno se acumula principalmente en higado, al
tratarse del primer érgano que recibe los nutrientes tras su paso por el intestino (Zhao et al.,
1998; Boileau et al., 2002), y como se esperaba, dicha acumulacion fue significativamente
mayor en el grupo 2 que en el grupo 1 (2.03 y 0.84 ug/g, respectivamente) debido a la
diferencia de licopeno ingerido diariamente. Estos resultados muestran una correlacion
positiva entre la cantidad de zumo de tomate ingerido y el licopeno presente en los mismos.
Sin embargo, el porcentaje de absorcion aparente, es decir, la relaciéon entre la cantidad

ingerida de licopeno y la excretada fue muy similar en ambos grupos.

En lo que respecta al porcentaje de isomerizacién del licopeno, Stahl y Sies (1992)
observaron en voluntarios sanos que, a pesar de que la dosis de zumo de tomate
proporcionada sélo aportaba el 20 % de isdmeros cis-licopeno, el suero sanguineo extraido
contenia un 50 % de estos isdémeros tras el consumo de zumo de tomate, debido a que la
isomerizacion del licopeno in vivo tiene lugar tras la absorcién, dentro de las células
intestinales (Richelle et al., 2010). En nuestro estudio pudimos observar un incremento de
isdbmeros cis-licopeno tras la ingesta del zumo de tomate, con valores de 38.1% y 35.1% en las
muestras de higado de los grupos 1y 2, respectivamente. Estos valores son menores que los
obtenidos por Boileau et al. (2002), quienes hallaron valores de entre 63 y 82% de isémeros cis
en muestras de higado de ratas alimentadas con licopeno empleando concentraciones de
hasta 5.0 g/Kg durante 8 semanas. Estas diferencias podrian deberse a que en el presente
estudio los animales tomaron zumo de tomate sélo durante 3 semanas, por lo que la
acumulacién de licopeno en higado podria incrementarse a medida que se prolongase el

tiempo de ingesta de este carotenoide.

La Tabla 4.3 muestra los parametros bioquimicos y hematoldgicos de las muestras de
plasma obtenidas al inicio y final del periodo de estudio. No se hallaron diferencias
significativas en los parametros hematoldgicos, colesterol total y proteinas. Sin embargo, se
observaron diferencias estadisticamente significativas en las fracciones de colesterol HDL y
LDL, al comparar los grupos experimentales con el grupo control y los valores iniciales con los
finales. El colesterol HDL se incrementd significativamente en los grupos experimentales con
respecto al grupo control al final del estudio. Ademads, también se observé un incremento de
los valores de colesterol LDL en las muestras finales, pero sin obtenerse diferencias
significativas entre los grupos 1 y 2. Sélo se observaron diferencias significativas de colesterol
LDL al comparar el valor inicial con los valores finales de cada grupo. El consumo de zumo de
tomate no ejercid un efecto hipocolesterolémico en las diferentes fracciones; sin embargo, el

incremento de los valores de colesterol HDL contribuyé a la existencia de diferencias
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significativas en el indice aterogénico entre el grupo control y los grupos de intervencién, sin

observarse diferencias entre los dos grupos que consumieron zumo de tomate.

La HMGCoA-R es la enzima limitante de la sintesis de colesterol y su actividad esta
regulada por diferentes factores dietéticos. La actividad de HMGCoA-R fue determinada a
partir del ratio HMG/Mevalonato, y mientras en el grupo control y grupo 1 no se hallaron
diferencias significativas, el grupo 2 mostrd una reduccidn significativa de la actividad de esta
enzima, alcanzando un valor superior de este ratio (Figura 4.1). Este hallazgo se relaciona con
la cantidad de licopeno ingerida, y por tanto, con la acumulacidn del licopeno en el higado. La
actividad de HMGCoA-R en células animales ha demostrado ser sensible a la regulacidn
negativa de la ruta del mevalonato tanto por productos con esteroles como sin ellos (Palozza
et al., 2012). Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha profundizado en el estudio de
la interaccion del licopeno con la enzima HMGCoA-R mediante un estudio in silico
(acoplamiento molecular o docking). Los resultados obtenidos sugieren que el licopeno podria
inhibir la actividad de la enzima HMGCoA-R ya que puede interactuar con el centro activo de
la enzima para formar un complejo similar al obtenido entre el sustrato y la enzima HMGCoA-
R, impidiendo de este modo la formacién de mevalonato y por tanto, reduciendo la sintesis de
colesterol. Los célculos obtenidos a partir del método de acoplamiento molecular o docking
demuestran que el licopeno se fija firmemente al centro activo de la enzima HMGCoA-R,
reflejando esta unién una mayor afinidad que con el sustrato o la estatina cerivastatina

(Navarro-Gonzalez et al., 2014).

En el presente estudio se ha observado el mismo efecto inhibitorio tras la
determinacidn in vivo de la actividad de la enzima HMGCoA-R, aportando ademas, nueva
informacidn, puesto que este efecto se relaciona con la cantidad de licopeno ingerido y su
acumulacién en el higado. En los animales del grupo 1, que bebieron zumo BL, la acumulacion
del licopeno en higado fue significativamente menor con respecto a la alcanzada en los
animales del grupo 2, y también menor que en aquellos empleados en estudios previos
(Navarro-Gonzéalez et al., 2014). Aunque se observd una clara inhibicion de la actividad
enzimatica, no se detectaron cambios en el contenido total de colesterol hepatico (Figura 4.2),
con valores medios entre 200 y 240 mg/100g, y tampoco en los niveles plasmaticos, como se
menciona anteriormente. Las dos explicaciones posibles serian: 1) que en animales sanos la
homeostasis de colesterol mantiene los niveles biolégicos de colesterol dentro de los valores
de referencia, y 2) podria ser necesario un periodo superior a 3 semanas para poder observar

el efecto hipocolesterolémico del licopeno.
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Ademas, en el metabolismo lipidico estdn implicadas numerosas rutas metabdlicas y
un gran numero de genes, por lo que el efecto del licopeno sobre la regulacion del
metabolismo lipidico, asi como de agente hipocolesterolemiante se asocia también con la
expresion de diferentes genes clave mediante una cascada de mecanismos mediados por

receptores nucleares como PPAR y LXR (Palozza et al., 2011).

Para estudiar otro posible mecanismo del efecto hipocolesterolemiante del zumo de
tomate, se evalué indirectamente su efecto prebiédtico mediante la determinaciéon de AGCC en
heces, poniendo especial atencién al contenido de acido propidnico, por su funcion como
modulador del metabolismo lipidico. Tanto los AGCC individuales como los totales se
analizaron en las muestras de heces recogidas al inicio y al final del periodo de intervencidn. Al
inicio del estudio la cantidad total de AGCC fue de 49.2 mM para el grupo control, 35.9 mM
para el grupo 1y 51.7 mM para el grupo 2; mientras que la concentracién a tiempo final fue de
80.6 mM para el grupo control, 76.8 mM para el grupo 1y 100.6 mM para el grupo 2 (datos no
mostrados). En todos los grupos experimentales se observé un incremento del total de AGCC a
lo largo del estudio. Sin embargo, debido a la alta variabilidad individual de los datos, no se
hallaron diferencias significativas durante el periodo experimental en la cantidad total de

AGCC al comparar entre los tres grupos.

El contenido individual de los AGCC mayoritarios (acidos acético, propidnico y butirico)
determinados en heces tanto al inicio como al final del estudio se refleja en la Figura 4.3 y el

total de AGCC minoritarios se muestra en la Figura 4.4.

Respecto a los acidos principales (Figura 4.3), no se hallaron diferencias significativas
en la concentracién de 4acido acético y propidnico al comparar entre grupos, pero si se
observaron para el acido acético, cuando la comparacidn se realizé entre los valores iniciales y
finales del mismo grupo. En el caso del acido propidnico, estas diferencias entre valores
iniciales y finales sélo se observaron en el grupo 1, probablemente debido a la variabilidad de
los datos. Sin embargo, en el caso del acido butirico se encontraron diferencias significativas
entre grupos, observdndose en el grupo 2 un contenido mayor que en el grupo control y, en el
grupo 1 una concentracidn intermedia entre ambos. Ademds, se hallaron diferencias
significativas entre los valores iniciales y finales dentro de los grupos 1 y 2, por lo que el
consumo de los dos zumos de tomate supuso un incremento de acido butirico al final del
estudio. Para el resto de AGCC no se registraron cambios relevantes, incrementandose su

contenido al final del periodo de intervencidn.
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Aunque no se observaron diferencias en los niveles de acético y propidnico tras el
consumo de zumo de tomate, si se hallaron niveles mds elevados de butirico en estos grupos,
siendo sélo significativas en el grupo 2. Contrariamente a lo que se esperaba, estas ratas
consumieron un zumo de tomate con un contenido en fibra mas bajo (0.8 g/100 mL, Tabla 4.1)
pero con un contenido superior de licopeno, en comparacién con el grupo 1, que tomd un
zumo de tomate con un contenido superior en fibra (1.7 g/100 mL, Tabla 4.1) y menor en
licopeno. Estos resultados podrian explicarse por el hecho de que los animales del grupo 2
bebieron mas zumo de tomate (Tabla 4.2), y por lo tanto las cantidades ingeridas de FDT
fueron similares en ambos grupos experimentales. Por otra parte, el zumo de tomate con alto
contenido en licopeno consumido por el grupo 2, como se ha descrito anteriormente, fue
elaborado a partir de concentrado de tomate y doble tratamiento térmico, a diferencia del
zumo consumido por el grupo 1 que recibié una flash pasteurizacidon, por lo que los
carbohidratos fermentables de ambos zumos probablemente son diferentes, ya que el
procesado térmico favorece la solubilizaciéon de la hemicelulosa y los componentes son mas
susceptibles de ser fermentados por la microbiota. Es importante resaltar que no se
detectaron cambios en el contenido de acido propidnico, ni relacién alguna de este con la
inhibicion de la enzima HMGCoA-R, por lo que el efecto hipocolesterolémico podria ser
asociado con la acumulacion de licopeno en higado en lugar de atribuirse al efecto prebidtico

del zumo de tomate.

Los resultados obtenidos presentan algunas similitudes con los hallados por
Schandabele et al. (2008), en cuya investigacidon se obtuvieron unas concentraciones de acetato
similares a las del presente estudio pero superiores en propionato y butirato, tras la
administracién diaria de 330 mL de zumo de tomate a humanos durante un periodo de 2
semanas, proporcionando un total de 37 mg diarios de licopeno. Sin embargo, en los datos
obtenidos por Hwang et al. (2014) se observé una concentracién mayor de propionato y
menor de acetato y butirato en lo que respecta a la cantidad de AGCC procedentes del
contenido cecal de ratas tras el consumo de diferentes dietas suplementadas con tomate
cherry, en comparaciéon con el grupo que no consumié tomate cherry en su dieta. A pesar de
que estos autores no hallaron diferencias significativas en el contenido de AGCC de acuerdo a
la suplementacion de tomate, si describen efectos beneficiosos para la salud intestinal

asociados a la ingesta de tomate, tanto en humanos como en ratas.

En el presente estudio se observd un incremento de butirato proporcional a la
cantidad de licopeno ingerido a través del zumo de tomate. En este sentido, es interesante

resaltar la funcién del butirato, producto generado por las bacterias del colon tras la
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fermentacién anaerdbica de la fibra y polisacdridos no digestibles, como posible agente
terapéutico en el cancer e incluso, datos recientes sugieren interesantes efectos como agente

antiinflamatorio e inmunomodulador (Qiao et al., 2014; Hinnebusch et al., 2002).

Tabla 4.1. Composicion nutricional, compuestos antioxidantes y actividad antioxidante
de los zumos de tomate suministrados a los grupos 1y 2, respectivamente™.

Parametros Zumo de tomate BL Zumo de tomate AL
Proteinas (g/100 mL) 0.50+0.13 0.80+0.24
Lipidos (g/100 mL) 1.05+0.14 0.10 £ 0.01*
Hidratos de Carbono (g/100 mL) 428 +0.31 5.02 +0.46
Fibra Dietética Total (g/100 mL) 1.71+041 0.81+0.16*
Licopeno (mg/100 g) 2.73+£0.09 11.97 + 0.64*
Vitamina C (mg/100 g) 1.79+0.32 2.27 £0.29
Compuestos fendlicos (mg/kg) 239.20 + 8.67 264.53 £ 9.55
Flavonoides (mg/kg) 53.73+2.33 49.27 £3.29
TEAC (mmol/kg) 3.35+0.13 7.51+0.72%

1Zumo de tomate BL: bajo contenido en licopeno; Zumo de tomate AL: b contenido en licopeno. Los datos
se expresan como media * SD. *El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Tabla 4.2. Ingesta de comida, bebida y licopeno, excrecidn de orina y heces, absorcion
aparente de licopeno y concentracion de licopeno en los tres grupos experimentales.
(Control: dieta estandar y agua; Grupo 1: dieta estdndar y zumo de tomate BL y Grupo 2:
dieta estandar y zumo de tomate AL).!

Parametros Grupo Control Grupo 1 Grupo 2
Ingesta de comida (g/dia) 22.20 +£4.35° 18.17 + 4.81° 22.68 +5.15°
Ingesta de agua o zumo de tomate (ml/dia)  20.44+3.52° 17.93+10.42° 30.07+6.93°
Heces excretadas (g/dia) 9.27 +1.41° 7.00 +1.41° 8.97 +1.13°
Orina excretada (mL/dia) 9.57 +2.47° 6.06 + 2.22°¢ 14.26 + 4.40°
Ingesta de licopeno (mg/dia) - 0.48 +0.28° 3.59+0.83°
Licopeno excretado en heces - 0.04 +0.02° 0.26 +0.10°
Absorcion aparente de licopeno final (%) - 94.37 93.59
Licopeno en higado (pg/g):

Licopeno total - 0.84 +0.31° 2.03+£0.39°
E- licopeno - 0.68 +0.32° 1.17 £0.27°
Z-licopeno - 0.31+0.10° 0.66 £ 0.11°
Isémeros Z (%) - 38.09 £ 3.11° 35.11 +2.51°

1Los datos se expresan como media + SD. @< Diferentes letras muestran diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 4.3. Parametros hematoldgicos y bioquimicos de las muestras de plasma obtenidas al
inicio y final del periodo de intervencién®.

Pardmetros '\I?I?res Valores finales
iniciales
Grupo Control Grupo 1 Grupo 2

Eritrocitos (x10° cel/pL) 7.06 £ 0.45 5.98 +1.00 6.65+0.67 6.16 + 1.04
Leucocitos (x10° cel/pL) 4.85+0.79 4.63+1.62 3.68 £0.39 5.89+1.51
Linfocitos (x103 cel/uL) 444 +£0.71 3.87+1.28 3.08 +£0.40 4.52+1.03
Monocitos (x10° cel/uL) 0.18 £0.03 0.11 £ 0.03 0.12£0.01 0.18 +0.06
Neutréfilos (x103 cel/uL) 0.64 £ 0.05 0.29 £ 0.072 0.33 +£0.05° 0.54 +£0.28°
Proteinas totales (g/dL) 5.74 £0.42 5.36 £0.29 5.25+0.27 6.26 £2.01
Colesterol Total (mg/dL) 91.62 + 15.03 98.60 £ 9.57 104.66 £6.99 106.01 £ 5.62
Colesterol HDL (mg/dL) 46.84 + 10.66 41.35 + 3.04° 49.18 + 4.05° 47.41 + 3.07°
Colesterol LDL (mg/dL) 33.66+7.74 4492 +6.3" 43.30 £ 6.35" 49.63 £ 8.52"
Colesterol VLDL (mg/dL) 11.12 £2.00 12.32 +£1.86 12.17 £3.16 10.24 £ 1.62
Triglicéridos (mg/dL) 51.75+5.92 61.56 £9.31 60.87 + 15.74 44.88 +12.19
indice Aterogénico 2.03+0.26 2.38+0.12*" 2.13£0.17° 2.14+0.16°

ILos datos se expresan como media + SD. 2P Las diferentes letras dentro de la misma fila muestran diferencias
significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos experimentales 1y 2. " El asterisco situado en la misma fila
indica diferencias significativas (p<0.05) en los parametros analizados entre los valores iniciales y finales.
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Figura 4.1. Actividad de la enzima HMGCoA-R determinada en las muestras de
higado de las ratas pertenecientes a los grupos Control, 1 y 2. Los datos se
expresan como media * SD.
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Figura 4.2. Niveles de colesterol hepatico (mg/100g) de las ratas pertenecientes
a los grupos Control, 1y 2. Los datos se expresan como media * SD.
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Figura 4.3. Concentracién (mM) de los AGCC mayoritarios
presentes en las muestras de heces de los grupos Control, 1y 2. Los
datos estan expresados como media + SD. Las diferentes letras (a-c)
indican diferencias significativas (p<0.05) al comparar los valores
iniciales y finales entre los tres grupos. El asterisco (*) refleja
diferencias significativas entre los valores inicio y final dentro del
mismo grupo.
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Figura 4.4. Concentracion (uM) del total de AGCC minoritarios analizados en las
heces de los grupos Control, 1y 2. Los datos estan expresados como media + SD
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4.2  ESTUDIO CON ANIMALES ALIMENTADOS CON UNA DIETA CON ALTO CONTENIDO EN
GRASA (ESTUDIO 2)

4.2.1. Datos dietéticos, bioquimicos e histoldgicos

La Tabla 4.4 recoge los valores iniciales y finales del peso corporal, su incremento, asi
como la ingesta de comida y bebida, la cantidad de heces y de orina excretadas, y la ingesta y
absorcién de licopeno. Al comienzo del periodo de intervencidon no se observaron diferencias
significativas entre grupos en el valor medio de peso corporal ya que los pesos oscilaron en los
cuatro grupos entre 318 y 350 gr. Por el contrario, si que se observaron diferencias
significativas (p<0.05) en el peso final, ya que en los grupos HA y HL se produjo un incremento
de peso medio mayor que en los grupos alimentados con la dieta estdndar o de

mantenimiento (149 vs. 97 g).

A pesar de que todos los animales se alimentaron ad libitum, se observaron diferencias
significativas entre grupos respecto a la ingesta de comida. Los grupos NA y NL mostraron una
ingesta mayor que los grupos HA y HL, debido a las diferencias existentes en el aporte
energético y contenido en grasa de ambas dietas. Ademas, los animales que ingirieron zumo
de tomate mostraron una ingesta de pienso ligeramente mas baja con respecto a los grupos
controles, aunque estas diferencias no fueron significativas. Asociada a la menor ingesta, se
observaron diferencias significativas en la cantidad excretada de heces, siendo
significativamente inferior en los grupos con la dieta alta en grasa e hipercaldrica con respecto
a los dos grupos con la dieta normal. En lo que respecta a la ingesta de bebida (agua o zumo de
tomate), todos los animales ingirieron una cantidad similar (alrededor de 30 mL/dia).
Unicamente en el grupo NL la ingesta de zumo fue mayor en comparacién con la ingesta de
agua en el grupo NA, lo que demuestra que el zumo fue aceptado sin problema por los
animales. En cuanto a las cantidades medias de orina excretada al dia, aunque en el grupo NL
se observaron unas cantidades ligeramente mayores, estas diferencias no fueron significativas

al comparar los cuatro grupos en el andlisis de varianza.

Modelos similares con dietas hipercaldricas han sido utilizados por otros autores para
provocar la obesidad y una esteatosis asociada en ratas y ratones, con el objetivo de evaluar el
efecto del consumo de antioxidantes y otros compuestos dietéticos en el metabolismo
hepatico y marcadores de estrés oxidativo y de inflamacién (Qiu et al., 2015; Bahcecioglu et

al., 2010; Wang et al., 2010; Ahmed et al., 2009). Las ratas de los grupos H se podrian
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considerar obesas al incrementar su peso casi un 30% en comparacion con las alimentadas con
la dieta de mantenimiento, hecho que se traduce en un mayor indice de masa corporal. La
obesidad incrementa la prevalencia de la esteatosis no alcohdlica y en la presente Tesis
Doctoral hemos observado que tras las 7 semanas de ingesta de la dieta alta en grasa y
colesterol, los animales de los grupos HA y HL muestran esteatosis con una degeneracion
vacuolar tipo 2 mayoritariamente (Figura 4.5), que se acompafia de una disfuncién hepatica al
aumentar las enzimas hepaticas y los pardmetros bioquimicos del metabolismo lipidico, tal y

como se muestra en la Tabla 4.5.

