La suplementacién con fructosa aumenta la expresion de
factores lipogénicos y la esteatosis hepatica inducida por

una dieta alta en grasa
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Fructose supplementation increases lipogenic factor expression and

hepatic steatosis induced by a high-fat diet

Resumen: La enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) abarca desde
una acumulacion simple de lipidos neutros, triacilglicéridos (TAG) y colesterol en mas
del 5% de los hepatocitos, hasta una forma mas avanzada llamada esteatohepatitis
no alcohdlica (EHNA), la que incluye inflamacion lobular, balonamiento hepatico y,
en algunos casos, se asocia con fibrosis hepatica. La creciente prevalencia de la
EHGNA asociada a la dieta, especialmente aquellas ricas en grasas y carbohidratos,
como la fructosa, ha orientado el enfoque de esta investigacion. Nuestro objetivo
fue analizar cémo la suplementacion de fructosa, junto a una dieta alta en grasas,
contribuye a la progresion desde EHGNA a EHNA, evaluando su efecto en mar-
cadores lipogénicos y fibréticos. Ratones macho de la cepa C57BL/6 (n=9) fueron
alimentados con dieta alta en grasa (DAG) (n=5) o dieta alta en grasa mas fructosa
(DAG+F) (n=4) durante 17 semanas. Se evaluaron parametros generales (peso
corporal, de tejido adiposo y hepatico), niveles de glicemia e insulinemia, HOMA,
histologia hepatica y adiposa; niveles de expresion de marcadores inflamatorios
(TNF-a e IL-1b), lipogénicos (SREBP-1c, FAS) y fibrogénicos (TGF-, a-SMA).
La suplementacion con fructosa no genero diferencias respecto al peso corporal,
peso del higado o del tejido adiposo, ni sobre la glicemia basal y el HOMA-IR en
comparacion con la DAG, pero incremento los niveles de insulina. Ademas, indujo
esteatosis macrovesicular, junto con un incremento en el balonamiento celular, in-
flamacioén lobulillar y fibrosis. Concluimos que la suplementacion de fructosa junto
con la DAG indujo un estado pre-fibrético, caracterizado por el incremento de a-SMA
y de marcadores lipogénicos.
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Abstract: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) ranges from a simple accumu-
lation of neutral lipids, triacylglycerides (TAG) and cholesterol in more than 5% of
hepatocytes, to a more advanced form called non-alcoholic steatohepatitis (NASH),
which includes lobular inflammation, hepatic ballooning and, in some cases, is as-
sociated with hepatic fibrosis. The increasing prevalence of NASH associated with
diet, especially those rich in fats and carbohydrates, such as fructose, has guided
the focus of this research. Our aim was to analyze how fructose supplementation,
together with a high-fat diet, contributes to the progression from NAFLD to NASH,
evaluating its effect on lipogenic and fibrotic markers. Male C57BL/6 strain mice
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(n=9) were fed high-fat diet (HFD) (n=5) or high-fat diet plus fructose (HFD+F) (n=4) for
17 weeks. General parameters (body, adipose and liver tissue weight), glycemia and
insulinemia levels, HOMA, liver and adipose histology; expression levels of inflammatory
(TNF-a and IL-1b), lipogenic (SREBP-1c, FAS) and fibrogenic (TGF-B, a-SMA) markers
were evaluated. Fructose supplementation did not generate differences with respect
to body weight, liver or adipose tissue weight, nor on basal glycemia and HOMA-IR
compared to DAG, but increased insulin levels. In addition, it induced macrovesicular
steatosis, along with increased cell ballooning, lobular inflammation and fibrosis. We
conclude that fructose supplementation together with DAG induced a pre-fibrotic state,

characterized by increased a-SMA and lipogenic markers.

Keywords: Steatohepatitis, Lipogenesis, Fructose, Insulin resistance.

Introduccién

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA)
abarca una serie de trastornos metabdlicos hepaticos, desde
una acumulacion simple de lipidos neutros, triacilglicéridos
(TAG) y colesterol en méas del 5% de los hepatocitos', conocida
como esteatosis simple, hasta una forma mas avanzada llamada
esteatohepatitis no alcohélica (EHNA), la que incluye inflamacion
lobular, balonamiento hepatico y, en algunos casos, se asocia
con fibrosis hepética®. La EHGNA es una importante causa de
enfermedad hepatica, con un 30,05% de prevalencia global
y un 44,37% en Latinoamérica®.

Los principales factores de riesgo del desarrollo de EHGNA
y progreso a EHNA, son la obesidad, resistencia a la insulina
(RI), diabetes mellitus tipo 2, sedentarismo y el consumo de
dietas altas en grasas y carbohidratos?.

A nivel hepatico, la Rl induce la lipogénesis de novo a
través del aumento de expresion y actividad de la proteina
de unién al elemento regulador de esterol (SREBP-1c). El
aumento de SREBP-1c estimula la transcripcion y actividad de
la enzima sintasa de &cidos grasos (FAS)*, contribuyendo a la
acumulacion intracelular de lipidos*. Estos cambios afectan la
-oxidacion, promoviendo un ambiente lipotdxico asociado a la
aparicion de estrés oxidativo, estrés de reticulo endoplasmico,
activacion del sistema inmunitario innato y cambios mediados
por citoquinas proinflamatorias®, tales como interleuquina (IL)-
6, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e IL-1p.

La fructosa, corresponde a un factor de riesgo para el
desarrollo de EGNHA y progresion de EHNA. La mayor
parte de la fructosa ingerida no se metaboliza en el intestino,
sino que es transportada a través de la vena porta hacia el
higado, actuando como un regulador nutricional y afectando
la expresion de diversos genes relacionados la lipogénesis
de novo, la gluconeogénesis, la glucdlisis y la lipdlisis, lo cual
agrava el dafio causado por la RIS.

Durante la progresion a EHNA, se observa un incremento en
la expresion y liberacion del factor de crecimiento transformante
(TGF)-B, cuyo aumento se relaciona con la estimulacion de las
células estrelladas hepéticas (HSC, por sus siglas en inglés
Hepatic stellate cells)’, activacion clave para el desarrollo
de fibrosis, que caracteriza a la EHNA. Las HSC activadas
expresan alfa actina (a-SMA) y otras sustancias quimiotacticas

capaces de reclutar células inflamatorias, lo que les permite
reparar el dafio hepatico a partir de la produccion de matriz
extracelular que se traducira finalmente en fibrosis hepatic?.
En un estudio realizado en ratones con deficiencia de IL-1a e
IL-1B, se observé una proteccion en contra de la inflamacion
después de inducir esteatosis por la dieta, lo que sugiere que
estas citocinas proinflamatorias podrian estar implicadas de
manera crucial en el desarrollo de la inflamacién del higado.
Ademas, ratones knockout para IL-1a e IL-13 mostraron niveles
mas bajos de ARNm de genes relacionados con la inflamacion
y la fibrosis, incluyendo una marcada reduccion en los niveles
del TGF-B, lo que destaca la estrecha relacion fisiopatolégica
entre la inflamacion vy la fibrosi®.

La creciente prevalencia de la EHGNA asociada a la dieta,
especialmente aquellas ricas en grasas y carbohidratos, como
la fructosa, ha orientado el enfoque de esta investigacion.
Nuestro objetivo es analizar, a través de la observacion de
cambios en marcadores cruciales en el desarrollo de la
EHGNA, como estos factores dietéticos pueden influir en la
patogénesis de la enfermedad.

Material y métodos

Modelo experimental: Se utilizaron ratones macho cepa
C57BL/6 obtenidos desde el Bioterio Central de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile. Se mantuvieron en
condiciones de temperatura constate entre 21-23 °C y ciclos
de luz/oscuridad de 12 horas y 12 horas con acceso libre
a alimentacion y agua. Protocolos de manejo y cuidado de
animales experimentales se ajustan a la guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio (National Academy of Sciences,
NIH Publication 6-23, revised 1985) y fueron aprobados por
el Comité de Bioética sobre investigacion en animales de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (CBA
1190FMUCH). Los animales de peso inicial 12-14 g, fueron
separados aleatoriamente en 2 grupos experimentales y
alimentados con distintas dietas durante 17 semanas: Dieta
alta en grasa (DAG) (n=5) (Research Diet INC D12492, USA;
60% lipidos, 20% proteinas, 20% carbohidratos) y Dieta alta en
grasa mas fructosa (DAG+F) (n=4) (Merck, CAS-No 57-48-7,
solucion acuosa al 30% masa/volumen).

Histologia higado y tejido adiposo: Se utilizaron las



técnicas hematoxilina eosina y tricrémico Sirius Red, para
andlisis histolégico y de fibrosis, respectivamente. A partir de
microfotografias de cortes de higado (10 fotos por cada animal),
se evalud el grado de EHGNA, segun el sistema de puntaje de
Actividad de EHGNA (NAS, por sus siglas en inglés NAFLD
Activity Score)'®. El puntaje NAS (0-8) se calculd a partir de la
suma de las puntuaciones individuales para esteatosis (0-3),
inflamacion lobular (0-2) y balonamiento (0-2).