Tabla 4.4. Valores medios de la ingesta de comida y bebida, excrecién de heces y orina e
ingesta y absorcion aparente de licopeno obtenidos durante el periodo de intervencién (5
semanas).

Parametros NA NL HA HL
Peso corporal Inicial (g) 350.33+5.93 318.00+18.83 350.00 +13.68 326.17 £9.78
Peso corporal Final (g) 423.75+6.93 41517 £18.23° 479.50 +9.49° 474.83 +15.61*
A peso corporal (g) 73.42 +7.49¢ 97.17 £3.10°¢  129.50 +£8.33%  148.67 + 7.69°

Ingesta de comida (g/dia) 21.00 +0.82° 20.00 + 0.4 18.00 + 0.26°¢ 16.00 £ 0.52°¢

Ingesta de agua o zumo

29.00+2.40 37.00+2.10 31.00 £ 3.50 34.00+2.90
de tomate (mL/dia)
Heces excretadas (g/dia) 8.60 + 0.40° 8.50 + 0.15? 2.80+0.16° 3.30+0.35°
Orina excretada (mL/dia) 10.00 £ 1.50 13.00 £ 1.00 10.00 £ 2.50 8.40+1.30

ILos valores se expresan como media * SEM (n=6 por grupo). Las diferentes letras muestran diferencias
significativas entre grupos tras realizar un ANOVA de una via (p <0.05).

Segun los datos obtenidos en el andlisis histopatoldgico y el contenido de grasa total de
las muestras de higado (Figura 4.5), los animales de los grupos HA y HL alcanzaron un grado de
esteatosis de 2 o 3 (Brunt et al., 1999; Hijona et al., 2010; Miette et al., 2011), caracterizada
por inflamacién de los hepatocitos y acumulacion de grasa, sin mostrar diferencias
significativas relacionadas con la ingesta de zumo de tomate. El grado de esteatosis se
confirmé por la alteracion de las enzimas hepaticas ALT y AST (Hui-Hui y Jason Pik-Eu, 2010), ya
que se observo un incremento al final del periodo de intervencidn en los animales alimentados

con dieta rica en grasa y colesterol (Tabla 4.5).
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Figura 4.5

experimentales. NA (dieta estandar y agua); HA (dieta aterogénica y agua); NL (dieta estandar y
zumo de tomate); HL (dieta aterogénica y zumo de tomate). (=) Representa la presencia de
hepatocitos grasos.

4.2.2. Parametros relacionados con el metabolismo lipidico

Los pardmetros bioquimicos plasmaticos se muestran en la Tabla 4.5. Respecto a los
pardmetros bioquimicos plasmadticos, la concentracién de proteinas fue significativamente
mayor en los grupos H que en los grupos N; este hecho podria ser debido a las ligeras
diferencias en el contenido proteico de la dieta. A pesar de que los valores plasmaticos
iniciales y finales de glucosa no fueron significativamente diferentes entre los cuatro grupos, y
por lo tanto no se vieron afectados ni por la dieta ni por la bebida, los valores finales
mostraron un incremento significativo en todos los grupos con respecto al valor inicial, lo que
podria asociarse al estrés provocado por el uso de las jaulas metabdlicas. Este valor fue mayor
en los grupos H que en los grupos N, lo que podria estar relacionado con la obesidad y la
resistencia a la insulina asociada a la misma (Hui-Hui y Jason Pik-Eu, 2010). Sin embargo, en
este estudio no hemos analizado los valores de insulina, por lo que no se pueden extraer

conclusiones sobre las diferencias observadas en este parametro.
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Los grupos de ratas con esteatosis inducida (HA y HL) mostraron dislipemia con
alteracion de los lipidos y lipoproteinas en sangre. La dieta con alto contenido en grasa origind
cambios en el perfil de lipidos plasmaticos durante las dos semanas del periodo de adaptacion,
produciendo un incremento significativo en la concentracién de colesterol total y LDL-
colesterol, y reduciendo los niveles de HDL-colesterol, mientras que las concentraciones de
VLDL-colesterol y triglicéridos se mantuvieron sin cambios entre los cuatro grupos
experimentales. Aunque durante estas dos semanas se observé una modificacién en el perfil
lipidico, no se produjeron cambios en la funcidén hepatica, ya que las actividades iniciales de las
enzimas AST y ALT no mostraron diferencias significativas. Por tanto, es necesario un periodo
de tiempo mds prolongado de ingesta para producir la acumulacién de grasa en los
hepatocitos, originando una esteatohepatitis, y la consecuente alteracién de la actividad de las
aminotransferasas, observando diferencias significativas entre grupos, tal y como se ha

descrito anteriormente (Sharma et al., 2012).

La esteatosis o enfermedad de higado graso lleva asociada una elevacién de las
transaminasas, que usualmente puede llegar a superar hasta 4 veces el limite normal y
constituye uno de los primeros signos clinicos para el diagndstico de la enfermedad (Hui-Hui y
Jason Pik-Eu, 2010; Miette et al., 2011). Tras las siete semanas de ingesta de la dieta alta en
grasa, las ratas con esteatosis inducida (HA y HL) duplicaron los valores de actividad iniciales de
ALT y AST vy los observados al final de la intervencidn en las ratas alimentadas con la dieta de
mantenimiento. Sin embargo, es necesario remarcar que debido a la gran variabilidad
encontrada en los valores de referencia de estas enzimas en ratas Sprague-Dawley, los niveles
de actividad enzimatica se incluyen dentro del rango considerado de referencia (Ledn Goiii et
al., 2011) (Tabla 4.5). No obstante, el estudio histopatoldgico puso de manifiesto la evidencia

de la esteatosis, que se corrobora con la acumulacién de grasa en las muestras de higado.

Transcurridas las cinco semanas de intervencidn se observaron cambios significativos
en los lipidos plasmaticos, disminuyendo de forma significativa el colesterol total y su fraccidn
LDL en los grupos HA y HL, aumentando significativamente el colesterol HDL en el grupo HL y
aumentando, también de forma significativa, la concentracion de triglicéridos en el grupo HA.
Estos cambios estarian relacionados con las alteraciones en el metabolismo de las
lipoproteinas que se producen como consecuencia de la esteatosis. El higado no es un érgano
de almacenamiento de grasa, y sintetiza lipoproteinas para secretar el colesterol a la
circulacion periférica. Cuando hay un dafio hepatico el colesterol se almacena y no es enviado

al resto del organismo, debido a la dificultad para sintetizar las apoproteinas necesarias para la
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formacién y recepcién de las lipoproteinas, entre otras funciones (Sanchez Pozo y Gil
Hernandez, 2010). Por esta razén, durante las dos primeras semanas, tras la ingesta de la dieta
alta en grasa, se incrementan los valores de colesterol plasmatico, disminuyendo hacia el final
del periodo de intervencion debido a la acumulaciéon de colesterol en el higado y a la
deficiencia funcional de sintetizar lipoproteinas que tiene este érgano. Ademas, estos cambios
metabdlicos se asocian con un incremento en los niveles de colesterol VLDL, responsable de
transportar los triglicéridos desde el higado hasta los tejidos periféricos, principalmente
musculo y tejido adiposo (Sanchez Pozo y Gil Hernandez, 2010; Fon Tacer y Rozman, 2011). En
individuos obesos con esteatosis, la secrecidn de particulas VLDL incrementa linealmente con
el aumento de triglicéridos hepdticos debido a un incremento de la lipolisis de la grasa
intrahepatica e intra-abdominal. En nuestros animales con esteatosis inducida se observé una
respuesta similar, que se puso de manifiesto por el incremento de particulas VLDL, aumento
de triglicéridos y particulas LDL a nivel plasmatico, junto con el aumento de la grasa total
hallada en higado, en comparacién con los grupos alimentados con dieta estandar (Fon Tacer y

Rozman, 2011; Fujita et al., 2009).

En relacion al perfil lipidico (Tabla 4.5), como cabia esperar, se observaron diferencias
significativas en los niveles de colesterol total, colesterol LDL e indice aterogénico debido al
consumo de la dieta alta en grasa y colesterol (comparacién grupos N y H) tanto en los valores
iniciales como en los finales. Sin embargo, en lo que respecta a las concentraciones de
colesterol VLDL y triglicéridos sélo se hallaron diferencias significativas en el grupo HA, ya que
el grupo HL presentaba unos niveles intermedios entre los grupos N y el grupo HA. En lo que
respecta a los cambios observados en los valores iniciales y finales de cada grupo, apenas se
produjeron variaciones en los grupos NA y NL, aunque es interesante destacar la reduccion
significativa hallada en las concentraciones de colesterol total en el grupo NL, que podria estar
asociada al consumo de zumo de tomate. Por el contrario, en los grupos HA y HL se observd
una reduccidn significativa de los niveles de colesterol total y su fraccién LDL, aunque con unos
valores aun muy superiores a los fisioldégicos, con respecto a sus valores iniciales,
probablemente por los propios mecanismos de regulacidn del organismo, lo que supuso a su
vez una disminucién del indice aterogénico. En relacién al efecto que puede tener la ingesta de
zumo de tomate sobre estos parametros, Unicamente en el grupo HL se observd un valor
superior de HDL-colesterol con respecto a su valor inicial y como se ha mencionado
anteriormente, presentd unos niveles de triglicéridos y colesterol VLDL dentro de unos valores
intermedios entre los grupos con dieta estandar y el grupo con dieta alta en grasa y colesterol

gue no ingirié zumo de tomate; sin observar ningln efecto en los animales alimentados con la
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dieta estandar y zumo de tomate (NL). Por ello, el consumo de licopeno procedente del zumo
de tomate podria suponer una mejora del perfil lipidico cuando se produce una alteraciéon del
metabolismo lipidico por el consumo de una dieta aterogénica, es decir, alta en grasa y
colesterol, como se ha demostrado previamente en otros estudios (Bahcecioglu et al., 2010;

Palozza et al., 2012).

Al igual que en el estudio 1, la actividad de la enzima HMGCoA-R se determind en los
higados de las ratas de los cuatro grupos experimentales del estudio 2, observandose
diferencias significativas entre los grupos H, siendo el ratio HMG/mevalonato bastante
superior en el grupo HL con respecto al grupo HA (Figura 4.6). Esto podria deberse a la
inhibicidn de la enzima por la presencia del licopeno acumulado en los higados de las ratas que
consumieron zumo de tomate junto con la dieta alta en grasa y colesterol, puesto que cémo
demostraron los resultados de Navarro-Gonzalez et al. (2014), el licopeno posee una gran
afinidad por el centro activo de esta enzima y competiria con su sustrato (HMG). Sin embargo,
no se observaron unos niveles plasmaticos de colesterol total inferiores en el grupo HL en
comparacién con el grupo HA (Tabla 4.5). Una posible explicacién de los resultados hallados
seria que a) los animales de ambos grupos consiguen disminuir los niveles de colesterol con
respecto a los valores alcanzados inicialmente por la propia homeostasis del organismo, b) es
necesario un tiempo superior para observar los efectos del licopeno sobre los niveles
plasmaticos de colesterol, c) se requiere una concentracion mayor de licopeno para observar

un efecto claro sobre los niveles de colesterol plasmatico.

Ratio HMG/Mevalonato en Higado
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Figura 4.6. Valores medios del ratio HMG/Mevalonato determinados en las
muestras de higado de los cuatro grupos experimentales (NA, NL, HA y
HL).Las diferentes letras (a-c) muestran diferencias significativas entre los
cuatro grupos tras realizar un ANOVA de una via (p<0.05)
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Tabla 4.5. Parametros bioquimicos y enzimas hepaticas analizados en las muestra de plasma
de los cuatro grupos experimentales al inicio y al final del periodo de intervencién.!

Parametros NA NL HA HL
Glucosa Inicial (mg/dl) 940124 94.0+2.4 101.0+6.0 101.0+6.0
Glucosa Final (mg/dl) 181.0 + 19.0* 188.0 + 9.0* 223.0+35.0*  212.0+30.0*
Proteinas Iniciales (g/dl) 5.9+0.1° 59+0.1° 6.6 £0.22 6.6 £0.2°
Proteinas Finales (g/dl) 5.7+0.3° 5.5+0.3° 6.6 +£0.1° 6.7 £0.1°
Colesterol Total Inicial (mg/dl) ~ 105.0 + 3.3° 105.0+3.3®  309.0+41.0°  309.0+41.0°
Colesterol Total Final (mg/dl) 99.0 +4.1° 81.0 + 6.5* 167.0 £ 14.0®*  162.0 £ 14.0°*
LDL Inicial (mg/dl) 22.0+1.4° 22.0+1.4° 216.0 + 39.0° 216.0+39.0%
LDL Final (mg/dl) 26.0+1.4° 17.0 £2.4° 94.0 + 11.0°* 96.0 + 8.22*
HDL Inicial (mg/dl) 53.0+1.5% 53.0+1.5? 31.0+5.4° 31.0+5.4°
HDL Final (mg/dl) 54.0 +2.32 44.0 +3.5% 40.0 £2.1° 49.0 + 2.7%b*
VLDL Final (mg/dI) 19.0+0.9 19.0+0.9 18.0+1.8 18.0+1.8
VLDL Final (mg/dI) 16.0 + 0.9°* 16.0 + 1.7°* 24.0+1.4° 20.0 +2.8%F
indice Aterogénico Inicial 0.5+0.0° 0.5+0.0° 5.7+1.5° 5.7+1.5°
indice Aterogénico Final 0.5+0.0° 0.5+0.0° 2.2 +£0.2%% 2.1+0.1%*
Triglicéridos Iniciales (mg/dl) 96.0t4.4 96.0t4.4 89.0t£9.1 89.0+£9.1
Triglicéridos Finales (mg/dl) 80.0 + 4.6°* 78.0 +8.3b 121.0+7.1°* 98.0 + 14.0%®
ALT Inicial (U/L) 43.0+3.6 43.0+3.6 42.0+3.7 42.0+3.7
ALT Final (U/L) 32.0+1.9b* 41.0+2.9° 79.0 + 11.0°* 79.0 £+ 12.0°*
AST Inicial (U/L) 88.0+9.4 88.0+9.4 106.0+5.1 106.0£5.1
AST Final (U/L) 68.0+7.1° 67.0+4.9° 150.0 + 7.6%* 143.0 + 20.0?

ILos valores estan expresados como media + SEM (n=6 por grupo). La diferentes letras representan diferencias
significativas entre los cuatro grupos tras realizar un ANOVA de una via (p <0.05). *Muestra diferencias significativas
después de realizar una prueba t para muestras dependientes entre los valores iniciales y finales de cada parametro
dentro de cada grupo.
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Tabla 4.6. Contenido total de grasa y concentracién de acidos grasos de las muestras de
higado de los cuatro grupos experimentales analizados al final del periodo de intervencion?

Acidos grasos (mg/g) NA NL HA HL
Grasa Total 32.55+2.20° 34.80 + 1.60° 197.00 +8.00°  193.00 + 11.007
C12:0 nd nd 0.16 £ 0.012 0.14 £ 0.012
C14:0 0.14 +0.03° 0.16 +0.02° 4.04 +0.24° 3.83+0.29°
C16:0 5.85 +0.45P 6.31+0.34° 36.1+1.60° 35.6 + 1.90°
C18:0 1.96 £ 0.15° 2.31+0.09° 3.77 £0.07° 3.79 £ 0.26°
C23:0 0.05 +0.00° 0.06 +0.012 nd nd
Ci16:1 0.69 +0.14° 0.79 +0.10° 11.50 + 0.90? 9.48 +1.92°
C18:1n-9 4.22 £0.47° 4.92 £0.22° 65.30 + 2.50? 65.60 + 3.807
C18:1n-7 0.63 +0.05" 0.63 +0.04° 8.21 + 0.64° 8.03 +0.39°
C18:2tn-6 nd nd 1.12 £ 0.09? 1.05+0.10?
C18:2cn-6 6.52 +0.52? 6.57 +0.34° 7.13 £ 0.45° 7.02 +0.62°
C18:3n-6y 0.16 +0.02? 0.11 +0.01%® 0.14 +0.02? 0.07 +0.03"
C18:3n-3a 0.19 +0.02° 0.19 +0.01° 0.35 £0.02° 0.35 £ 0.07°
C20:2 n-6 nd nd 0.18 £ 0.022 0.16 £ 0.03?
C20:3n-6 0.06 +0.00° 0.05 +0.01° 0.36 £0.02° 0.35 +£0.04°
C20:4 n-6 2.83 +0.07° 2,93 +0.12° 1.85+0.10° 1.79+0.11°
C20:5n-3 0.08 +0.01? 0.07 £0.012 nd nd
C22:5n-3 0.17 +0.00° 0.15 +0.02° 0.23 £0.01° 0.22 +0.02?
C22:6 n-3 0.45 £ 0.02° 0.47 £0.02° 0.41 £0.01° 0.45 £ 0.03?
AGS 8.10+0.57° 8.90 + 0.44° 45.50 + 1.80° 44.80 +2.20°
AGM 5.57 +0.68° 6.33+0.35° 87.20 +3.80° 85.30 +5.30°
AGP 10.50 + 0.60° 10.60 + 0.50° 13.40 + 0.50? 13.10 £ 0.90%°
Ratio AGS/AGT (%) 33.50 + 1.00%" 34.50 + 0.20? 31.10 £ 0.20° 31.40 + 0.60%
Ratio AGM/AGS (%) 22.80+1.20° 24.60 +0.80° 59.70 + 0.30? 59.50 + 0.60?
Ratio AGP/AGT (%) 4370+ 1.70° 40.90 + 1.00° 9.20 +0.24° 9.10 + 0.29°
Ratio n-6/n-3 (%) 10.70 + 0.00° 11.10 £ 0.20° 4.00 + 0.09° 4.05 +0.122

ILos valores se expresan como media = SEM (n=6 por grupo). @< Las diferentes letras muestran diferencias
significativas entre grupos después de realizar un ANOVA de una via y aplicar los test Tukey y Games Howell
de separacion de medias (p<0.05). Abreviaturas: AGT, acidos grasos totales; AGS, acidos grasos saturados;
AGM, acidos grasos monoinsaturados; AGP, acidos grasos poliinsaturados. nd: no detectado.
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Entre los marcadores del metabolismo lipidico se analizé el contenido total de grasa en
el higado y la concentracion de acidos grasos, que se muestran en la Tabla 4.6. La
concentracion total de grasa en el higado corrobora su acumulacién en los hepatocitos, lo que
demuestra la presencia de esteatosis (Hijona et al., 2010). Los animales con la dieta de
mantenimiento mostraron un valor medio inferior a 35 mg/g, mientras que en las ratas de los
grupos H la grasa hepatica llegd casi a los 200 mg/g. Por lo tanto, se observaron diferencias
significativas en la cantidad de grasa total en el higado en funcién de la dieta, aunque no
asociado al consumo de zumo de tomate. Este mismo comportamiento se observé para las
concentraciones individuales de acidos grasos totales, AGS, AGM y AGP, observando
diferencias significativas entre los grupos N y H. Para los AGS, en general se cuantificaron
concentraciones superiores en los grupos HA y HL, excepto para el acido graso tricosilico
(C23:0). En cuanto a los AGM y AGP de cadena media también se observd una mayor
concentracion en los grupos H, aunque es interesante destacar la presencia de un menor
contenido de C: 18:3n-6y en el grupo HL en comparacién con el grupo HA. Por el contrario, los
AGP de cadena larga se encontraron en menor proporcién en el higado de los animales con
esteatosis, hecho que estaria relacionado con la baja concentracién de este tipo de acidos

grasos en la dieta.