PCR en tiempo real (QPCR): Se evalud la expresion de
ARNmM hepético de TGF-B, a-SMA, SREBP-1c, FAS, TNF- a
e IL-1b mediante gPCR (Stratagene Mx3000p gPCR System
(Agilent Technologies)), utilizando el reactivo EvaGreen® (5X
HOT FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus, Solis Biodyne)
segun las instrucciones del fabricante. Se extrajo el ARN
total de higado congelado usando el Kit E.Z.N.A de ARN
total I, segun instrucciones del fabricante (Omega bio-tek).
Se obtuvo ADNCc utilizando transcriptasa inversa Superscript
Il (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EE.UU.). Las secuencias
de los partidores sentido (F) y antisentido (R) para cada gen
fueron las siguientes: TGF-B (F: “TGAGTGGCTGTCTTTTGACG”,
R: "AGTGAGCGCTGAATCGAAAG”), a-SMA
(F: "GGGCCAAAAAGACAGCTATG”, R:
“GCCAGATCTTTTCCATGTCG”), SREBP-
1c (F: "CCGGGGAACTTTTCCTTAAC”,
R: "AAAACCGCTGTGTCCAGTTC”"), FAS
(F: "TTTGGGAAGTCCTCAGCAAC”, R:
“ATGTCAACCCTAACGCCTTG”), TNF-a
(F: "AAATGGGCTCCCTCTATCAGTTC”, R:
“TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC”), IL-
1b (F: “TGAAGCAGCTATGGCAACTG”, R:
“GGTCAAAGGTTTGGAAGCAG"). El analisis de los resultados
se realizo a través del algoritmo Delta-Delta Ct (2-A ACH)™.

Evaluacion inmunohistoquimica de la expresion de SREBP-1c
y FAS: El protocolo para la inmunohistoquimica de SREBP-1c
(5C8984, Santa Cruz) y FAS (SC20140, Santa Cruz), se realizd
a partir del presentado en el trabajo de Jureti¢, et al, 2021,

Tabla 1. Parametros generales.

Glicemia basal y Curva de tolerancia a la glucosa: Se
extrajeron muestras de sangre de ratones en ayunas mediante
la escision del extremo de la cola. Luego, se inyectd 1,5 mg de
glucosa/g de peso de forma intraperitoneal, y se midieron los
niveles de glucosa plasmatica a los 15, 30, 60 y 120 minutos.

Insulinemia y HOMA-IR: Se utilizé el Kit Sigma-Aldrich Rat/
Mouse Insulin ELISA (Catalogo No. EZRMI-13K), siguiendo
las instrucciones del fabricante y evaluando la absorbancia a
450y 590 mm (BioTek® SynergyTM 2). El indice HOMA-IR se
calculd segun la férmula [glicemia sérica en ayunas (mmol/L)
x insulina sérica en ayunas (uU/ml) /22,5]131415,

Analisis estadisticos: Los resultados se expresaron como
promedios + error estandar medio (SEM) utilizando el software
GraphPad Prism 9.0 ©. Los anélisis se realizaron mediante la
prueba paramétrica t de Student, considerando significativo
un valor de p < 0,05.

Resultados

1. Parametros generales. Después de un periodo de 17
semanas de tratamiento, se evaluaron los parametros
generales de cada grupo experimental. No se evidenciaron
diferencias (p > 0,05) entre los pesos corporales finales ni
en los pesos de los higados y el tejido adiposo entre los
grupos DAG y DAG+F (Tabla 1). No se observo diferencia
(p > 0,05) en la glicemia basal entre los grupos DAG y
DAG+F, pero si se encontré un incremento (p < 0,05) en
la insulinemia de un 176% en el grupo DAG+F, respecto al
grupo DAG. El andlisis del indice HOMA-IR, indica una Rl
avanzada en el grupo DAG+F, a comparacion del grupo
DAG, cuyo valor le asigna una clasificacion de Rl en fase
inicial o temprana (Tabla 1).

2. Alteraciones del tejido hepéatico y adiposo, y deteccion
de fibrosis. El grupo DAG, presentd gotas lipidicas del
tipo macrovesicular, con bajo grado de balonamiento, sin
inflamacion ni signos de fibrosis, lo que lo clasifica como
una esteatosis simple (segun Score NAS). A diferencia del

Parametros DAG DAG+F P
Peso corporal inicial () 18,7+0,4 19,8 £ 0,6 >0,05
Peso corporal final (g) 425 +25 40,5+ 2,1 >0,05
Peso higado (g) 1,5+0,2 1,4 + 0,09 >0,05
(Peso higado/peso corporal) x 100 3,5+0,22 3,5 +0,11 >0,05
Peso tejido adiposo (g) 21 +0,2 2,3+0,1 >0,05
(Peso tejido adiposo/peso corporal) x 100 49 +0,7 51+04 >0,05
Glicemia basal (mg/dL) 206,5 + 14,6 179 +3 >0,05
Insulinemia (pU/mL) 50+17"* 13,8 +0,5* =0,0071
HOMA-IR 25+0,8 53+0,8 >0,05