La esteatosis hepatica se desarrolla cuando hay un desequilibrio en el metabolismo
lipidico vy, la incorporaciéon de dacidos grasos y la sintesis de novo excede a la oxidacién y
secrecion de los acidos grasos. Las fuentes de dacidos grasos para el higado son: a) los
triglicéridos dietéticos transportados en el quilomicrén, b) la sintesis de grasa a partir de la
lipogénesis en el higado, c) los acidos grasos que llegan al higado tras lipolisis del tejido
adiposo, d) la disminucién de la exportacién de lipidos desde el higado a otros tejidos, y e)
reduccion en la oxidacién de los acidos grasos. Cuando se produce un desequilibrio en estos
pasos del metabolismo lipidico se origina la acumulacion de triglicéridos en el citoplasma del
hepatocito (Musso et al., 2009), originando una situacién de estrés cronico que estd

involucrado en la patogénesis de la esteatosis (Lieber et al., 2004; Wei et al., 2008).
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4.2.3. Biodisponibilidad de licopeno

La cantidad de licopeno ingerida y excretada, y la acumulada en el higado se muestran
en la Tabla 4.7. El consumo diario de licopeno, calculado a partir del contenido de licopeno y
de la ingesta media de zumo de tomate al dia en los grupos HL y NL fue de 3.2 y 3.5 mg/dia,
respectivamente, no observandose diferencias significativas entre los animales alimentados
con diferente dieta. Sin embargo, la absorcion aparente de licopeno fue significativamente
mayor en el grupo HL que en el grupo NL (63% vs 44%), ya que tal y como se recoge en la
bibliografia cientifica la grasa favorece la incorporacidon del licopeno en la micela, facilitando de
este modo su proceso de absorcion en el intestino (Fernandez-Garcia et al., 2012; Kopsell y
Kopsell, 2006; During y Harrison, 2006). Estos valores de absorcién aparente se correlacionan
con la cantidad total de licopeno y (E)-licopeno acumulado en el higado, observandose un
valor casi dos veces superior de licopeno hepatico en el grupo HL que en el grupo NL (6.00
versus 2.90 [g/g), aunque no se encontraron diferencias respecto al contenido de los isémeros
(Z)-licopeno entre ambos grupos. En relacidon a los metabolitos 6-, 8- y 12-apo-licopenal se
detectaron Unicamente el 6 y el 8-apolicopenal en las muestras de higado del grupo HL, y en

una concentracién muy baja (Tabla 4.7).



112 | Capitulo 4. Resultados y Discusidn

Tabla 4.7. Ingesta media de licopeno, licopeno excretado en heces, absorcién aparente
y concentraciéon de licopeno, de sus isdmeros y metabolitos en las muestras de higado
analizadas en los cuatro grupos experimentales al finalizar el periodo de intervencion de
cinco semanas.!

Licopeno (ug/g) NA NL HA HL
Ingesta de licopeno (mg/dia) - 3.50+0.16 - 3.20+0.27
Licopeno excretado (mg/dia) - 2.44 +0.34 - 1.27 £ 0.10*
Absorcion aparente de licopeno (%) - 44.00 +2.70 - 63.00 * 4.20*
Licopeno Total _ 2.90+0.70 _ 6.00 + 0.70%*
Z-licopeno B 0.34 £0.05 B 0.40 + 0.03
E-licopeno _ 2.50+0.60 _ 5.60 + 0.60%*
12-apo-licopenal _ nd _ nd
8-apo-licopenal _ nd _ 0.01 £ 0.00
6-apo-licopenal _ nd _ 0.01+£0.00

ILos valores se expresan como media £ SEM (n=6 por grupo). Las diferentes letras representan diferencias
significativas entre los cuatro grupos tras realizar un ANOVA de una via (p <0.05). *Indica la existencia de
diferencias estadisticamente significativas al aplicar la prueba t para muestras independientes entre los
grupos NL y HL (p <0.05) nd: No detectado

4.2.4. Biomarcadores de inflamacidn y estrés oxidativo

Aungque los mecanismos involucrados en la enfermedad de higado graso no alcohdlico
no son totalmente conocidos, se producen alteraciones mitocondriales que afectan a la
actividad de este organulo, disminuyendo la B-oxidacién, que es la ruta metabdlica dominante
para la eliminacidn de los acidos grasos en condiciones fisioldgicas normales (Wei et al., 2008).
Ademas, también hay una disfuncién en la cadena respiratoria que puede suponer la
produccidon de especies reactivas al oxigeno como el anion superodxido y el perdxido de
hidrégeno (Garcia-Ruiz et al., 1995), lo cual induce una deplecién del ADN mitocondrial,

resultando en una disminucién de la funcidn y el nimero de mitocondrias.

Con respecto a los biomarcadores de inflamacién, no se encontraron diferencias

significativas en los niveles plasmaticos de IL-6 y TNF-a (Tabla 4.8) entre los distintos grupos y
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tampoco entre los valores iniciales y finales, por lo que ambos factores, dieta y bebida, no
modificaron estos pardmetros. Lo mismo ocurrié con las concentraciones analizadas de TNF-a
en las muestras de tejido adiposo abdominal y subcutdneo, al no observar diferencias
significativas relacionadas con la dieta o el consumo del zumo de tomate. Las citoquinas
proinflamatorias son consideradas un biomarcador de la progresion de esteatosis simple a
NASH, pero no se observaron diferencias en los niveles plasmaticos de IL-6 ni TNF-a; y por
tanto, no se observd un efecto entre el licopeno y las citoquinas inflamatorias. Estos resultados
sugieren que las ratas alimentadas con dieta aterogénica mostraron NAFLD en un estado
inicial, una esteatosis simple con la acumulacidn de grasa en el hepatocito (nivel | y Il), pero sin

presentar inflamacidn ni fibrosis, signos considerados de un estado de esteatohepatitis.

Sin embargo, los biomarcadores de inflamacién implicados en procesos de
aterosclerosis (sICAM-1 y sVCAM-1) presentaron valores superiores en los grupos H que en los
grupos N, incluso tras la ingesta de zumo de tomate. En el grupo HL la concentracion de
sVCAM-1 fue menor y la de sSICAM-1 mayor en comparacion con los resultados obtenidos en el
grupo HA. Las concentraciones mds elevadas de sICAM-1 y MDA en el higado de los animales
del grupo HL pueden ser consideradas un indicador de un mayor deterioro del higado, ya que
segln Sookoian et al. (2010), se ha descrito una correlaciéon positiva entre el grado de
esteatosis y la expresion de sICAM-1 en humanos. Sin embargo, el estudio histoldgico del
higado y las otras citoquinas proinflamatorias no mostraron diferencias significativas entre los

grupos HA 'y HL.

Junto con el analisis de los biomarcadores de inflamacién sICAM-1 y sVCAM-1, se llevo
a cabo un analisis histoldgico de las aortas con el fin de observar posibles lesiones a nivel
endotelial, como consecuencia del consumo de una dieta alta en grasa y colesterol (Figura
4.7). Dicha figura muestra los cortes histologicos realizados en las aortas de uno de los
animales de cada grupo experimental. A pesar de que los valores de sICAM-1 y sVCAM-1
fueron mas elevados en los grupos H que en los grupos N, no se hallaron diferencias entre los
distintos grupos ni indicios de lesion arterial en aquellos grupos que habian consumido una
dieta alta en grasa y colesterol (H), aunque si se observé que el numero de células grasas era

mas elevado en estos grupos.
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Figura 4.7. Corte histoldgico en aorta toracica con tincién hematoxilina-eosina
(20X) en los cuatro grupos experimentales: A (NA), B (NL), C (HA) y D (HL).

En relacion a biomarcadores de estrés oxidativo se midieron diferentes marcadores en
plasma, higado y orina. El valor de la actividad antioxidante plasmatica por el método ORAC
fue significativamente mayor en los grupos HA y HL, hecho que estd correlacionado
positivamente con el nivel plasmatico de proteinas (r=0.55, p<0.05), ya que la albimina esta
reconocida como uno de los componentes que contribuye al estado antioxidante total del
plasma (Cao y Prior, 1998; Roche et al., 2008). Por el contrario, tras el consumo de zumo de
tomate que se relacionaria con un incremento en el contenido plasmatico de este carotenoide,
no se observé un aumento de la capacidad antioxidante debido a que es una antioxidante
lipofilico y el método ORAC empleado (ensayo ORAC hidrofilico) solo permite determinar la

actividad de los antioxidantes hidrofilicos (Prior et al., 2003)
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Tabla 4.8. Biomarcadores de inflamacidon y de estrés oxidativo analizados en diferentes
muestras bioldgicas de los cuatro grupos experimentales®.

Parametros NA NL HA HL

IL-6 Plasmatico Inicial (pg/mL)* 469.0 + 36.0 469.0 + 36.0 496.0+27.0 496.0+27.0
IL-6 Plasmatico Final (pg/mL)* 483.0+42.0 463.0+44.0 460.0 £ 35.0 455.0+44.0
TNFa Plasmatico Inicial (pg/mL)* 40.0 +4.7 40.0+4.7 50.0+7.9 50.0+7.9
TNFa Plasmatico Final (pg/mL)* 33.0+1.2 33.0+£25 30.0t14 29.0+2.4
TNFa Adiposo abd (pg/mg prot) 100.0 £ 36.1 94.3 +46.0 39.2+5.2 56.7 £4.2
TNFa Adiposo sub (pg/mg prot) 221.1+26.52 245.3 +45.02 73.8+6.9¢ 104.2 £9.82
sVCAM-1 Plasmatico (ng/mL) 49.0 +2.7° 50.0+2b 120.0 + 142 89.0+6.4°
sICAM-1 Plasmatico (pg/mL) 104.0 £ 6.9¢ 108.0 £ 9.7¢ 202 .0+ 8.6 276.0 £29.0°
ORAC en Plasma (mmoles equiv Trolox/L) 4.9+0.2¢ 5.3+0.2b¢ 6.1+0.23b 6.5+0.22
MDA en Plasma (nmoles MDA/mL) 24+0.1 2.6+0.2 29104 2.5+0.1
MDA en Higado (nmol MDA/g prot) 13.0+2.0¢ 14.0 + 2.0bc 22.0+ 2,53 29.0+2.8°
Isoprostanos en Orina (ng/mg creatinina) 2.2+0.1¢ 1.9+0.3¢ 9.9+0.82 4.2+0.3b

lLos datos se expresan como media + SEM (n=6 por grupo). La diferentes letras representan diferencias
significativas entre los cuatro grupos tras realizar un ANOVA de una via (p <0.05). *Estos parametros se analizaron al
inicio y final del periodo de intervencidn. Los demds parametros incluidos en la tabla sélo se analizaron al final del
estudio.

Como medida in vivo del grado de peroxidacion lipidica se midieron en plasma y en
higado las concentraciones de MDA vy, en orina los niveles de isoprostanos (Tabla 4.8). Los
niveles de MDA plasmatico no presentaron diferencias significativas entre grupos, por lo que
un incremento de los lipidos plasmaticos no se correspondié con un incremento en los
compuestos oxidados de las grasas. En el caso de la concentracidn hepatica de MDA, se
observd un incremento significativo para los grupos alimentados con la dieta alta en grasa,
indicando un mayor nivel de peroxidacidn lipidica como consecuencia de la acumulacién de
lipidos en el higado. A pesar de que el nivel de MDA en higado fue ligeramente superior en el
grupo HL en comparacion con el grupo HA, la reduccién de isoprostanos en orina (4.17 en HL
vs. 9.87 en HA) mostré que la ingesta de zumo de tomate reduce la oxidacion lipidica debida al
consumo elevado de lipidos. Son pocos los estudios que se han llevado a cabo para evaluar el

efecto del consumo de productos a base de tomate y licopeno sobre el estado oxidativo del
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higado. Sin embargo, algunos autores han descrito un papel protector sobre el metabolismo
oxidativo de este érgano (Moreira et al., 2005; Wang et al., 2010; Jamshidzadeh et al., 2008).
La diferencia observada en la cantidad de isoprostanos excretados pone de manifiesto una
mejoria en el estado oxidativo asociado al consumo de zumo de tomate e ingesta de licopeno,
datos que concuerdan con los obtenidos por Visioli et al. (2003). Los isoprostanos y el MDA son
dos de los biomarcadores mas utilizados en la determinacién del grado de oxidacién lipidica.
Ambos se producen como consecuencia de la peroxidacién lipidica de &acidos grasos
poliinsaturados (Ayala et al., 2014); debido a la elevada acumulacion de lipidos en el higado
(primer paso del proceso de esteatosis), los &acidos grasos son atacados por ROS vy
transformados en lipoperdxidos que, posteriormente, generan metabolitos reactivos como los
isoprostanos y el MDA. Sin embargo, la determinacidn de los niveles de isoprostanos resulta
una medida mas fiable como marcador del estrés oxidativo que el MDA, ya que se trata de un
compuesto mas especifico de dicho proceso y presenta una mayor estabilidad (Guha et al.,
2003; Janicka et al., 2010; Koek et al., 2011). A pesar de esto, el método aplicado en este
estudio para la determinacién del MDA en higado (HPLC con deteccién por UV) es un método
preciso, sensible y reproducible, lo que supone una mejora frente al método comunmente
utilizado para este andlisis: la técnica del acido tiobarbiturico (TBA), ya que se trata de una
técnica colorimétrica con escasa especificidad (Mateos et al., 2005). Por lo tanto, la presencia
de niveles elevados de ambos biomarcadores estaria reflejando un desequilibrio oxidativo en
los hepatocitos debido al exceso de lipidos acumulados tras el consumo de una dieta con alto

contenido en grasa y colesterol.

4.2.5. Andlisis de metabolitos hepaticos

Los cambios en los metabolitos del higado fueron analizados para detectar cambios en
el perfil metabdlico y determinar el efecto del tipo de dieta y el consumo de zumo de tomate
sobre el mismo. Se analizaron a la vez un total de 72 metabolitos hepaticos nitrogenados
(aminoacidos, nucledtidos, nucledsidos y vitaminas) que participan en numerosas rutas
metabdlicas. Con los primeros resultados se realizé una cribado de aquellos que mostraron
diferencias significativas segun la dieta y el consumo de zumo de tomate, seleccionando un

total de 40 metabolitos.

La Figura 4.8 representa el andlisis de componentes principales (PCA) de los

metabolitos relevantes tras la realizacion del test ANOVA con un valor de p<0.05. Los PCl y
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PC2 agrupan mas del 72% de la varianza total. La validacién cruzada permite comprobar el
poder predictivo del modelo generado usando el ratio Q%/R? como medida de la fiabilidad de
las predicciones. Este ratio fue de alrededor de 0.8 para ambos analisis, PC1 y PC2, sugiriendo
que el modelo generado era consistente y valido (datos no mostrados). Los resultados
representados en el PCA mostraron que la varianza principal se debia al tipo de dieta (N vs H),
con mas del 50% de la varianza total. Este hecho demuestra que la dieta hipercolesterolémica
dio lugar a un patrén metabdlico diferente, lo que concuerda con estudios realizados
previamente (Vinaixa et al., 2010; Xie et al., 2010). Por el contrario, el efecto del licopeno se
explicdo fundamentalmente por el PC2, y queda en un efecto de segundo orden, aunque se
observa que el efecto del licopeno es mdas manifiesto en el grupo de animales que ingirieron la
dieta H que en los que ingirieron la dieta N, separando claramente los grupos. Casi todos los
metabolitos relevantes estuvieron implicados en las variaciones del PC1 (Figura 4.9), lo que
sugiere que el cambio de la alimentacion alteré6 enormemente el patrén metabdlico global,
hecho que estuvo motivado por la aparicidn de la esteatosis inducida por la dieta alta en grasa.
El PC2 estaba principalmente determinado por los cambios en algunas moléculas que
intervienen en el metabolismo oxidativo (principalmente GSH, NADH y homocisteina), hecho
gue se asocia a la acumulacién del licopeno en el higado y a la capacidad antioxidante del
mismo. Sin embargo, varios mononucleétidos (CMP, GMP y UMP), algunos aminoacidos (lle,
Leu, CIT, GIn e His) y CoA también fueron importantes en la alteracion del PC2 (Figura 4.9).
Este hecho sugiere que el licopeno podria tener efecto en objetivos metabdlicos adicionales

gue no estuvieran directamente relacionados con su capacidad antioxidante.

Las concentraciones absolutas de los diferentes metabolitos expresadas en nmoles/g
se muestran en la Tabla 4.9. En general, el consumo conjunto de la dieta alta en grasa y el
zumo de tomate cambio el patrén metabdlico, al mostrar los animales con esteatosis inducida
gue habian consumido zumo, unos niveles de metabolitos mas proximos a los de los animales
gue tomaron una dieta estandar, es decir, los que tenian un metabolismo fisioldgico del
higado. Se observaron, por tanto, diferencias significativas entre los grupos de animales con la
dieta H para algunos de los metabolitos, asociado a la ingesta de licopeno. Por el contrario, los
animales que consumieron una dieta estandar no presentaron diferencias asociadas a la

administracion de zumo de tomate.
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Figura 4.8. Diagrama de Componentes Principales (PCA) para los cuatro
grupos experimentales distribuidos en el espacio de acuerdo a los
metabolitos hepdticos que han mostrado diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA, p<0.05). El PCA 1 clasifica a los individuos segun el
tipo de dieta (N o H) y el PCA 2 realiza la clasificacion atendiendo al consumo
de zumo de tomate o agua (L o A).
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Figura 4.9. Cargas obtenidas de los diferentes metabolitos en el PCA, lo que demuestra la influencia
de los metabolitos en el PC1y PC2.
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Estos resultados muestran que la ingesta de licopeno se relaciona con efectos
beneficiosos sobre la prevencidon de la NAFLD, debido a las propiedades antioxidantes que
posee (Moreira et al., 2005; Wang et al., 2010; Mordente et al., 2011). Sin embargo, esta
patologia es mas compleja que un simple estado de desequilibrio redox, ya que también esta
relacionada con cambios en el metabolismo energético y lipidico, y alteraciones de la
concentracion de aminodcidos (Byrne et al., 2009; Tessari et al., 2009; Fon Tacer y Rozman,
2011). Por tanto, el licopeno no ejerceria su efecto protector Unicamente en el sistema
antioxidante del higado, como han sugerido otros investigadores previamente (Bahcecioglu et
al., 2010), sino que también podria tener un efecto compensatorio en el metabolismo hepatico

cuando los animales son alimentados con una dieta alta en grasa.

Si observamos lo valores absolutos de los metabolitos analizados (Tabla 4.9), la
mayoria de ellos disminuyeron en los higados de los animales que fueron alimentados con una
dieta alta en grasa sin la presencia de zumo de tomate (comparacion NA/HA). Esta tendencia
se mantuvo en varios aminodcidos que presentaron diferencias estadisticamente significativas
en funcion de la dieta suministrada. La Unica excepcién fue la arginina, cuyos niveles se vieron
incrementados significativamente en los grupos de animales con esteatosis inducida (HA y HL).
Cuando el zumo de tomate se combiné con la dieta alta en grasa, los niveles de la mayoria de
los aminoacidos analizados se incrementaron, tendiendo al patrén metabdlico encontrado en
los animales alimentados con la dieta estdndar (comparacion HA/HL) e incluso, hay que
destacar, que la concentracion de Arg (P<0.001) disminuyé en el grupo HL hasta niveles mas
préoximos a los encontrados en los animales alimentados con la dieta estandar (Tabla 4.9).
Estudios previos han confirmado esta deplecién de aminodcidos en el higado tras la ingesta de
una dieta grasa (Xie et al., 2010; Garcia-Canaveras et al., 2011; Kim et al., 2011). El incremento
de Arg en los higados de los animales alimentados con dieta aterogénica podria estar asociado
con la disminucién de la lipogénesis, ya que este aminoacido regula el metabolismo lipidico,
modulando la expresion y funcién de las enzimas implicadas en los procesos de lipolisis,
lipogénesis y eliminacidon de oxidantes (Jobgen et al., 2009), por lo que la disminucion de la
concentracién de Arg en el grupo HL puede relacionarse con una mejora en el metabolismo
lipidico de los animales con esteatosis inducida. Un patrén similar se encontré en algunos

metabolitos implicados en el metabolismo lipidico, como L-carnitina, biotina y OPE (Tabla 4.9).

Las concentraciones de L-carnitina y CoA, metabolitos implicados en la B-oxidacidn,
disminuyeron en los higados de los animales de los grupos HA y HL, tal y como se ha descrito

en NAFLD, en modelos de rata y humano (Vinaixa et al., 2010; Kim et al., 2011). La disminucidn
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de los niveles de L-carnitina en el higado podria estar acompafiada de alteraciones en la
actividad mitocondrial, incluyendo unas tasas menores de la oxidacion completa de &acidos
grasos (Noland et al., 2009; Vinaixa et al., 2009). Por tanto, los altos niveles de L-carnitina en el
higado podrian considerarse un factor preventivo de la evolucion de NAFLD a NASH. Las
diferencias significativas encontradas en las concentraciones de L-carnitina en la comparacion
por parejas (NA/NLy HA/HL), mostrd que las ratas que tomaron zumo de tomate presentaron
unos niveles superiores que sus grupos control (p<0.012), lo que podria indicar un estado mas
saludable para mantener la actividad mitocondrial en lo que respecta a la f-oxidacién, y por

tanto, estaria protegiendo al higado graso de alcanzar un estado de inflamacidn o fibrosis.

De nuevo, un patrén similar se encontrd en algunos compuestos intermediarios redox,
tales como, hidroxiprolina, GSH, GSSG y taurina (Tabla 4.9). Hay que destacar que, incluso
aunque el ratio glutation fue casi dos veces mayor cuando los animales con NAFLD ingerian
zumo de tomate, sus niveles fueron 10 veces mayores cuando los animales fueron alimentados
con dieta estdndar (Tabla 4.9). Generalmente, se acepta que el estrés oxidativo esta
relacionado con el desarrollo de NAFLD a través de la ruta de trans-sulfuracion (Bravo et al.,
2011), y por tanto, no sorprende que los cuatro subproductos procedentes del metabolismo
de la metionina (homocisteina, GSH, GSSG y taurina) mostraran fuertes diferencias cuando se
proporcionaba una dieta aterogénica. La taurina y ambas formas del glutation se vieron
disminuidas en NAFLD, probablemente a causa de que las rutas SAMe y de trans-sulfuracidn
disminuyeron debido a las condiciones dietéticas. Ademas, aparte de la L-cisteina, el glutatidn
se forma a partir de dos aminodacidos, L-glutamato y glicina, los cuales también se vieron
disminuidos en las ratas alimentadas con dieta aterogénica, mostrando un incremento
significativo en el grupo HL comparado con el grupo HA. Estos resultados indican la presencia
de un dafio en la sintesis del glutation (Abdelmalek et al., 2009) en animales de los grupos HA'y
HL, que podria confirmarse por la brusca disminucidon de GSH (casi 60 veces en HA), mientras
que cuando se suministrd licopeno (grupo HL) los niveles fueron mas de 25 veces inferiores al
valor presente en la dieta estdndar. Ademas, en el grupo HL, los niveles de taurina vy
homocisteina recuperaron los valores establecidos en la dieta estandar, probablemente
debido a las propiedades antioxidantes del licopeno, que podria ser capaz de restaurar la
actividad de la ruta de trans-sulfuracién. Sin embargo, estos hallazgos no concuerdan con los
obtenidos por Bahcecioglu et al. (2010), quiénes observaron que no habia diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de glutation reducido entre las ratas
alimentadas con dieta alta en grasa y dieta normal y, en segundo lugar, que tras la

administracién de licopeno, los niveles de GSH en el higado no sélo no se recuperaron sino que
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se incrementaron superando incluso el valor obtenido en el grupo que consumié la dieta
estandar. Una posible explicacién para estas diferencias podria ser el método de cuantificacidn
de GSH empleado por estos autores, basado en la reaccion de GSH con DTNB. Obviamente,
esta reaccion no es especifica para GSH ya que, por ejemplo, la L-cisteina produce la misma
reaccion (Sedlak et al., 1968). Ademas, el método sin separacién se indicod en el proceso de
cuantificacidn, y por tanto, los resultados de los autores podrian estar relacionados con el total

de grupos sulfhidrilos no proteicos mas que con la concentracion especifica de GSH.

El ratio NAD/NADH también disminuyd en los animales alimentados con la dieta alta
en grasa (Tabla 4.10) lo que concuerda con estudio previos (Garcia-Canaveras et al., 2011; Kim
et al., 2011). Sin embargo, a diferencia de la concentracién de GSH, la administracion de zumo
de tomate restaurd el ratio NAD/NADH al valor de la dieta estandar, probablemente debido a
que la actividad antioxidante del licopeno podria paliar algunos de los efectos dafiinos de la
acumulacién de la grasa (Bahcecioglu et al., 2010). Otros antioxidantes dietéticos, como el
resveratrol, han mostrado un incremento similar del ratio NAD/NADH en un modo

dependiente de AMPK en animales alimentados con dieta alta en grasa (Um et al., 2010).

Tabla 4.10. Ratio redox en el higado de las ratas de los cuatro grupos
experimentales?

Ratio NA NL HA HL
NAD/NADH 15.1+3.0 22.0%4.1 3.9+0.7 17.8+5.2
Glutation red/ox 3.7+£0.6 29+0.5 0.1+0.0 0.2+0.0

!Datos expresados como media + SEM

En resumen, la ingesta de licopeno procedente del zumo de tomate y su acumulacion
en el higado parecen tener un efecto protector sobre la disminucidn del estado de NAFLD
inducido en las ratas por el consumo de una dieta alta en grasa y colesterol. Estos resultados
describen un efecto del licopeno procedente del zumo de tomate mas complejo, que va mas
alla de su actividad antioxidante. Asi, se observa una reduccion de la deplecidn de aminoacidos
(todos los aminodacidos recuperaron, al menos parcialmente, los niveles, asemejandose a los
encontrados en el higado de los animales alimentados con la dieta estandar), una recuperacion
del equilibrio redox en el higado (recuperacion del ratio NAD/NADH e intermediarios del

metabolismo de la metionina) asi como, un incremento de los niveles de L-carnitina.
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4.2.6. Expresion génica del metabolismo de acidos grasos

Para comprender los mecanismos que puede ejercer el licopeno sobre el metabolismo
lipidico del higado en NAFLD, el andlisis de metabolitos se completé con el estudio de la
expresion de genes relacionados con la lipogénesis. La cuantificacion relativa de ARNm de 84
genes claves implicados en rutas enzimaticas y en la regulacion del metabolismo de acidos
grasos se llevé a cabo por RT-gPCR. Se seleccionaron aquellos genes que presentaban un valor
de expresioén o fold change significativo (p<0.05) al menos dos veces menor o mayor, es decir,

subexpresados o sobreexpresados, en comparacion relativa al grupo NA (Tabla 4.11).

Si evaluamos el efecto del consumo de zumo de tomate en la expresidon génica de los
animales alimentados con la dieta estandar, es decir, en el grupo NL comparado con el grupo
NA, se observa una sobreexpresiéon de las proteinas Fabp3, implicada en el transporte
intracelular de acidos grasos, y Pecr, transportador que favorece la oxidaciéon de los
derivados de acil-CoA, activando las rutas de oxidacién de los acidos grasos. Estos resultados
demuestran que ante situaciones fisiolégicas la ingesta de licopeno mejora el transporte de
acidos grasos en el interior del hepatocito, incrementando la eficiencia de la B-oxidacion en
las mitocondrias, ya que estas proteinas estan involucradas en la transformacién de dienoil-
CoA a trans-enoil-CoA, lo que permite la continuacion de la B-oxidacién cuando los acidos
grasos no pueden ser hidrolizados por la acil-CoA deshidrogenasas debido a la presencia de

los dobles enlaces (Musso et al., 2009).

Para los animales con esteatosis inducida (grupos H), la combinacion de la dieta
aterogénica junto con la ingesta de zumo de tomate (HL) condujo a la sobreexpresion de los
niveles de ARNm de varias enzimas implicadas en diferentes pasos del metabolismo de acidos
grasos. En general, considerando aquellos genes con un cambio significativo (p<0.05), al menos
dos veces mayor, y teniendo en cuenta su funcién en el metabolismo de los acidos grasos, los
cambios observados se pueden clasificar en tres grupos: 1) genes de proteinas FATP del
transporte intracelular de acidos grasos (familia Fabp y Slc27al); 2) genes relacionados con
proteinas del proceso de hidrdlisis, tales como Lpl y Gdp2; y 3) genes implicados en la B-
oxidacion mitocondrial o peroxisomal de acidos grasos, tales como Cptlc, Acsm2, Acot8 y Pecr.
Ademas, el ARNm de Ppal, pirofosfatasa inorganica, y diferentes quinasas activadas por AMP
(Prka) fueron también sobreexpresadas, ya que estas proteinas actlan en un amplio rango de

rutas de sefalizacidn del metabolismo lipidico.



Capitulo 4. Resultados y Discusién | 125

En primer lugar, en los animales con esteatosis inducida que tomaron zumo de tomate
(HL) se observé un efecto significativo en las proteinas transportadoras Fabp3 and Slc27al. Sin
embargo, en las ratas del grupo HA se observd una sobreexpresion significativa de los valores
de Fabp2, gen identificado como posible candidato implicado en el desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2, sindrome metabdlico y obesidad (Liu et al., 2015). Los transportadores de la
familia Fabp son proteinas localizadas en el citosol que facilitan el transporte intracelular de
acidos grasos y otras moléculas lipofilicas desde el citosol a los receptores nucleares,
controlando la disponibilidad de ligandos que pueden regular la transcripcion de los genes
involucrados en determinados procesos metabdlicos e inflamatorios (Helledie et al., 2000;
Wolfrum et al., 2001 Tan et al., 2002). Aunque han sido identificadas nueve proteinas Fabps
diferentes segun el tejido en el que se encuentren localizadas (Musso et al., 2009), estas
proteinas se localizan, en general, en tejidos que intervienen en el metabolismo lipidico y no
solo se expresan en aquel tejido del que proceden originalmente, sino que se pueden expresar

en varios tejidos.

Los resultados esperados en este estudio habrian sido la sobreexpresion de las Fabp
especificas de higado (Fabpl o L-Fabp, siendo esta la mas abundante, y Fabp5 6 E-Fabp); sin
embargo observamos una sobreexpresion significativa de las Fabp, de intestino delgado (Fabp2
o I-Fabp), corazén y musculo esquelético (Fabp 3 6 H-Fabp). Estos resultados se justifican por
el hecho de que un tipo de Fabp se puede expresar en otros tejidos, aunque no sean los
especificos para ella y ademas, diferentes autores han observado en estudios realizados con
ratas que, en ayunas la expresion de la Fabp del higado esta disminuida (Iseki et al., 1990),
mientras que la del corazén se encuentra sobreexpresada (Carey et al, 1994), y estas
circunstancias coinciden con las del presente estudio, puesto que los animales se sometieron a
un ayuno previo al sacrifico. Sin embargo, es importante destacar las diferencias observadas
de acuerdo a la ingesta de zumo de tomate, las cuales podrian deberse a la acumulacién de
licopeno en el higado. El incremento de la expresion de la proteina Fabp2 en el grupo HA vy la
Fabp3 en el grupo HL, indica un aumento del transporte de lipidos hacia el interior de las
células lo que contribuiria a disminuir el contenido de acidos grasos plasmaticos, reduciendo la
dislipemia e incrementando la oxidacion de los acidos grasos (Auinger et al., 2010). Ademas, la
expresion de la FABP es regulada por hormonas como la insulina, por los mediadores de
inflamacién (TNFa y IL-1), y debido a su papel en la homeostasis de los acidos grasos del
higado, también estd regulada por los receptores activados por los proliferadores de
peroxisomas (PPAR-a or —y) (Doege et al., 2006; Anderson et al., 2013). El otro transportador

de membrana que estuvo Unicamente sobreexpresado en el grupo que tomo la dieta alta en
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grasa e ingiri6é a la vez el zumo de tomate (HL) fue el Slc27al (Miembro 1 de la familia 27
de transportadores de acidos grasos), por lo que la acumulacién de licopeno en el higado

parece favorecer el transporte de acidos grasos, aumentando el metabolismo lipidico.
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Tabla 4.11. Simbolo, titulo, valor de expresién o fold change y valores medios de Ct de
los genes que mostraron un valor de subexpresién o sobreexpresidn superior a 2 y un
valor de p<0.05 en las muestras de higado®.

Simbolo Nombre Fold-change
del Gen del Gen NA-HA NA-HL NA-NL Ct
Acad9 Acyl-CoA dehydrogenase family, member 9 2.46 _ _ 29.83+0.31
Acads Acyl-CoA dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain 3.42 _ _ 29.79+0.13
Acot8 Acyl-CoA thioesterase _ 4.53 _ 31.10+0.56
Acox2 Acyl-CoA oxidase 2, branched chain 2.45 _ _ 25.28 £ 0.45
Acsl5 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 2.33 _ _ 27.65+0.33
Acsm2 Acyl-CoA synthetase medium-chain family member 5.92 6.09 _ 31.62+0.22
2
Acsm4 Acyl-CoA synthetase medium-chain family member 2.78 _ _ 32.57+0.48
4
Cptic Carnitine palmitoyltransferase 1C _ 3.40 _ 33.10+0.19
Fabp2 Fatty acid binding protein 2 7.03 _ _ 31.29+0.30
Fabp3 Fatty acid binding protein 3 _ 2.49 3.51 32.54+0.18
Gdp2 Glycerol-3- phosphatase dehydrogenase 2 2.40 _ _ 31.20+0.18
lipe Hormone-sensitive lipase 2.39 _ _ 32.48 £0.52
Lpl Lipoprotein lipase _ 6.47 _ 30.89+0.25
Mcee Methylmalonyl CoA epimerase _ 13.45 _ 26.25+0.08
Ppal Inorganic pyrophosphatase 1 2.26 _ _ 28.24 + 0.37
Prkaal Protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic 2.83 _ _ 31.18+0.54
subunit

Prkab1 Protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic 2.17

33.83+0.78
subunit
Prkab2 Protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic _ 2.27 _
34.31+0.65
subunit
Prkaca Protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, alpha 2.54 2.11 _ 29.50+0.44
Prkach Protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, beta 2.09 2.00 _ 29.84 +0.26
Prkag1 Protein kinase, AMP-activated, gamma 1 non- 2.38 2.77 _
29.18 £ 0.37
catalytic subunit
Pecr Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase _ 2.44 2.08 24.71+0.44
Slc27a1 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), _ 2.00 _ 30.73+0.15

member 1

1El valor de expresion o fold change de cada gen de los grupos NL, HA y HL se calculé tomando como
referencia el valor 1 del grupo NA
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El segundo grupo de genes relacionados con el metabolismo de los acidos grasos que
aparecen sobreexpresados estarian relacionados con la hidrélisis de las grasas. Asi, los
animales con esteatosis inducida que recibieron zumo de tomate mostraron un incremento
en la expresién del ARNm de las proteinas relacionadas con la hidrélisis de los acidos grasos.
La proteina Lpl (Lipoproteina lipasa) es una triglicérido hidrolasa crucial para el catabolismo
de las VLDL y los quilomicrones y es expresada en el higado bajo determinadas condiciones,
a la vez que se incrementa como respuesta al aumento de TNFa en el higado (Fruchard et al.,
2006). Diferentes estudios han puesto de manifiesto la relacion inversa entre el contenido de
Lpl y la concentraciéon de TG plasmaticos (Wong et al., 2002; Augustus et al., 2003). En
nuestro estudio los animales del grupo HL mostraron una sobreexpresion de ARNm de la
proteina Lpl, hecho que estd acompanado de una disminucién plasmatica de los TG con
respecto al grupo HA (Tabla 4.5). Sin embargo, como en el presente estudio no se ha
determinado la concentracion de TNFa en el higado y no se observaron diferencias
significativas para este indicador de inflamacion, en plasma o en ambos tipos de tejido
adiposo analizado (Tabla 4.8), el incremento de la expresion de la Lpl podria estar asociado
con otros factores, como es la acumulaciéon de licopeno en el higado. En el grupo HA se
observa una sobreexpresion de la proteina HSL (lipasa sensible a hormonas) codificada por el
gen Lipe, lo que nos indicaria un incremento del metabolismo lipidico gracias a la hidrélisis de
una variedad de ésteres (Fernandez et al., 2011). Por el contrario, hay que destacar que el
ARNm de Gdp2 (Glicerol-3- fosfato deshidrogenasa 2), enzima que juega un papel importante
en la sintesis de TG (Lee et al., 2013) sdélo estuvo incrementada en el grupo HA, lo cual se

correlaciona con los valores de TG encontrados en el plasma de estos animales (Tabla 4.5).

El tercer grupo de genes que se vieron sobreexpresados estarian involucrados en los
procesos de B-oxidacién de los acidos grasos. Las mitocondrias y los peroxisomas son los
principales sitios de las células donde se Ileva a cabo la B-oxidacién de los acidos grados; sin
embargo hay otro tipo de oxidacién de estos compuestos, como la a- y w-oxidacidn, que
tiene lugar en los microsomas, y es catalizada por proteinas de la familia del citocromo P450
4A (Gyamfi et al., 2010). Cuando los &acidos grasos circulantes alcanzan el higado son
transportados al interior del citosol, donde miembros de la familia de las acil-CoA sintetasas
(Acs) producen los acil-CoA derivados que son transportados al interior de la mitocondria y
degradados por las acil-CoA deshidrogenasas (Acads). Ramirez-Torres et al., 2012, han
descrito que la sobreexpresion del mRNA de las Acad puede ser considerado un marcador de
esteatosis debido al papel relevante que tienen estas enzimas en el metabolismo lipidico, lo

gue pondria en evidencia la presencia de un mayor contenido de grasa en el interior de las
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células. Por lo tanto, la sobreexpresiéon de las Acad9, Acads, Acsl5, Acsm2 and Acsm4 en el
higado de las ratas el grupo HA, y la de Acsm2 en el grupo HL (Tabla 4.11) sugiere un
incremento del metabolismo lipidico asociado a la esteatosis, favoreciendo la incorporacién
de acidos grasos en el interior de la mitocondria; y particularmente, en el grupo de animales
gue tomaron zumo de tomate, se ve incrementada la oxidacién de los acidos grasos de
cadena larga, lo que estaria relacionado con el menor contenido de &cido y-linolénico
encontrado en el higado de estos (Tabla 4.6). Ademas, mientras que los acidos grasos de
cadena corta y media tienen la capacidad de atravesar la membrana de la mitocondria por un
proceso de difusidn, los acidos grasos de cadena larga requieren la participacion de un
transportador, la enzima Cptl (Carnitina palmitoiltransferasa 1C), la cual permite la unién de
los derivados acil-CoA a una molécula polar de carnitina, dando lugar a la formacién de
moléculas acil-carnitina que son transportadas hacia el interior de la mitocondria para ser
incorporados al proceso de B-oxidacion (Gyamfi et al., 2010). A pesar de que Kohjima et al.
2007, han descrito una disminucidn en la expresion de la Cptl en la esteatosis, este gen
estuvo sobreexpresado en el grupo HL, es decir, que el consumo de zumo de tomate y la
acumulacién de licopeno en el higado incrementa la expresion de esta enzima. Estos
hallazgos concuerdan, ademads, con los resultados descritos anteriormente para los
metabolitos hepaticos, ya que en este grupo de animales se observé un mayor contenido de
carnitina (Bernal et al., 2013), hecho que demuestra un mayor transporte de acidos grasos de
cadena larga hacia el interior de la mitocondria. Ademas, si comparamos la expresidn génica
entre los grupos HA y HL (datos no mostrados), el Unico gen sobreexpresado en el grupo HL
en comparaciéon con el grupo HA fue el Cptl, con una expresion relativa >2 y un nivel de
confianza del 90%. Estos resultados, junto con la regulacién del gen Mcee, sugiere un
incremento de la oxidacién de los acidos grasos a nivel mitocondrial, ya que la Mcee
(Metilmalonil-CoA epimerasa) participa en la oxidacién de los acil-CoA derivados, mejorando
el catabolismo lipidico. Otras enzimas activadas en los estados de esteatosis son aquellas que
intervienen en la oxidacidén extramitocondrial (Gyamfi et al., 2010; Kohjima et al., 2007),
como son las Acox2 (Acil-CoA oxidasa 2 de cadena ramificada) en el grupo HA, y Acot8 (Acil-
CoA tioesterasa) y Pecr (trans-2-enoil-CoA reductasa peroxisomal) en el grupo HL (Tabla
4.11). La enzima Acox2 estd involucrada en le degradacion de los acidos grasos de cadena
larga y facilita la oxidacidn mitocondrial. La Acot8 es responsable de la actividad tioesterasa
de los peroxisomas, mientras que la Pecr, tal y como se ha descrito anteriormente,
transforma el dienoil-CoA a trans-enoil-CoA, permitiendo la continuacion de la B-oxidacidn

en el interior de la mitocondria.
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Finalmente, otros genes que también mostraron un cambio relativo en la expresién
de forma significativa y superior a 2, fueron proteinas que participan en diferentes rutas de
sefializacion. La Ppal (fosfatasa inorganica) estuvo sobreexpresada en el grupo HA y su
actividad esta relacionada con la hidrdlisis del pirofosfato inorganico, un producto resultante
de numerosas reacciones metabdlicas, incluyendo el metabolismo lipidico, y cuyo
incremento puede producirse en determinadas alteraciones patoldgicas (Tomonaga et al.,
2007). También, las Prka (proteina quinasas) activadas por AMP acttdan en un amplio rango
de rutas de sefializacién del metabolismo lipidico y de la inflamacién (Bijland et al., 2013);
por lo tanto, era de esperar que sus niveles de ARNm estuvieran incrementados tanto en los

animales del grupo HA como en los del grupo HL, debido a la esteatosis inducida por la dieta.

Aunque los resultados obtenidos anteriormente han mostrado que no hay
diferencias significativas en la concentracién de los acidos grasos en el higado asociado a la
ingesta de zumo de tomate y a la acumulacién de licopeno en el higado, los resultados de
expresion génica demuestran que la presencia de este carotenoide en la dieta y en el higado
parece incrementar la actividad de las enzimas involucradas en la B-oxidacidn de los acidos
grasos de cadena larga en las mitocondrias y los peroxisomas en estado de esteatosis,
haciendo esta ruta metabdlica mas eficiente. Una posible explicacién del mecanismo de
actuacién del licopeno seria la activacion de factores de transcripcion nuclear PPARa
(receptor activado por proliferadores peroxisomales), que son activados por la grasa
presente en la dieta, aunque también se ha descrito que puede ser activado por el licopeno
(Palozza et al., 2011). Representando los datos obtenidos en la expresidén génica y viendo su
participacién en las diferentes rutas de sefalizacion podemos observar en las Figuras 4.10 y
4.11, cdmo algunos de los genes en los que hemos observado una sobreexpresion forman
parte de la ruta de sefializacion de los PPAR, lo que nos indica que el consumo de licopeno
puede activar esta ruta, al detectarse una mayor activacion de genes involucrados en el
metabolismo lipidico en el grupo HL que en el grupo HA. Estos resultados demuestran que el
tomate y los productos derivados pueden ser tenidos en cuenta en las estrategias dietéticas

del tratamiento de la esteatosis.
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Figura 4.10. Sobreexpresidén de genes involucrados en el metabolismo de los acidos grasos, en la ruta
de sefializacion de los PPAR, en las ratas con esteatosis inducida con la dieta alta en grasa.
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Figura 4.11. Sobreexpresidén de genes involucrados en el metabolismo de los acidos grasos, en la ruta
de sefalizacion de los PPAR, en las ratas con esteatosis inducida por la dieta alta en grasa y
alimentadas conjuntamente con zumo de tomate (grupo HL).
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4.2.7. Biomarcadores de origen peptidico

Resultados del andlisis estadistico

Los modelos para predecir simultdneamente los 4 tratamientos experimentales
durante las 4 semanas (un total de 16 grupos) fueron muy pobres en su capacidad predictiva.
El mejor modelo en este grupo fue el de 15 componentes (uno menos del maximo posible) y
50 péptidos (el limite superior arbitrario impuesto por disefio nuestro) con una tasa de error
media, de los 5 mejores modelos, del 77.8 %, es decir, casi un 80% de los animales
experimentales fueron atribuidos a un grupo al que no pertenecian. Sin embargo, cuando los
modelos se realizaron separando semana por semana, se obtuvieron menores tasas de error
en los modelos basados en 3 grupos (N, HA y HL), resultado de unir los grupos NA y NL, que en

los basados en 4 grupos (NA, NL, HAy HL) (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Tasa de error promedio de los cinco mejores modelos de
clasificacion basados en sPLS-DA para una clasificacion de 3 y 4
grupos, semana por semana

4 grupos 3 grupos
Semana 1 0.55 0.25
Semana 2 0.35 0.17
Semana 3 0.40 0.16
Semana 4 0.31 0.17

A partir de estos resultados preliminares, el trabajo de identificacién de biomarcadores
se realizé sobre la clasificaciéon en tres grupos semana por semana. La complejidad de los
mejores modelos medida como el nimero de componentes y el nimero de variables de estos

modelos varié considerablemente semana por semana, tal y como se muestra en la Tabla 4.13.



Capitulo 4. Resultados y Discusién | 133

Tabla 4.13. Componentes, variables y tasa de error de los
cinco mejores modelos de la clasificacién de tres grupos (N,
HA y HL) en las cuatro semanas de estudio.

Semana Componentes Variables Tasa de error
1 1 21 0.24
1 1 13 0.25
1 1 23 0.26
1 1 25 0.26
1 1 27 0.26
2 2 50 0.17
2 2 44 0.17
2 2 37 0.17
2 2 41 0.17
2 2 45 0.17
3 2 14 0.15
3 2 9 0.17
3 2 11 0.17
3 2 15 0.17
3 2 20 0.17
4 2 1 0.13
4 2 3 0.18
4 2 4 0.18
4 2 2 0.18
4 2 5 0.19

El nimero maximo de componentes necesario para distinguir los tres grupos es de dos.
Las semanas 2 a 4 constan de modelos de 2 componentes, mientras que en la semana 1 los
mejores modelos sélo tienen 1 componente. La mayor complejidad de los modelos en
términos del nimero de variables (péptidos) necesarias para segregar los grupos se da en la
semana 2, con entre 37 y 50 péptidos por modelo. La semana 1 tiene de 13 a 25 péptidos, la

semana3de9a20ylasemana4delabs (Tabla4.13).

El modelo para la semana 1 consta de un solo componente. Esto quiere decir que los
tres grupos son segregables a lo largo de un solo gradiente de perfil peptidico. En la Figura
4.12 se muestra el diagrama de caja de las coordenadas en el componente 1. Los animales con
dieta estandar (grupo N) se encuentran en el extremo positivo del gradiente, mientras que los
animales con dieta alta en grasa (HA y HL) se encuentran en la parte negativa. Sin embargo,
hay que destacar que los que ingieren zumo de tomate (HL) se encuentran en una posicidn

intermedia entre los de dieta normal y los dieta alta en grasa sin suplemento de zumo (HA).
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Figura 4.12. Representacion en un solo componente de
los tres grupos experimentales en la semana 1.

Un total de 27 péptidos aparecen en al menos uno de los 5 mejores modelos para la
semana 1, pero sélo 12 cumplen el criterio de seleccién (valor absoluto de carga 2 0.15). Los
péptidos con carga alta, es decir, los que tienen una correlacidn relativamente alta con el
gradiente que segrega los grupos experimentales, son muy constantes, tanto en presencia en
los cinco modelos como en la carga en cada modelo. Hay 8 péptidos con cargas superiores a
0.15 (positivo) lo que quiere decir que tienen niveles altos en los animales de dieta normal y 4
péptidos con cargas inferiores a -0.15 (negativa) (Tabla 4.14) y por tanto, tendran niveles
elevados sobre todo en los animales experimentales con dieta alta en grasa y sin suplemento

de zumo de tomate (HA) (Figura 4.12).

Las Tablas 4.14, 4.15 y 4.16 indican la seleccion de péptidos con carga igual o superior
a 0.15 hallada en al menos uno de los 5 mejores modelos (MM) a lo largo de las 4 semanas
analizadas. En las Figuras 4.13, 4.14 y 4.15 se muestra la evolucién de los gradientes que
segregan los grupos en funcién de sus perfiles peptidicos en las semanas 2 a 4. Si en la primera

semana un solo gradiente es suficiente para segregar los tres grupos con N y HA en un extremo
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y HL en una posicién intermedia (pero mds cercano a HA), en las siguientes semanas las
diferencias entre grupos se describen mejor con dos gradientes (componentes). En todos los
casos, el primer componente (abscisas, X) segrega los animales experimentales de dieta
normal de los de dieta alta en grasa y el segundo gradiente (ordenadas, Y) segrega los animales
experimentales de dieta alta en grasa y agua (HA) de aquellos que reciben la misma dieta y

zumo de tomate (HL).

Tabla 4.14. Seleccién de péptidos con carga igual o superior a 0.15 en al menos uno de los 5
mejores modelos (MM1-5) durante la semana 1

Semana Componente ID Péptido MM1 MM2 MM3 MM4 MM5
1 1 7035 0,41 0,48 0,41 0,39 0,38
1 1 10615 0,38 0,43 0,38 0,37 0,35
1 1 13476 0,34 0,37 0,34 0,33 0,32
1 1 13640 -0,34 -0,36 -0,34 -0,33 -0,32
1 1 17766 0,34 0,36 0,34 0,33 0,32
1 1 7744 -0,30 -0,30 -0,30 -0,29 -0,29
1 1 14576 0,25 0,22 0,25 0,25 0,25
1 1 13862 0,22 0,17 0,22 0,22 0,22
1 1 11124 -0,21 -0,15 -0,21 -0,21 -0,22
1 1 10647 -0,14 -0,05 -0,15 -0,16 -0,17
1 1 13451 0,13 0,02 0,13 0,14 0,15
1 1 11115 0,12 0,02 0,13 0,14 0,15

Respecto a la semana 2, la cantidad de péptidos se eleva bastante en comparacion con
el resto de semanas. Sin embargo, atendiendo al criterio de seleccion mencionado
anteriormente (carga igual o superior a 0.15), se hallaron un total de 29 péptidos distribuidos
entre los dos componentes (Tabla 4.15). En el componente 1 (que distingue entre dieta alta en
grasa y dieta estandar) se detectaron 3 péptidos con carga positiva y por tanto se encuentran
principalmente en los grupos HA y HL, y 11 con carga negativa, por lo que presentan niveles
mas elevados en el grupo N. En el componente 2, que distingue entre ingesta de zumo o de
agua, hay 8 péptidos con carga negativa y por tanto, con mayor abundancia en el grupo HLy 7
con carga positiva, por lo que presentaban niveles mas elevados en el grupo HA,

encontrandose el grupo N en una situacién intermedia entre ambos (Figura 4.13).

En la semana 3, se detectaron 18 péptidos segun el criterio de seleccion (Tabla 4.16),
repartidos equitativamente en los componentes 1 y 2. En el componente 1, 8 péptidos

presentan una carga positiva y por tanto, se hallan con mayor abundancia en el grupo HL



136 | Capitulo 4. Resultados y Discusidn

(Figura 4.14) y 1 péptido tiene carga negativa, por lo que se encuentra principalmente en el

grupo HA. El grupo N se encuentra en una situacion intermedia entre ambos.

Finalmente, en la semana 4 se seleccionan Unicamente 2 péptidos con una carga
superior a 0.15 (Tabla 4.16). En el componente 1 encontramos 1 péptido con carga negativa y
por tanto, sus niveles serdn mas elevados en el grupo N, y en el componente 2 encontramos

otro péptido con carga negativa por lo que, en este caso tendrd niveles mas elevados en el

grupo HL (Figura 4.15).

Tabla 4.15. Seleccion de péptidos con carga igual o superior a 0.15 en al menos uno de los 5
mejores modelos (MM1-5) durante la semana 2.

Semana Componentes ID Péptido MM1 MM2 MM3 MM4 MM5
2 1 10013 -0.365 -0.382 -0.396 -0.387 -0.378
2 1 13862 -0.349 -0.364 -0.377 -0.369 -0.361
2 1 14941 -0.313 -0.325 -0.335 -0.329 -0.323
2 1 8057 -0.287 -0.296 -0.303 -0.299 -0.294
2 1 24835 0.234 0.239 0.241 0.240 0.238
2 1 17689 -0.234 -0.239 -0.241 -0.240 -0.238
2 1 11667 -0.213 -0.216 -0.216 -0.216 -0.215
2 1 9863 -0.208 -0.210 -0.210 -0.210 -0.210
2 1 10377 -0.203 -0.204 -0.204 -0.204 -0.204
2 1 17855 0.181 0.180 0.178 0.180 0.181
2 1 9540 -0.177 -0.176 -0.174 -0.175 -0.176
2 1 12640 -0.171 -0.169 -0.166 -0.168 -0.170
2 1 13476 -0.168 -0.166 -0.163 -0.165 -0.167
2 1 14976 0.158 0.155 0.151 0.153 0.155
2 2 13429 -0.377 -0.380 -0.389 -0.389 -0.380
2 2 13543 -0.303 -0.309 -0.317 -0.316 -0.308
2 2 15097 0.269 0.278 0.287 0.284 0.276
2 2 7243 0.265 0.276 0.286 0.282 0.274
2 2 8984 -0.258 -0.257 -0.259 -0.260 -0.258
2 2 2712 -0.243 -0.242 -0.242 -0.244 -0.243
2 2 4970 0.239 0.247 0.253 0.251 0.245
2 2 9955 0.224 0.232 0.239 0.236 0.231
2 2 10240 -0.218 -0.213 -0.210 -0.212 -0.214
2 2 11153 0.214 0.225 0.233 0.229 0.223
2 2 10124 0.208 0.213 0.217 0.215 0.212
2 2 4768 -0.179 -0.177 -0.174 -0.175 -0.177
2 2 20632 -0.165 -0.154 -0.143 -0.148 -0.156
2 2 15844 0.161 0.167 0.168 0.166 0.166
2 2 4524 -0.153 -0.142 -0.132 -0.137 -0.144
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Tabla 4.16. Seleccién de péptidos con carga igual o superior a 0.15 en al menos uno de los 5
mejores modelos (MM1-5) durante las semanas 3y 4

Semana Componentes ID Péptido MMm1 MM2 MM3 MM4 MM5
3 1 13476 0.469 0.676 0.660 0.452 0.385
3 1 14544 -0.348 -0.386 -0.386 -0.343 -0.315
3 1 10648 0.318 0.312 0.316 0.315 0.297
3 1 8116 0.316 0.308 0.313 0.314 0.296
3 1 13451 0.307 0.286 0.292 0.305 0.291
3 1 17002 0.302 0.275 0.282 0.301 0.288
3 1 14576 0.269 0.196 0.207 0.271 0.269
3 1 16532 0.211 0.056 0.075 0.218 0.235
3 1 17766 0.206 0.044 0.064 0.214 0.232
3 2 13970 0.522 0.571 0.538 0.518 0.498
3 2 19332 0.516 0.567 0.534 0.512 0.492
3 2 4486 0.491 0.540 0.512 0.488 0.469
3 2 8197 -0.247 -0.186 -0.234 -0.250 -0.257
3 2 5870 0.209 0.125 0.188 0.212 0.225
3 2 21145 0.179 0.077 0.152 0.183 0.201
3 2 18962 0.152 0.044 0.125 0.156 0.176
3 2 17050 0.151 0.042 0.124 0.155 0.174
3 2 5198 0.137 0.027 0.110 0.142 0.163
4 1 6975 -1.000 -0.919 -0.879 -0.926 -0.852
4 2 11644 -1.000 -0.942 -0.878 -0.958 -0.855

Los resultados en el perfil peptidico muestran que hay una interesante evolucién a lo
largo de las semanas 2 a 4. El grupo HA siempre es el mas compacto, con menos variabilidad
interna; en cambio los grupos N y HL se van haciendo progresivamente mas variables
internamente como muestra claramente la elongacion de sus respectivas elipses del intervalo
de confianza al 95% del centroide del grupo. Esta elongacién se produce sobre todo a lo largo
del Componente 1 para el grupo N y del Componente 2 para el grupo HL (Figuras 4.13, 4.14 y
4.15).
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Figura 4.13. Evolucion de los gradientes que separan a los grupos
N, HA y HL en funcidn de su perfiles peptidicos en la semana 2
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Figura 4.14. Evolucion de los gradientes que separan a los grupos
N, HA y HL en funcidn de su perfiles peptidicos en la semana 3.
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Figura 4.15. Evolucion de los gradientes que separan a los grupos N,
HA y HL en funcidn de su perfiles peptidicos en la semana 4.
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Resultados seleccion de biomarcadores de origen peptidico

Las muestras de orina analizadas para el estudio de biomarcadores de origen peptidico
se recogieron semanalmente desde el inicio del tratamiento hasta el final, obteniendo datos
de un total de 4 semanas. Tras el analisis estadistico de los datos mediante la técnica sPLS-DA
(sparse partial least squares-discriminant analysis) se observé que los grupos NA y NL
presentaban un perfil peptidico muy similar (Figura 4.17), es decir, que este método no predijo
la clasificacion de los individuos como pertenecientes a dos grupos diferentes con
tratamientos diferentes sino que lo hacia como parte del mismo grupo. Por este motivo, las
muestras de los grupos NA y NL fueron tratadas como un unico grupo (N). Por tanto, el
tratamiento estadistico fue realizado comparando Unicamente entre tres grupos: N, HA y HL.
La Figura 4.18 muestra la evolucidn de los perfiles peptidicos de los tres grupos (N, HAy HL) a
lo largo del periodo de estudio. En esta figura se puede observar como el perfil peptidico del
grupo HL presenta cierto parecido al del grupo control, por lo que dichos resultados sugieren
que la ingesta de zumo de tomate podria influir en los mecanismos fisiopatoldgicos de la
NAFLD en estos animales, aproximandose hacia un estado mas similar al del grupo control.
Esta tendencia también se observa cuando se analiza el gradiente de los tres grupos de estudio
(N, HA y HL) en un solo componente (Figura 4.16), especialmente de la semana 1 a la semana

3.

La técnica sPLS-DA, la cual permite una adecuada seleccion de las variables/péptidos
(Lé Cao et al., 2011), se llevd a cabo comparando los tres grupos dentro de cada semana, ya
que estos modelos producian una tasa de error menor. De los 800 péptidos obtenidos
inicialmente tras el analisis de las muestras, Unicamente 61 péptidos cumplieron con los
criterios establecidos en la seccion de métodos para ser considerados interesantes como
biomarcadores (Tabla 4.17), es decir, predicen mejor la pertenencia de los individuos a un
grupo u otro. Ademas, estos péptidos seleccionados también cumplen el criterio de frecuencia
empleado como criterio de seleccidn, es decir, al menos uno de los grupos de estudio presentd

ese péptido en un 30% de las muestras (Mullen et al., 2011).

La Tabla 4.17 muestra los 61 péptidos seleccionados a lo largo de las 4 semanas
analizadas, los cuales van cambiando durante ese periodo y algunos de ellos pueden hallarse
en mas de una semana. De hecho, ese fue el caso de 5 péptidos: 13451 (semanas 1y 3), 13476
(semanas 1, 2y 3), 13862 (semanas 1y 2), 14576 (semanas 1y 3) y 17766 (semanas 1y 3). De

este modo, realmente habria un total de 55 péptidos diferentes. En dicha tabla se pueden



Capitulo 4. Resultados y Discusién | 141

encontrar los valores de abundancia relativa media del péptido en cada uno de los grupos, asi
como la frecuencia y el nombre de la proteina a la que pertenece. También aparece reflejado
el fold change de los grupos HA y HL, es decir, las veces que cambian los valores de abundancia
relativa media de estos grupos, tanto por encima como por debajo (valores positivos y

negativos, respectivamente) con respecto al grupo N.
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Figura 4.16. Representacion del gradiente de los grupos N, HAy HL a lo largo de las 4
semanas en un solo componente.
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nANEEES \ NLWEEK 3

NA WEEK 4 NL WEEK 4

Figura 4.17. Datos del perfil proteémico de las muestras de
orina procedentes de los grupos NA y NL a lo largo del periodo
de estudio. En el eje X se representa el tiempo de migracion
CE (min), el eje Y muestra la masa molecular (KDa) a escala
logaritmica y el eje Z representa la media de la sefial de
intensidad del péptido.
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Prestando mayor atencién a estos 5 péptidos que se manifiestan de forma repetida,
principalmente entre las semanas 1y 3, observamos de forma particular que: 1) En el caso del
péptido 13451, este es capaz de diferenciar con claridad el grupo N del grupo HA, quedando el
grupo HL en una posicidn intermedia. Esta situacion se mantiene de forma aln mas clara en la
semana 3. 2) El péptido 13476 también presenta un comportamiento interesante, ya que en
las semanas 1y 2 es capaz de diferenciar claramente el grupo de dieta estandar (N) con los
grupos de dieta alta en grasa y colesterol (H). Sin embargo, en la semana 2 se observa un
aumento de los niveles del grupo HL, quedando este mas alejado del grupo HA y situandose en
direccion al grupo N. 3) Con respecto al péptido 13862, se observa que en la primera semana
clasifica bastante bien a los tres grupos (N, HA y HL) y en la segunda semana cambia y sus
niveles se igualan en los grupos HA y HL, diferenciando muy bien entre los dos tipos de dieta.
4) El péptido 14576 se comporta de forma similar a los dos primeros. Durante la primera
semana diferencia con claridad entre dietas (N y H) y en la tercera semana se observa un ligero
aumento de los niveles en HL, dirigiéndose a la situacién del grupo N. 5) Finalmente el péptido
17766, de nuevo, clasifica muy bien los grupos por dieta en la semana 1 y sin embargo, en la

semana 3, se observa un cambio en los niveles de HL, aumentando en direccién al grupo N.

La mayoria de los 61 péptidos discriminativos diferencian con claridad entre los grupos
con dieta estandar (N) y los grupos con dieta alta en grasa y colesterol (H), como se puede
observar en los valores de fold change de la Tabla 4.17, por lo que la alteracién en los niveles
de dichos péptidos estaria sugiriendo una relacidn con el estado patolédgico de los animales
que tomaron dieta alta en grasa. Aunque son necesarios mas estudios para poder crear un
panel de biomarcadores especificos de la enfermedad del higado graso, este estudio podria

aportar informacion interesante como inicio para la creacién de dicho panel.

Sin embargo, en algunos de los péptidos se observé un fuerte aumento o disminucién
con respecto al grupo N, quedando el grupo HL en una situacién mds préxima a la hallada en el
grupo control. Este es el caso de los péptidos pertenecientes a las proteinas apolipoproteina A-
IV (péptido 13451), cadena de coldgeno alpha-1 (ll), precursor de la cadena de fibrindgeno
alpha, precursor extracelular de superdxido dismutasa (Cu-Zn), proteina rica en prolina,

uromodulina, transquetolasa y la cadena de L-lactato deshidrogenasa B.

La apolipoproteina A-IV, cuyos niveles se encuentran disminuidos en los grupos H pero
especialmente en el grupo HA, se secreta en el intestino delgado en respuesta a la absorcion

de grasa y esta implicada en la homeostasis de la glucosa, transporte reverso del colesterol y
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transporte de lipidos a través de los quilomicrones y lipoproteinas HDL. Ademas, posee
importantes propiedades anti-oxidativas y anti-inflamatorias. Todo ello, ha supuesto que sus
niveles circulatorios sean considerados un objetivo en el diagndstico y tratamiento de la
enfermedad cardiovascular, asi como de diabetes y desdrdenes relacionados con la obesidad
(Wang et al., 2015). Esto explicaria porque los niveles hallados en los grupos H estan
disminuidos con respecto al grupo de dieta estandar (N), ya que esta apolipoproteina forma
parte, principalmente, de las lipoproteinas HDL, encontrandose esta fraccion de colesterol
disminuida en estos grupos. Sin embargo, en el grupo HL estos niveles son superiores tras el
consumo de zumo de tomate, lo que se relaciona con cambios en el metabolismo del
colesterol asociado a la acumulacién del licopeno, ya que a medida que transcurren las

semanas los niveles de esta apolipoproteina aumentan ligeramente en el grupo HL.

La uromodulina ha sido validada como biomarcador de hipertensién y dafio renal,
hallandose niveles mds elevados en pacientes con hipertensién en comparacién con individuos
sanos (Matafora et al., 2014). En los grupos H pero especialmente en el grupo HA se observd
una mayor abundancia relativa de uromodulina, ya que la dieta alta en grasa estd asociada con

alteraciones en la tensidn arterial (Verwaerde et al., 1999).

Por otra parte, la enzima transquetolasa, cuya abundancia se hallé6 muy disminuida en
los grupos H pero sobre todo en HA, participa en numerosas rutas metabdlicas a nivel celular,
como la ruta de las pentosas fosfato. Su actividad se va visto alterada en diversas patologias,
como la diabetes. De hecho, esta enzima desempefia una importante funcién en la prevencion
del dafio vascular por hiperglucemia producida principalmente por dafio de la funcidn
mitocondrial debido a la presencia de especies reactivas de oxigeno (Hammes et al., 2003).
Ademads, Boren et al. (2006) demostraron que la actividad de esta enzima también esta
presente en los peroxisomas de las células parenquimales del higado, por lo que un dafo

hepatico podria repercutir en la actividad de dicha enzima.

Las proteinas ricas en prolina (proline-rich protein o PRPs) son un grupo heterogéneo
de proteinas con importantes funciones bioldgicas, como la expresién de propiedades
inmunomoduladoras y antioxidantes, en modificaciones secundarias de moléculas de colageno
y en la modulacidon de interacciones proteina-proteina, por lo que desempefian un papel
crucial en las rutas de transduccién de sefalizacion celular (Vitali et al., 2015). Su aumento,
especialmente hallado en el grupo HA, podria deberse a la alteracidn del sistema redox, como

se puede observar en la Tabla 4.10. Lo mismo ocurre con el precursor extracelular de
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superdxido dismutasa Cu-Zn, ya que esta enzima cataliza la conversion de moléculas
oxidativas, como el dxido nitrico y el anidn superdxido y por tanto, previenen del dafio
endotelial y disfuncién mitocondrial, alteraciones que participan en el proceso de patogénesis

de las enfermedades cardiovasculares (Fukai et al., 2011).

En lo que respecta a la cadena de colageno alpha-1 (1) y al precursor de la cadena de
fibrinégeno alpha, ambos han sido validados como biomarcadores de enfermedad
cardiovascular y diabetes (Siwy et al., 2012; Zhang et al., 2015). Concretamente, estos péptidos
se hallaron en mayor abundancia en el grupo HA con respecto a los grupos N y HL, lo que
podria estar relacionado con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular en este grupo con

esteatosis.

Con respecto a la cadena B de L-lactato deshidrogenasa, esta enzima se encuentra
presente en las mitocondrias, por lo que un dafo en dicho orgdnulo podria suponer su
disminucidn, lo que explicaria los bajos niveles observados en el grupo HA (Brooks et al., 1999),
y a su vez podria sugerir un efecto protector del consumo de zumo de tomate, al hallarse unos

valores de HL en una situacion intermedia entre el grupo HA y el grupo control.

Al igual que ocurre en la apolipoproteina A-IV, en el resto de biomarcadores
aumentados especialmente en HA, se observa un cambio con respecto al grupo HL, que en
algunos casos estd mas aumentado y en otros mds disminuido, quedando este en una
situacién intermedia entre los grupos N y HA, por lo que la ingesta de zumo de tomate puede
estar suponiendo una mejora en la situacién patoldgica de los animales que ingirieron dieta

alta en grasa.

Por otro lado, es interesante observar que el nimero de biomarcadores peptidicos se
encuentra muy disminuido en la semana 4 con respecto al resto de semanas, lo que podria
estar indicando que a nivel biolégico se puede estar produciendo una adaptacidon del
organismo a la situacién patoldgica, observandose por ello, los principales cambios al inicio del
estudio, cuando se estan generando la mayor parte de alteraciones fisioldgicas debidas al

consumo de una dieta elevada en grasa y colesterol.
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Resultados de la relacion biomarcadores-enfermedad cardiovascular

Los péptidos seleccionados con mayor poder discriminante fueron introducidos en la
base de datos (Mosaiques diagnostics and therapeutics. AG, Hannover, Alemania) que
contiene un perfil completo del proteoma humano presente en la orina. Esta base de datos es
actualizada continuamente gracias a la participacion de grupos de investigacién de todo el
mundo. Sin embargo, aln no se ha descrito un perfil de biomarcadores peptidicos en lo que
respecta a la esteatosis hepatica. Por este motivo, los péptidos seleccionados procedentes de
las muestras de orina de las ratas del presente estudio fueron comparados con el perfil
proteémico establecido en los individuos que presentan enfermedad cardiovascular (EC),
puesto que la esteatosis hepatica estd estrechamente relacionada con el sindrome metabdlico
y este a su vez con la enfermedad cardiovascular (Hamaguchi et al., 2007; Byrne et al., 2009;

Fon Tacer y Rozman, 2011).

El proteoma urinario empleado para realizar la comparacién con los resultados
obtenidos a partir de la orina de rata, estd basado en el perfil peptiddmico de humanos que
han sufrido esta patologia (EC). Sin embargo, tal y como demostraron Siwy et al. (2012) tras la
evaluacion del perfil peptidémico a partir de las muestras de orina de ratas Zucker obesas y
diabéticas, los biomarcadores del modelo de rata mostraron una importante similitud con el
proteoma humano de enfermedad cardiovascular. Por tanto, el modelo de rata podria ser un
interesante modelo experimental para investigar el dafo por EC relacionado con el sindrome

metabdlico.

Los péptidos con mayor poder discriminante fueron comparados con los incluidos en la
base de datos de enfermedad cardiovascular, hallandose tres relaciones positivas: el péptido
Collagen alpha-1(ll) chain (ID: 9863) en la semana 2, el péptido Collagen alpha-1(l) chain
precursor en la semana 3 (ID: 10648) y el péptido Collagen alpha-1(l) chain en la semana 4 (ID:
6975). El péptido 9863 presentd mayor poder discriminante en la semana 2, cuyos valores de
fold change en HA y HL fueron de -1.17 y -2.94, respectivamente. A pesar de que la diferencia
de fold change fue menor en el grupo HA, si se observa el dato de frecuencia habria que tener
en cuenta que este péptido estuvo presente Unicamente en un 20% de los animales, a
diferencia del grupo HL, que estuvo en un 80%. El péptido 10648 presentd un valor muy bajo
en el grupo HA y nulo en el grupo HL con respecto al grupo control con valores de fold change
de -7.75 y na, respectivamente. Al igual que ocurre con el péptido anterior, en el péptido

10648 la frecuencia es muy baja en el grupo HA (17%), por lo que en ambos grupos la
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abundancia de dicho péptido se podria considerar practicamente nula en ambos grupos H. Por
ultimo, respecto al péptido 6975 se observd una reduccién muy similar de la abundancia
relativa en los grupos H en comparacién con el valor presente en el grupo N, tal y como
reflejan los datos de fold change (-1.84 y -1.86 en HA y HL, respectivamente). Ademas, la
frecuencia fue del 100% en los tres grupos, por lo que la significacién de los resultados
adquiere mayor relevancia (Tabla 4.17). La presencia de fragmentos de coldgeno esta asociada
con alteraciones de la matriz generada en los vasos sanguineos como consecuencia de un dafio

endotelial (Pasterkamp et al., 2000; Delles et al., 2010; Mullen et al., 2011).

Sin embargo, al estar comparando péptidos identificados en humanos con los
resultados obtenidos en un ensayo con un modelo animal, es posible que no existan
coincidencias en los péptidos mas significativos. A pesar de que el estudio realizado por Siwy et
al. (2012) demostrdé una buena relacidn entre el perfil peptidico de rata y de humano en el
caso de la enfermedad cardiovascular, es posible que al tratarse de un modelo de rata

diferente, no se obtengan los mismos resultados.
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5. CONCLUSIONES

Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral nos han llevado a las siguientes

conclusiones globales:

1. El consumo de zumo de tomate en animales normocolesterolémicos, aunque no se
asocia con una reduccion de las concentraciones plasmaticas de colesterol total ni de
triglicéridos, incrementd significativamente la concentracidon plasmatica de colesterol
HDL, mejorando el indice aterogénico. Ademds, se observé una disminucion
significativa en la actividad de la enzima HMGCoA-R hepatica, estando determinada
por la cantidad de licopeno ingerida. Estos resultados sugieren un posible efecto
hipocolesterolémico asociado al consumo de zumo de tomate y a la acumulacién de

licopeno en el higado.

2. En los animales normocolesterolémicos, tras el consumo de zumo de tomate,
Unicamente se observé un cambio significativo en la concentracion de acido butirico
en las heces, que estuvo relacionada con el tipo de tratamiento tecnoldgico aplicado al
zumo y su contenido en licopeno. Hay que destacar que no se observaron cambios en

la cantidad de acido propidnico detectada en las heces.

3. Ellicopeno del zumo de tomate se acumulé en el higado y su biodisponibilidad estuvo
determinada por la cantidad de grasa en la dieta, al presentar el grupo de ratas

alimentadas con dieta alta en grasa una mayor concentracion de licopeno total.

4. En los animales con esteatosis inducida a partir de la dieta, el consumo del zumo de
tomate redujo las concentraciones plasmaticas de triglicéridos e incrementd las
concentraciones de colesterol HDL, mostrando una tendencia hacia un perfil lipidico

mas fisioldgico.

5. El consumo de zumo de tomate y la acumulacién de licopeno en el higado mitigan la
deplecion de aminodacidos, detectada en los metabolitos hepaticos, asociada al
consumo de la dieta alta en grasa. Este comportamiento conduce a que el patrén

metabdlico en los animales con esteatosis, que fueron suplementados con el zumo de



154 | Capitulo 5. Conclusiones

10.

tomate, se asemeje al que mostraron los animales con un metabolismo hepatico

fisioldgico.

Hay que destacar los resultados de dos aminoacidos, por su funcién relevante en el
metabolismo lipidico, tras el consumo de zumo de tomate en los animales con
esteatosis. La arginina, que disminuyd significativamente, y la carnitina, que se
incrementd significativamente. Esto nos indica que el zumo de tomate regula el

metabolismo lipidico a través de la lipolisis, la lipogénesis y la B-oxidacién.

El consumo de zumo de tomate y la acumulacién de licopeno en higado incrementaron
la expresion génica de proteinas relacionadas con el transporte de lipidos, con la
lipolisis, y con la B-oxidacién mitocondrial y peroxisomal, regulando el metabolismo

lipidico.

El grado de esteatosis de los animales alimentados con dieta alta en grasa no se
relacioné con cambios en las citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6). Aunque el
consumo de dieta grasa estuvo relacionado con cambios en los biomarcadores de
estrés oxidativo (MDA e isoprostanos), el consumo de zumo de tomate disminuyd
significativamente la concentraciéon urinaria de isoprostanos y la relacién entre
GSH/GSSG y entre NAD/NADH en el higado, mejorando el estado redox asociado a la

esteatosis inducida.

Los resultados obtenidos en el analisis de biomarcadores peptidicos sugieren que el
consumo de zumo de tomate, en ratas con esteatosis inducida, modifica ligeramente
el perfil peptidico urinario, dirigiéndolo hacia un nivel mas préximo al de las ratas

alimentadas con dieta estandar.

Estos resultados sugieren que el consumo de zumo de tomate o productos derivados
que proporcionen licopeno a la dieta, tendrian que ser considerados dentro de las
estrategias dietéticas dirigidas al tratamiento de la esteatosis hepatica. Sin embargo,
es necesario llevar a cabo mas estudios que permitan conocer y determinar los
mecanismos de actuacidn del licopeno en el metabolismo lipidico en la enfermedad de
higado graso no alcohdlica y a su vez, que contribuyan al desarrollo de un panel
especifico de biomarcadores de origen peptidico de esta enfermedad hepatica, que

permita su prevencién y diagnédstico precoz.
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SUMMARY

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common liver disorder in Western
countries with a high prevalence; in fact, almost one-quarter of the general population is
affected by this pathology. NAFLD used to be an adult disease but, currently, the prevalence is
increasing in obese children and adolescents, since obesity is becoming in a severe healthy
issue due to the increasing prevalence noted over the last three decades. NAFLD covers a
spectrum ranging from hepatic steatosis to steatohepatitis (NASH), fibrosis and cirrhosis.
Obesity, type 2 diabetes, dyslipidaemia and hypertension are most important risk factors, since
NAFLD is considered the hepatic manifestation of metabolic syndrome. The hallmark of NAFLD
is hepatic lipid accumulation, mainly triglycerides, in the absence of significant ethanol
consumption. Although significant progress in understanding the pathogenesis of NAFLD has
been achieved in years, the mechanisms leading to liver steatosis and further progress to

NASH still remain unclear (Wei et al., 2008; Musso et al., 2009)

Two steps or hits have been proposed for the pathophysiology of NAFLD and NASH:
the first hit is owing to the triglycerides accumulation as consequence of insulin resistance. The
second hit includes oxidative stress, lipid peroxidation, increased cytokine production and

inflammation, resulting in NASH (Tessari et al., 2009).

Furthermore, abnormalities in lipid and lipoprotein metabolism accompanied by
chronic inflammation are considered an important risk to development of cardiovascular
disease (CVD). In fact, the current evidence raises the possibility that NADLD may be not only a
marker but also an early mediator of atherosclerosis (Targher et al., 2007; Fon Tacer y Rozman

etal., 2011).

Dietary factors may modulate liver steatosis. Indeed, lifestyle modification including
diet and exercise are crucial to achieve significant improvements. In this regard, several studies
have been carried out to ascertain the beneficial effects of different dietary compounds in
NAFLD (Oliveira et al., 2012; Sharma et al., 2012), and the Mediterranean diet has been
suggested as the dietary strategy for this disease due to the high consumption of plant-based
foods and low intake of total and saturated fats and refined sugars (Ryan et al., 2013). In
addition to low dietary fat and caloric restriction, vegetables and fruits provide a wide range of

bioactive compounds with antioxidant properties that can contribute to the treatment of
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NAFLD. Tomatoes are a dietary source of natural antioxidants such as vitamins C and E,
phenolic compounds and carotenoids, especially, lycopene (Jacob et al., 2008). Previous
studies have shown the consumption of tomatoes and tomato products strengthened the
antioxidant system and inhibited lipid peroxidation in humans (Visioli et al., 2003). Moreover,
lycopene has displayed to have a preventive effect on the development of NASH induced by a
high fat diet in animal models, as well as, an inhibitory effect of lipid peroxidation in the liver
tissues of rats after oral lycopene administration (Bahcecioglu et al., 2010). On the other hand,
scientific evidence has suggested the role of lycopene as antioxidant agent in the prevention of
CVD in relation to the effect of this carotenoid in lipoprotein metabolism, decreasing total
cholesterol (Jacob et al., 2008; Hsu et al., 2008), and content and oxidation of LDL-cholesterol

(Hsu et al., 2008; Jacob et al., 2009; Garcia-Alonso et al., 2012).

On this basis, the main objective of the present Doctoral Thesis was to evaluate the
effect of tomato juice on liver lipid metabolism in order to elucidate the possible mechanisms
of action of tomato lycopene in vivo, using a Sprague Dawley rat model. For that, we carried
out 2 experiments involving the intake of tomato juice; firstly with rats fed a standard rodent
diet and secondly with rats with diet-induced hepatic steatosis (high-fat and high cholesterol

diet).

Study 1. Effect of tomato juice intake in normocholesterolemic rats

Materials and Methods

7

+» Experimental design

In this study, 24 male Sprague Dawley rats (12 week-old) weighing approximately 400
g, were randomly divided into three groups (n=8) fed to standard diet for rodents and different
drink as follows: control group (tap water as drink), group 1 (commercial tomato juice with a
low content of lycopene) and group 2 (commercial tomato juice with a high content of
lycopene). Rats were placed individually in metabolic cages and they had free access to feed
and drink ad libitum. Rats were maintained under controlled temperature (222C), air humidity
(55%) and 12-h light-dark cycle conditions. Animals were weighed before starting the
experiment and at the end. The amount of food and drink consumed was recorded daily, as
well as, the urine and faeces excreted. After three weeks, rats were sacrificed and blood and

liver samples were collected. Plasma was drawn by centrifugation (3000 g, 10 min 49C).
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Furthermore, faeces samples were collected at the beginning and at the end of the
experimental period. All samples were immediately store at -80 2C. The study was carried out
under appropriate guidelines and approved by the Bioethics Committee of the University of

Murcia (Figure 3.1, Chapter 3).
+¢ Analytical methods

In study 1, biochemical lipid parameters were analyzed in plasma, cholesterol and
HMGCoA-R activity was determined in livers, short chain fatty acids (SCFA) were ascertained in
faeces and the lycopene content accumulated in liver and excreted in faeces was analyzed.
Lycopene intake mean value along the intervention study was estimated in groups 1 and 2, and

the apparent absorption of lycopene was calculated in both groups.

Results and discussion

The daily intake of lycopene was 0.48 and 3.59 mg/day in group 1 and 2 respectively
and the apparent absorption in both experimental groups was very high with final values of
94.37% and 93.59%, respectively, exhibiting similar values in both groups (Table 4.2, Chapter
4). The ingested lycopene was storage in liver, since it is the first organ to receive nutrients
after their absorption from the gut (Zhao et al., 1998; Boileau et al., 2002) and it was expected,
the content was significantly higher in group 2 than in group 1, (2.03 and 0.84 pug/g,
respectively) ought to the differences in the amount of lycopene intake daily. These results
showed a positive relationship with the amount of tomato juice ingested and with the amount

of and lycopene (2.7 mg/100g in group 1 and 12 mg/100g in group 2) in the juices.

Regarding the biochemical parameters of plasma (Table 4.3, Chapter 4), no significant
differences were found in triglycerides, total cholesterol or VLDL-c. However, significant
differences were observed between initial and final values of LDL-c, being these concentration
higher at the end of the study, but not when values were comparing between three groups.
HDL-c concentration showed significant differences between groups, with higher levels in
groups 1 and 2.The consumption of tomato juice did not exert a cholesterol-lowering effect in
the different fractions. However, the increase of HDL cholesterol led to a significant differences

in the atherogenic index, showing lesser values in groups 1 and 2.

The activity of the HMGCoA-R was measured as ratio HMG/mevalonate (Figure 4.1,

Chapter 4), and whereas in control group and group 1 did not shown significant differences,
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group 2 showed a significant reduction of the activity of this enzyme, showing a higher value
for this ratio. This finding was related to the amount of lycopene ingested, and hence, with the

accumulation of lycopene in the liver.

Despite cholesterol levels in liver were very similar in three groups (Figure 4.2, Chapter
4), an inhibitory effect of the activity of HMGCoA-R in liver was showed in group 2. Recently,
our research group has reported that lycopene may inhibit the activity of the HMGCoA-R, since
this carotenoid may interact with the active site of the enzyme to form a complex similar to
that formed between the substrate HMGCoA, thus impeding mevalonate formation and
consequently reducing cholesterol synthesis. Molecular docking calculations have showed that
lycopene is fitted tightly into the active site of HMGCoA-R, where it was seen to bind with

higher affinity than the substrate and the statin cerivastatin (Navarro-Gonzalez et al., 2014).

To study other plausible mechanism of the hypocholesterolemic effect of tomato juice,
the prebiotic effect was evaluated indirectly by measuring the SCFA in feces, taking special
attention to the content of propionic acid as modulator of the lipid metabolism.A significantly
higher concentration of butyrate was observed in group 2 (Figure 4.3, Chapter 4) but no
differences between groups were found in the rest of SCFA (Figure 4.4, Chapter 4). Contrarily
to it was expected, group 2 consumed juice with less content in fiber (0.8 %,) but with higher
content in lycopene, as compared with group 1 which took tomato juice with a higher content
in fiber (1.7%) and less lycopene content. These results could be explained by the fact that rats
of group 2 drank more tomato juice and hence the final amounts of fiber were similar in both
groups. Moreover, the thermal processing to obtain both tomato juices was different, reaching
higher temperatures in tomato juice of group 2 and therefore, leading to solubilization of
hemicellulose and soluble compounds are more fermentable by microbiota. It is remarkable
that no changes were detected in propionate, and any relationship were observed with the
inhibition of HMGCoA-R, since the hypocholesterolemic effect could be associated with the

accumulation of lycopene in the liver, instead of prebiotic effect of tomato juice.
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Study 2. Effect of tomato juice intake in rats with induced liver steatosis.

Materials and Methods

¢ Experimental design

In study 2, twenty four male Sprague Dawley rats (8 weeks old) weighing
approximately 250 g, were randomly divided into 2 groups fed to standard diet (N) (Teklad
global 14% protein rodent maintenance diet, Harlan Laboratories) or hypercholesteraemic and
high fat diet (H)(Atherogenic rodent diet TD-02028, Harlan Laboratories) and, water as drink
for a 2 week adaptation period. After that, each group was again randomly divided into two
others groups and were placed individually in metabolic cages. Rats were maintained under
controlled temperature (222C), air humidity (55%) and 12-h light-dark cycle conditions. The
four experimental groups (n=6) were constituted according to the diet and beverage as
follows: NA (standard diet and water), NL (standard diet and tomato juice), HA (high fat diet
and water) and HL (high fat diet and tomato juice). The experimental period was 5 weeks and
during this time, the animals were given free access to feed and drink. Food intake, drink
consumption, as well as, the amount of excreted faeces and the volume of excreted urine
were measured daily and rats were weighed at weekly intervals. After this period, all rats were
deprived of food overnight, anesthetised with isoflurane and sacrificed using an
intraperitoneal injection of sodium pentobarbital. Blood, adipose tissue, aorta and liver were
collected as biological samples. Moreover, urine and faeces samples were collected weekly.
Plasma was drawn by centrifugation and all samples were immediately stored at -802C. The
study was carried out under appropriate guidelines and approved by the Bioethics Committee

of the University of Murcia as well (Figure 3.2, Chapter 3).
¢+ Analytical methods

In study 2, a histopathological examination was carried out in liver samples to
determine the grade of steatosis. Plasma samples were analysed to obtain biochemical lipid
parameters, AST, ALT and PON enzymes, using an automatic analyser, cytokines TNF-a and IL-6
and soluble adhesion molecular (s-ICAM-1 and s-VCAM-1) through Elisa Kits and the
hydrophilic antioxidant capacity by ORAC method. Cytokine TNF-a was also analysed in
adipose tissue samples using an Elisa kit. Urine was employed to analyse isoprostanes content
by Elisa Kit and the profile of proteomic biomarkers by CE-MS. Faeces were used to determine
the lycopene content spectrophotometrically and the concentration of long chain fatty acid by

gas-liquid chromatography. Lycopene and its isomers were quantified in livers by HPLC-MS.
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Moreover, determination of malondialdehido (MDA) by HPLC and metabolites by HPLC-MS.
The study of gene expression was carried out in liver samples using 96-well PCR arrays design
for the evaluation the rat fatty acid metabolism genes (PARN-007 Qiagen SABiosciences). The
antioxidant capacity, vitamin C, free flavonoids and total phenolic compounds were also
analysed in tomato juice to characterize its profile of bioactive compounds (Figure 3.3, Chapter

3).

Results and Discussion

The daily lycopene amount from tomato juice consumed per day in groups HL and NL
ranged from 3.15 to 3.5 mg/day, respectively, without significant differences (Tables 4.4 and
4.7, Chapter 4). These data were obtained from lycopene concentration in tomato juice (11
mg/100g) and the daily amount of tomato juice consumption. However, the apparent
absorption of lycopene was significantly higher in the HL group compared with the NL group
(63.07% versus 44.45%, p<0.01) because a high-fat diet allows for a higher absorption of
lycopene in the intestine. These values are correlated with the amounts of lycopene
accumulated in the livers, being their levels almost twofold higher in the HL group than in the

NL group (6.00 versus 2.90 ug/g) (Table 4.7, Chapter 4).

Intake of high-fat and high-cholesterol diet clearly induced liver steatosis and caused
other liver disturbances. For instance, histopathological examination of the livers revealed
significant hepatic steatosis in grade 2 or 3, according to Brunt et al. (1999), characterised by
swelling of hepatocytes and fat accumulation in rats fed hypercholesterolemic diet as
compared with the NA and NL groups (Figure 4.5, Chapter 4). In this steatosis stage, no
hepatocyte injuries (inflammation or fibrosis) were observed. Moreover, liver steatosis was
confirmed by the high levels of plasma alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) found in H groups, and by the higher fat content measured in liver by a

gravimetric method (Hijona et al., 2010) (Table 4.5, Chapter 4).

Other liver disturbances observed in rats fed H diet were, for example, the higher
levels of liver MDA observed in H groups, indicating liver lipid peroxidation and deterioration in
these groups (Sookoian et al., 2010), a fact which was supported by the highest urinary
isoprostanes excretion observed particularly in the HA group (p<0.01) (Table 4.8, Chapter 4). In

this regard, tomato juice had a beneficial effect, reducing the urine isoprostanes content in the
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HL group compared with the HA group (4.17 vs 9.87 ng/mg creatinine) and therefore, showing

a positive effect on the amelioration of oxidative stress (Guha et al., 2003).

Related to inflammation biomarkers, no significant differences were found in the
plasma or in the adipose tissue level of TNF-aand IL-6 among the four groups, which is in
agreement with the histopathological description in liver. Circulating biomarkers of
atherosclerosis (sICAM-1 and sVCAM-1) were higher in H groups than N groups, however

tomato juice intake had no positive effect on these biomarkers (Table 4.8, Chapter 4).

Regarding the lipid profile in plasma (Table 4.5, Chapter 4), no changes were observed
between the two groups with the N diet except for LDL cholesterol content, showing the
lowest level in the NL group. In contrast, animals fed the H diet showed a significant decrease
in total and LDL cholesterol and an increase in HDL cholesterol at the end of the study.
Moreover, final HDL cholesterol in the HL group was significantly higher (p<0.05) and the
triglycerides (TG) lower than in the HA group, showing levels similar to the N groups.
Therefore, main changes in plasma lipid profile were associated with the diet but the intake of
tomato juice appeared to ameliorate these parameters. Thus, the intake of tomato juice was
found to significantly reduce levels of final total cholesterol in NL, whereas in HL, a tendency
towards reduced levels was observed for final VLDL and TG. Furthermore, a significant
difference was found between initial and final total HDL in group HL. In numerous human
intervention studies, lycopene has been considered a hypocholesterolemic agent (Mordente et
al., 2011), lowering plasma cholesterol through different mechanisms. In addition, the HMG-
CoA activity in liver was significantly higher in HL group (Figure 4.6, Chapter 4). Recently,
Navarro-Gonzalez et al. (2014) reported, after a series of in vivo and in vitro studies, that
lycopene competes with HMG-CoA in the liver, thus impeding formation of mevalonate and
consequently reducing the synthesis of cholesterol by lowering the activity of the HMGCR rate-
limiting step. For this reason, the consumption of tomato juice and the accumulation of

lycopene in liver may improve plasma cholesterol levels in steatosis.

The main results of the metabolite analysis are shown in Table 4.9 (Chapter 4). In a
general view, lycopene addition to a hypercholesterolemic and high-fat diet changed the
metabolic pattern, showing metabolite levels closer to those of the animals that took the
maintenance diet with a physiological metabolism of liver. Samples from animals with a
normal diet presented no remarkable differences independent of the administration of tomato

juice. The majority of the levels of the measured metabolites decreased when the animals
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were fed a hypercholesterolemic diet and tomato juice was not present (NA/HA comparison).
This tendency was followed by several amino acids with a statically significant difference
between the feed conditions. The only exception was Arg, which levels increased (p<0.001).
When tomato juice was added to the hypercholesterolemic and high-fat diet, almost all
measured amino acid levels increased, tending to a normal diet metabolic pattern (HA/HL
comparison and even Arg concentration (p <0.001) was lowered to normal diet levels (Table
4.9). A similar pattern was found for some redox intermediates, such as hydroxyproline, GSH,
GSSG and taurine, as well as metabolites involved in lipid metabolism, such as L-carnitine,
biotin and OPE. It must be noted that, even though the glutathione ratio was almost two times
higher when tomato juice was added in animals with NAFLD, its levels were 10 times higher
when animals were fed with the maintenance diet (Table 4.9). Moreover, the ratio of
NAD/NADH declined with the hypercholesterolemic and high-fat diet, whereas it was
increased even more than that in the normal diet when tomato juice was added, as shown in

Table 4.10 (Chapter 4).

In general, lycopene intake has been related to a beneficial effect on the prevention of
different diseases related to diet, including NAFLD, based on its antioxidant properties (Bernal
et al., 2013; Mateos et al., 2005; Seybold et al., 2004). It is remarkable that the intake of
tomato juice, together with the hypercholesterolemic and high-fat diet, at least partially
recovered amino acid levels in liver with statistical significance. Interestingly, the only
exception to the amino acid depletion was Arg, which was higher in the HA group, whereas the
intake of tomato juice reverted this increase significantly (Pb.001). The increase of Arg in the
livers of animals fed a high-fat diet could be associated with decreasing lipogenesis since this
amino acid regulates lipid metabolism, modulating the expression and function of the enzymes
involved in lipolysis and lipogenesis (Kohjima et al., 2007). Other metabolites involved in B-
oxidation, such as L-carnitine and CoA, decreased in the livers of animals from the HA and HL
groups, as have been described in NAFLD, in rat and human models (Periago et al., 2009;
Ramirez-Torres et al., 2012). High levels of L-carnitine in the liver can be considered a
preventive factor in the evolution of NAFLD to NASH. The significant differences found in the L-
carnitine concentrations in the pairwise comparison showed that rats that took tomato juice
had a higher level than their control groups (NA and HA, respectively), which could indicate a
healthier status to maintain the mitochondrial activity concerning B-oxidation and protecting

the fatty liver against inflammation and fibrosis.
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It is generally accepted that oxidative stress is related to the development of NAFLD
affecting the trans-sulphuration pathway (Bijland et al., 2013), and therefore, it is not
surprising that four downstream products from methionine metabolism, namely, (a)
homocysteine, (b) GSH, (c) GSSG and (d) taurine, revealed strong differences when a
hypercholesterolemic and high-fat diet was supplied. Taurine and both forms of glutathione
were depleted in NAFLD, probably because SAMe and the trans-sulphuration pathways are
decreased due to the dietary conditions. Moreover, apart from L-cysteine, glutathione is
formed from two amino acids, L-glutamate and glycine, which are also significantly depleted in
rats fed a hypercholesterolemic and high-fat diet, showing a significant increase in the HL
group compared with the HA group. These results indicate an impairment in glutathione
synthesis (Abdelmalek et al., 2009) in animals in the HA and HL groups, which can be
confirmed by the abrupt GSH decrease (almost 60-fold in HA), whereas when lycopene was
supplied, levels were more than 25 times lower than normal diet values (HL group).
Additionally, taurine and homocysteine levels recovered normal diet values, probably due to
the antioxidant properties of lycopene, which may be able to restore trans-sulphuration
pathway activity Even more importantly, the NAD/NADH ratio declined in the
hypercholesterolemic and high-fat diet in agreement with previous studies (Garcia Canaveras
et al., 2011; Kim et al., 2011), but, in contrast to GSH concentration, tomato juice
administration restored the NAD/NADH ratio to the normal diet value, probably since the
antioxidant activity of lycopene might alleviate some of the harmful effects of fat accumulation

(Bahcecioglu et al., 2010).

Taking into consideration the genes with significant change (p<0.05) at least two fold
higher and based on their role in the fatty acid metabolism, in animals with induced steatosis,
the intake of tomato juice together with an H diet led to an overexpression of mRNA levels of
various enzymes involved in different steps of fatty acid metabolism: 1) intracellular fatty acid
transport protein FATP (Fabp family and Slc27a1); 2) hydrolysis process proteins, like Lpl and
Gdp2; and 3) genes involved in mitochondrial or peroxisome B-oxidation of fatty acids such as

Cptlc, Acsm2, Acot8 and Pecr (Table 4.11, Chapter 4)

In NL group an overexpression of several genes related to fatty acid transport (Fabp2
and Pecr) was observed, showing that under physiological conditions, the intake of lycopene
improved the transport of fatty acid into hepatocytes and enabled more effective B-oxidation

in the mitochondria, as these proteins are involved in the transformation of dienoyl-CoA into
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trans-enoyl-CoA, which allows continuation of B-oxidation when fatty acids cannot be cleaved

by Acad enzymes due to the presence of double bounds (Musso et al., 2009)

In animals with induced steatosis, an overexpression in the mRNA levels of different
proteins involved in the fatty acid metabolism was observed after intake of tomato juice. First
of all, this significant effect was detected in transport proteins, such as Fabp3 and Slc27al
family. The Fabp family are transport proteins located in citosol that facilitate intracellular
transport of fatty acids and other lipophilic molecules controlling the availability of ligands to
regulate transcription of genes involved in important metabolic and inflammatory processes
(Helledie et al., 2000; Wolfrum et al., 2001; Tan et al., 2002). The intake of high fat diet
increased expression of Fabp2 in HA and Fabp3 in HL animals, which helps to reduce serum
fatty acids, prevent dyslipidemia and increase fatty acid oxidation (Auinger et al., 2010).
Another fatty acid transporter involved in FA transmembrane translocation, Slc27al, was
expressed only by group HL. The expression of FABP is regulated by hormones (insulin), by
inflammatory mediators (TNF-a and IL-1), and, most importantly for its role in hepatic fatty
acid homeostasis, by activators of peroxisome proliferator activated receptor (PPAR-a or -y)

(Doege et al., 2006; Courtney et al., 2013)

Secondly, the rats with induced steatosis that received tomato juice showed an
overexpression of the mRNA levels of proteins related to FA hydrolysis (Lpl and Gdp2). Several
studies have reported an inverse relationship between Lpl content and plasma TG levels
(Wong et al., 2002; Augustus et al., 2003). In this study, the HL group showed an
overexpression of Lpl mRNA, accompanied by a decrease in plasma TG; hence, the
upregulation of Lpl gene could be associated with the accumulation of lycopene in the liver. In
the HA group, the HSL (intracellular hormone-sensitive lipase), encoded by Lipe gene, was
overexpressed, leading to an increase in lipid metabolism through hydrolysis of a variety of
esters (Fernandez et al., 2011). In contrast, Gdp2 mRNA, an enzyme that plays an important
role in the synthesis of TG (Lee et al., 2013), was only increased in HA, which correlates with

the plasma TG levels in these animals.

In third place, an overexpression of genes involved in the B-oxidation of fatty acids was
also observed. The mRNA overexpression of Acad9, Acads, Acsl5, Acsm2 and Acsm4 in group
HA, and Acsm2 in group HL, suggests an enhancement of lipid metabolism due to steatosis,
leading to a higher influx of fatty acid into the mitochondria, and particularly in the second

group, the oxidation of medium chain fatty acids was associated with the lowest content of
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linolenic acid in the liver. The gene Cptl was overexpressed in the HL group, which
corresponds with the high carnitine content previously (liver metabolites study) found in the
liver of these animals, showing a higher influx of long-chain fatty acids into the mitochondria
related to the linoleic acid content in the liver. The Cptl overexpression together with the
upregulation of Mcee gene, suggest an enhancement of mitochondrial fatty acid oxidation. In
steatosis, extramitochondrial oxidation is also activated (Gyamfi et al., 2010; Kohjima et al.,
2007) as indicated by the overexpression of Acox2 in HA and Acot8 and Pecr in HL. Acox2
enzyme is involved in the degradation of long branched fatty acids that facilitate mitochondrial
oxidation. Acot8 is responsible for most of the thioesterase activity of the peroxisomes,
whereas Pecr, as described above, transforms the dienoyl- CoA into trans-enoyl-CoA, allowing

continuation of B-oxidation in the mitochondria.

Related to urinary peptidomic biomarkers, a partial least squares—discriminant analysis
(PLS-DA) was carried out to explore association between peptides and treatments. Groups NA
and NL have a very similar peptide profiles; therefore PLS-DA was unable of correctly
classifying individuals to treatments, that is to say their peptide profile was very similar.
Consequently, further statistical treatment was carried out comparing only between three
groups (N, HA and HL) (Figure 4.18). A total of 61 peptides were identified, from 800 initial
peptides, as the most discriminant set between groups (Table 4.17), changing over the four
weeks. It is interesting to remark the results displayed in the urinary proteomic fingerprint
over the weeks, as rats with induced steatosis and supplemented with tomato juice (HL)
showed a urinary proteomic profile closer to the group fed a standard diet (N). This fact is also
observed in fold changes obtained in HL (calculated in relation to the mean abundance of
peptides in group N), since most of the peptides stay in an intermediate position between

groups N and HA.
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CONCLUSIONS

The following conclusions were extracted from the studies carried out in the present

Doctoral Thesis:

1. The tomato juice consumption in normocholesterolemic rats, although it was not
associated with the reduction of total cholesterol and triglycerides concentrations,
produced a significant increase in plasma HDL-c, improving the atherogenic index.
Moreover, a significant decrease in liver HMGCoA-R activity was observed,
according to the amount of lycopene intake. These results suggest a possible
hypocholesterolemic effect associated with the tomato juice consumption and the

lycopene accumulated in the liver.

2. In normocholesterolemic rats, after the tomato juice intake, only a significant
change was observed in the butyric acid concentration in faeces, which was
related to the thermal procedure to obtain tomato juice and its lycopene content.
It is remarkable that no changes were found in the propionic acid concentration in

faeces.

3. Lycopene from tomato juice was accumulated in liver and its bioavailability was
associated with the amount of fat in the diet, fact observed to find higher

concentrations of lycopene in livers of rats fed the high fat diet.

4. In rats with steatosis induced by the high fat diet, the tomato juice consumption
reduced the plasma triglycerides levels and increased the HDL-c, showing a

tendency to lipid profile closer to the physiological condition.

5. Tomato juice intake and the accumulated lycopene in liver alleviated the amino
acid depletion, especially detected in the results of liver metabolites, associated
with the high fat diet consumption. Furthermore, the metabolic pattern improved
in rats with steatosis induced and supplemented with tomato juice, recovering the

redox balance in liver and reaching a hepatic metabolism more physiological.

6. It is necessary to remark the results of two aminoacids with relevant roles in lipid

metabolism, displayed after tomato juice consumption in rats with steatosis. Arg,



7.

8.
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which decreased significantly, and L-carnitine, which increased significantly. These
changes point out a role of tomato juice in improving of lipid metabolism through

lipolysis, lipogenesis and B-oxidation mechanisms.

The tomato juice consumption and the accumulated lycopene in liver increased
the gene expression of proteins related to fatty acids transport, fatty acids

hydrolysis and peroxisomal and B-oxidation; thus, regulating the lipid metabolism.

The grade of steatosis in rats fed a high fat diet did not produce any changes in
proinflammatory cytokines (TNF-a and IL-6). Although the consumption of high fat
diet was related to the increase of oxidative stress biomarkers (MDA and
isoprostanes), the tomato juice intake decreased significantly the urinary
isoprostanes concentrations and the GSH/GSSG and NAD/NADH ratios in the liver;

thus, regulating the redox status associated with induced steatosis.

Results in the urinary proteomic biomarkers suggest that tomato juice intake by
rats with induced steatosis modifies slightly the urinary peptide profile leading to a

status closer to the healthy group.

10. These results suggest that tomato juice or tomato products should be taken into

consideration in the dietary strategies of treatment of NAFLD, but also that further
researches should be carried out to elucidate the mechanisms of lycopene in
hepatic metabolism in non-alcoholic fatty liver disease, and in order to develop a
panel of specific peptidomic biomarkers for this hepatic pathology, leading an early

diagnosis and prevention.
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RESUMEN

Introduccidn: La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) es la alteracion
hepatica de mayor prevalencia en los paises occidentales y se caracteriza principalmente por la
acumulacién de lipidos en el higado en ausencia de un consumo excesivo de alcohol. La
obesidad, diabetes tipo 2, dislipemia e hipertensién suponen importantes factores de riesgo,
hasta tal punto que la NAFLD es considerada la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico.
La fisiopatologia de la NAFDL comprende alteraciones tales como la acumulacién de triglicéridos
en el higado -consecuencia de la resistencia a la insulina-, que junto con procesos de estrés
oxidativo, peroxidacion lipidica y aumento de la produccién de citoquinas proinflamatorias

pueden conducir a complicaciones como esteatohepatitis (NASH), fibrosis o incluso cirrosis.

Los factores dietéticos pueden modular la esteatosis hepatica. De hecho, la modificacion
del estilo de vida, incluyendo dieta y ejercicio, es crucial para conseguir importantes mejoras. En
este sentido, la dieta mediterrdnea se ha propuesto como estrategia dietética para esta
enfermedad por su abundancia en frutas y verduras y menor ingesta de grasas saturadas y
azucares refinados. Entre los alimentos que forman parte de esta dieta, los tomates son una
importante fuente natural de antioxidantes, especialmente de licopeno. Estudios previos han
mostrado que el consumo de tomates y productos derivados fortalecen el sistema antioxidante
e inhiben la peroxidacién lipidica en humanos. Adema3s, se ha observado un efecto preventivo
del desarrollo de NASH inducida por la ingesta de una dieta alta en grasa en modelos animales,
asi como un efecto inhibitorio de la peroxidacién lipidica en el higado de los mismos, tras la

ingesta de licopeno.

Objetivo: El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral fue evaluar el efecto del
consumo de zumo de tomate sobre el metabolismo lipidico en el higado para explicar los
posibles mecanismos de accion del licopeno procedente del tomate in vivo. Para ello, se llevaron
a cabo 2 experimentos empleando ratas Sprague Dawley. El primero se llevd a cabo con ratas
normocolesterolémicas, y el segundo en ratas con esteatosis inducida mediante el consumo de

una dieta de alto contenido en grasa y colesterol.

Disefio experimental: En el estudio 1, 24 ratas macho de 12 semanas fueron divididas
aleatoriamente en tres grupos (n=8) y alimentadas durante 3 semanas con dieta estandar de
roedor y diferentes bebidas: agua (grupo control), zumo de tomate comercial con bajo

contenido en licopeno (grupo 1) y zumo de tomate comercial con alto contenido en licopeno
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(grupo 2). Tras el sacrificio se extrajeron muestras de sangre e higado. Ademads, se recogieron

muestras de heces al inicio y final del periodo experimental.

En el segundo estudio, 24 ratas macho de 8 semanas de edad fueron divididas
aleatoriamente en cuatro grupos (n=6) y alimentadas durante 5 semanas del siguiente modo:
dieta estandar y agua (NA) o zumo de tomate (NL), dieta alta en grasa y colesterol y agua (HA) o
zumo de tomate (HL). Tras este periodo, los animales fueron sacrificados y se extrajeron
muestras de sangre, tejido adiposo, aorta e higado. Ademas, se recogieron muestras de orinay

heces semanalmente.

Resultados: En el estudio 1, se observé un aumento de las concentraciones de colesterol
HDL tras el consumo de tomate. A pesar de que las concentraciones de colesterol en el higado
fueron muy similares en los tres grupos, se observé una menor actividad de la enzima HMG-CoA
—enzima limitante de la sintesis de colesterol- en higado en el grupo 2. Respecto a los acidos
grasos de cadena corta analizados en heces, Unicamente se hallé una concentracién de butirato

significativamente mayor en el grupo 2.

En el estudio 2, se observé esteatosis en grado 2 en las muestras de higado de los grupos
alimentados con dieta grasa (HA, HL), que se confirmd por las elevadas concentraciones de las
enzimas alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa, el examen histolégico y la
presencia de dislipemia. Tras el consumo de tomate se observé una mejoria en la concentracion
de colesterol HDL en el grupo HL en comparacién con HA y una disminucion del estrés oxidativo,
revelada por la reduccién de isoprostanos en orina. En el grupo HL se observé una
sobreexpresion de varios genes relacionados con el transporte de acidos grasos, la hidrélisis
lipidica y la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal, lo que sugiere una mejoria en el
metabolismo lipidico hepatico asociada a la ingesta de tomate. Por otra parte, se observé una
interesante modificacion del perfil peptidémico urinario en el grupo HL, quedando este en una
situacién intermedia entre los grupos N y el grupo HA, lo cual evidencia que el consumo de zumo
de tomate mejora el patron metabdlico en el grupo alimentado con dieta alta en grasa,

dirigiéndolo hacia un estado mas fisioldgico

Conclusiones: Estos resultados sugieren que el licopeno procedente del zumo de tomate
ejerce un efecto protector frente a la NAFLD y por tanto, el tomate y derivados deberian ser
considerados dentro de las estrategias dietéticas recomendadas para su tratamiento. Sin
embargo, se necesitan mas estudios para elucidar los mecanismos de accién del licopeno en el
metabolismo lipidico del higado, asi como para desarrollar un panel de biomarcadores

especificos que permitan el diagndstico y prevencion de NAFLD.
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ABSTRACT

Background: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common liver
disorder in Western countries with a high prevalence. It covers a spectrum ranging from hepatic
steatosis to steatohepatitis (NASH), fibrosis and cirrhosis. Obesity, type 2 diabetes,
dyslipidaemia and hypertension are most important risk factors; in fact, NAFLD is considered the
hepatic manifestation of metabolic syndrome. The hallmark of NAFLD is hepatic lipid

accumulation in the absence of significant ethanol consumption.

Two steps or hits have been proposed for the pathophysiology of NAFLD and NASH: the
first hit is owed to the triglycerides accumulation as consequence of insulin resistance. The
second hit includes oxidative stress, lipid peroxidation, increased cytokine production and

inflammation, resulting in NASH.

Dietary factors may modulate liver steatosis. Indeed, lifestyle modification including diet
and exercise are crucial to achieve significant improvements. In this regard, the Mediterranean
diet has been suggested as the dietary strategy for this disease due to the high consumption of
plant-based foods and low intake of saturated fats and refined sugars. Tomato products are a
dietary source of natural antioxidants, especially, lycopene. Previous studies have shown the
consumption of tomatoes and tomato products strengthened the antioxidant system and
inhibited lipid peroxidation in humans. Moreover, lycopene has displayed to have a preventive
effect on the development of NASH induced by a high fat diet in animal models, as well as, an

inhibitory effect of lipid peroxidation in the liver tissues.

Objective: On this basis, the main objective of the present Doctoral Thesis was to
evaluate the effect of tomato juice on liver lipid metabolism in order to elucidate the possible
mechanisms of action of tomato lycopene in vivo, using a Sprague Dawley rat model. For that,
we carried out 2 experiments involving the intake of tomato juice; firstly with rats fed a standard
rodent diet and secondly with rats with diet-induced hepatic steatosis (high-fat and high

cholesterol diet).

Experimental design: In study 1, 24 male Sprague Dawley rats (12 weeks old) were
randomly divided in three groups (n=8) fed to standard diet for rodents and different drink as
follows: control group (tap water as drink), group 1 (commercial tomato juice with a low content

of lycopene) and group 2 (commercial tomato juice with a high content of lycopene). After three
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weeks, rats were sacrificed and blood and liver samples were collected. Furthermore, faeces

samples were collected and the beginning and at the end of the experimental period.

In study 2, 24 male Sprague Dawley rats (8 weeks old) were randomly divided in four
groups (n=6) fed to standard diet (N) or hypercholesteraemic and high fat diet (H) for 5 weeks
and were provided water (A) or tomato juice (L) as drink. After this period, rats were sacrificed
and blood, adipose tissue, aorta and liver samples were collected. Moreover, urine and faeces

samples were collected weekly.

Results: In study 1, significant differences were found in HDL-cholesterol between
control and experimental groups, being higher in latter groups. Despite of cholesterol levels in
liver were very similar in three groups, an inhibitory effect of the activity of HMG-CoA-R in liver
was shown in group 2. Finally, regarding short chain fatty acids (SCFA) analysed in the faeces,

only a significantly higher concentration of butyrate was observed in group 2.

In study 2, steatosis grade 2 was observed in groups H which was confirmed by the levels
of plasma alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST), histological
examination and presence of dyslipidaemia. A significant improvement of HDL-c was observed
in HL compared with HA, as well as an alleviation of oxidative stress through reduction of urine
isoprostanes. In relation to fatty acid gene expression analysed in liver, an overexpression of
several genes related to fatty acid transport, lipid hydrolysis and mitochondrial and peroxisomal
B-oxidation was observed in HL. Interestingly, tomato juice intake partially reverted the
metabolic pattern from a high-fat diet to a standard diet even in metabolites not related to the
redox state. Furthermore, tomato juice consumption originated an interesting modification in
patterns of urinary peptidomic biomarkers in group HL, staying in an intermediate position

between group N and HA.

Conclusions: In summary, these results suggest that lycopene from tomato juice has a
protective effect on NAFLD and therefore, tomato and tomato products should be taken into
consideration in the dietary strategies of treatment of NAFLD. However, further researches
should be carried out to elucidate the mechanisms of lycopene in liver lipid metabolism in NAFLD
and to develop a panel of specific peptidomic biomarkers to lead an early diagnosis and

prevention of NAFLD.
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Table 2
LEC-ESI-MS analytical p and method perfi for compound standards of the ified boli
Metabalite Abbreviation Parent ion Diagnostic ions (relative abundance})  RT (min) SIM jon LOD* " 8 Intraday® Interday®
formula (nmolfml) (nmoliml) RSD (%) RSD (%)
Glycine Gly CGHNOE 76 (82), 98 (8), 150 (52) 150 % 4T 1571 09782 875 1221
t-alanine Ala CHNOE 90 (100), 112 (13), 134 (5) 143 90 481 1603 00944 194 £40
L-serine Ser CHNOE 88 (20), 106 (100),128 (10) 132 06 002 005 00826 150 935
t-proline Pro CsHygNDT T0(2). 116 (1001138 (10) 258 116 080 300 09905 138 1824
-valine val CsHuaNod 72 (5). 118 (80), 140 (15) 126 118 083 277 09935 114 11.56
threonine The CaHpNOF 74 (5). 120 (100), 142 (10) 100 12e4  0m 303 09824 2885 658
r-homeserine HomoSer ol oNO™ 74 (5). 120 (100).142 (8) 142 120° 028 094 09981 079 1524
L-cysteine Cys CHNGS* 102 (10), 122 (42), 144 (44) 1.7 122 091 302 09992 136 791
Taurine Taurine CHNOSY 126 (100). 146 (10), 148 (12), 251 (15) 121 126 311 1036 09950 240 586
Thymine Thymine  CHN.0F 127 (100), 149 (10), 171 (10) 40 127 007 022 09991 045 1375
-hydroxyproline HydroxyPro  CsHaNOT 86 (10), 132 (100),154 (20) 14.1 1329 173 577 DOS47 1341 1865
risoleucine Teu CsHyNOE 86 (50}, 132 (100),154 (10) 10.7 1329 045 150 09899 033 520
tleucine Leu CoHyNOd 86 (50), 132 (100),154 (10) 117 1320 007 025 09926 122 1674
L-asparagine Asn CiHaNz0F §7 (10}, 133 (100),155 (10) 145 1337 110 366 09834 131 093
vornithine Orn CsHyaNaOF 115 (25). 133 (100),155 (10) 265 1337 043 143 09902 044 255
t-aspartic acid Asp C4HgNOE 121 (20). 134 (100), 200 (75) 152 124 628 2093 09837 278 498
-homocysteine HomoCys ol gNOGS* 90 (10), 126 (100), 158 (10) 124 136 114 382 09859 037 679
Hypaxanthine Hypoxan  CHsN0* 137 (70), 158 (100), 175 (10) 110 137 0B 077 09986 252 1027
Acetylphosphate Acetyl-P CGHO5P* 116 (100}, 141 (23),163 (13) 153 41 07 253 08910 776 1193
O-phosphorylethanolamine OPE CHNOGP* 111 (5), 142 (100), 164 (10) 180 42 2634 8780 09705 400 840
tlysine Lys CHiaN,0F 84 (8). 130 (30), 147 (100), 169 (8) 259 1474 010 035 09892 110 1260
-glitamine Cln CeHyyNo0F 130 (50), 147 (100), 169 (67) 147 1471 073 245 08901 391 997
t-glutamic acid Clu CsHyNOY 102 (60), 148 (100), 170 (30), 149 48 037 123 09882 064 5.00
t-methionine Met CHyaNDS 104 (8), 150 (100), 172 (15) 116 150 001 004 09900 150 30
-histidine His CHyNs0F 137 (25), 156 (100), 178 (5) 150 156 024 079 09801 708 2155
-carnitine Carnitine  CrHEyNOT 149 (1), 162 (100), 184 (5) 15.7 162 002 008 0.0899 404 7.96
1-phenylalanine Phe CoHuaNod 137 (35). 166 (100), 188 (20) 23 166 074 247 09387 208 1253
L-arginine Arg CHuaNLOF 140 (5). 175 (100), 197 (2) 245 175 002 008 09950 147 1647
wcitrulline CIR CsHuaNs0F 159 (19). 176 (100). 198 (18) 153 176 038 126 09846 2665 1435
Glucosamine Clueosamine CEHI4NOD;, 162 (35). 180 (100), 202 (10) 144 180 345 1095 09240 1430 7.96
L-tyrosine Tyr CHyaNOE 163 (15), 182 (100), 204 (5) 121 2 076 255 09892 097 640
O-phospho-t-serine P-serine € HaNOg R 88 (18), 186 (100), 208 (5) 163 186 324 1080 09923 119 052
2-Phosphogliceric acid PG CaH;0:P* 167 (92).209 (33), 231 (19) 16.1 1877 187 623 09924 070 317
3-Phosphogliceric acid PG CaHy0:P* 187 (92).209 (33), 231 (19) 17.1 187 037 124 08932 082 406
N-acetyl-t-glutamine Ac-Gln CrH1aN0F 172 (15). 189 (80), 211 (60) 133 189 580 1790 09812 260 063
-tryptophan Trp CyiHuNa0F 177 (10). 205 (100), 227 (30) 10.1 05 299 997 08897 513 244
L-cystine Cystin CHuNOST 156 (100), 241 (30), 263 (18) 170 241 1207 4024 09577 397 087
Thymidine Thymidine  CyHy N 08 243 (38), 265 (100), 281 (38) 42 243 017 057 09949 019 146
Biotin Biotin CighuNa0sS* 245 (43).267 (30), 527 (55) 108 245 152 507 09974 487 1617
2-Deoxyadenosine DA CrohhaNsOF 139 (10), 252 (100), 274 (15) 52 252 004 013 09346 055 1303
Glucosamine &-phosphate GlucNBP Gy sNOGP* 242 (32), 260 (100), 282 (8) 174 260 783 2612 09993 206 510
vglutathione GSH CioHupNa05" 308 (100), 330 (10), 618 (10) 146 308 564 1882 09864 030 644
Thymidine monophesphate ™P CroHiNaOpP* 207 (25). 323 (100), 345 (50) 144 323 158 5240 09799 410 0.80
Cytidine monophosphate cMP CoHyaN,O5P*  112(20), 266 (10), 324 (100) 160 24 135 418 09881 5.07 0.96
Uridine monophosphate ump CoHuNaOsP* 172 (90), 325 (100), 242 (25) 15.0 325 2655 8851 00830 353 1067
Thiamine monophosphate ThiaMp CiaHigN4OPS* 122 (25), 345 (100), 267 (15) 205 45 230 760 09812 124 1466
Adenosine monophesphate AMP CoHnNsO:P* 268 (15), 348 (100), 270 (10) 147 48 04 215 09910 204 1844
Inosine monophosphate mMp CroHiuaNaOpP* 138 (50). 349 (100), 371 (41) 154 349 9371 31239 09810 1113 2316
Guanosine monophosphate GMP CioHisNsOpP* 344 (18), 364 (100), 386 (42) 163 364 448 1492 09885 1029 9.16
Xanthosine menophosphate XMP CroHiuaNaOsP* 157 (50), 365 (100), 387 (27) 15.7 365 1785 5949 09945 257 500
Cytidine diphosphate cop CoHyaNyOnPE 381 (40), 404 (100).426 (48) 160 404 232 774 09822 548 882
Uridine diphosphate upp GHiaN;0P4 301 (95), 405 (100), 427 (60) 154 405 7350 35002 09940 242 093
Adenogine diphosphate ADP CigHigNsOiP 348 (40), 428 (100), 450 (20) 157 428 185 550 09941 207 941
Guanesine diphosphate GDP CioHiaNsOnPf 150 (85), 444 (100).466 (38) 160 44 470 1567 09340 533 540
Tetrahydrofolic acid THE CroHzN70F 3599 (100), 446 (20), 468 (17) 16.0 46 106 354 09930 155 1646
Risoflavin-5"-monophosphate FMN CsHmNaDoP* 399 (30), 457 (100), 479 (30) 136 457 233 776 09342 217 1157
Deoxycytidine triphosphate dcIp CoHysNsOnaP? 397 (50), 468 (100), 490 (75) 165 468 10.80 3070 09991 1860 2216
Deaxythymidine triphosphate TIP CigHigNaOFY 418 (40), 483 (100), 505 (50) 152 483 U7 11575 09811 096 1009
Cytidine triphosphate cre CGHyN;OwPS 177 (43), 484 (100), 506 (60) 167 484 082 208 09501 1217 847
Uridine triphosphate urp GHyN;0qPF 485 (100), 507 (50), 589 (20) 159 485 235 749 09961 556 1376
(DP-choline CDP-choline CiaHxNOnPE 112 (20), 489 (100), 511 (80) 17.0 489 941 3138 09%49 570 466
Deoxyadenosine triphosphate dATP CiothsNsOuaPf 252 (1000, 492 (20), 512 (5) 153 492 590 1810 09926 970 572
Adenosine triphosphate ATP CooHisNsOwPf 410 (15), 508 (100), 530 (20) 156 508 768 2562 09877 174 1251
Inosine triphosphate e CigHuaNOwPE 475 (50), 509 (100),531 (49), 553 (35) 164 509 1171 006 09722 212 842
Guanosine triphosphate cIp CagHisNsOWPY 213 (15), 524 (100), 546 (30) 165 524 2216 7186 00883 911 2040
-glutathione oxidised form CSSG CraHusNgDiaS3 307 (100), 613 (100), 635 (50) 165 613 409 1363 09913 484 544
Nicotinamide adenine dinucleotide NAD CaHagNaOy P 123 (20), 333 (30), 664 (100), 686 (50) 152 664 344 1146 00943 308 6.74
oxidised form
Nicotinamide adenine dinucleotide NADH CaHaNyOwPE 334 (70), 666 (80), 668 (50) 16.0 G666 49.24 16415 09834 451 781
reduced form
Nicotinamide adenine dinucleotide NADP CaaHapNgOuPE 123 (50), 744 (100), 766 (37) 166 44 391 1303 09947 212 083

phosphate oxidised form

{continued on next page)






	Capítulo 4 Resultados y Discusión.pdf
	Aunque los resultados obtenidos anteriormente han mostrado que no hay diferencias significativas en la concentración de los ácidos grasos en el hígado asociado a la ingesta de zumo de tomate y a la acumulación de licopeno en el hígado, los resultados ...