Los valores corresponden a promedios + SEM (p<0,05 t de Student). DAG: Dieta alta en grasa (n=5); DAG+F: Dieta alta en grasa + Fructosa (n=4).



grupo DAG+F, donde se observaron mayores alteraciones
del tejido hepatico, con predominancia de vesiculas
lipidicas de tipo microvesicular, inflamacién lobular leve
y balonamiento hepatico (Figura 1A). Sin embargo, las
alteraciones del grupo DAG+F no alcanzan el puntaje
necesario para ser clasificado como EHNA (segun Score
NAS), quedando calificado como EHNA indeterminada (Tabla
2). El método tricrémico Sirius Red, en el grupo DAG+F
detecta presencia de fibras colagenas en niveles basales
sin alcanzar una magnitud que permita categorizarlo como
fibrosis, mientras que no se evidencia tincion positiva para
fibras colagenas en el grupo DAG. (Figura 1B).

En relacion con los adipocitos, en ambos grupos se
observa hipertrofia del tejido adiposo, nucleos aplanados
y desplazados a la periferia. En el grupo DAG se evidencia
mayor inflamacion en el tejido y signos de muerte celular
dado por la presencia de estructuras en “forma de corona”,
a comparacion del grupo DAG+F (Figura 2A). Se observo
aumento significativo (p<0,05) de un 8,5% del area media
de adipocitos en el grupo DAG respecto al grupo DAG+F
(Figura 2B).

Expresion molecular de marcadores fibrogénicos (TGF-3
y a-SMA) e inflamatorios (TNF-a e IL-1B). Los resultados
del analisis de la expresion de ARNm de TGF-B y a-SMA
en el tejido hepatico revelaron diferencias significativas
(p < 0,05) entre DAG y DAG+F. La expresion de TGF-3
mostré un aumento (p < 0,05) de un 91% en el grupo DAG

en comparacion con el grupo DAG+F. Por otro lado, se
observé un incremento significativo (p < 0,05) de un 115%
en la expresion de a-SMA en el grupo DAG+F con relacion
al grupo DAG. (Figura 3). La expresion hepatica del ARNm
para TNF-a e IL-13, no mostré cambios significativos entre
los grupos DAG y DAG+F, pero si se puede observar una
tendencia al aumento de ambos marcadores en el grupo
DAG+F (Figura 3).

4. Evaluacién de la expresion proteica y molecular de los
marcadores lipogénicos SREBP-1c y FAS. Los resultados
de la expresion hepatica del ARNm de SREBP-1c no
demostraron una diferencia estadisticamente significativa
(p>0,05) entre los grupos DAG y DAG+F, sin embargo, se
evidencia una tendencia al aumento de la expresion del
marcador en el grupo DAG+F (Figura 4A). La inmunaotincion
positiva para SREBP-1c mostré una localizacion nuclear
(Figura 4C) y no se observ¢ diferencia significativa (p>0,05)
en el promedio de nucleos positivos entre los grupos DAG
y DAG+F (Figura 4B).

Respecto a la expresion hepatica del ARNm de FAS, se
observo un incremento (p<0,05) del 112,3% en el grupo
DAG+F respecto al grupo DAG (Figura 5A). La inmunotincion
positiva para FAS mostré una localizacién citoplasmatica
(Figura 5C) y se observo un aumento (p<0,05) en el
porcentaje de células positivas para FAS del 209% en el
grupo DAG+F, a comparacion del grupo DAG (Figura 5B).

Tabla 2. Score NAS.

Tratamiento Esteatosis Balonamiento Inflamacién Fibrosis Diagnéstico
lobulillar

DAG 1,25 £ 0,25 0,25 £ 0,25 0,5+0,3 0 Esteatosis simple

DAG+F 2,33+0,24 1,33 + 0,24 1 0,66 + 0,24 EHNA Indeterminado

Los valores corresponden a promedios + SEM. DAG: Dieta alta en grasa (n=5); DAG+F: Dieta alta en grasa + Fructosa (n=4).

Figura 1: (A) Histologia hepatica: Las flechas continuas indican las venas
centrolobulillares. Punta de flechas sefialan hepatocitos con balonamiento y
microvesiculas lipidicas. Los asteriscos marcan las macrovesiculas lipidicas
presentes en los citoplasmas de los hepatocitos. Flechas discontinuas sefialan
células inflamatorias. Hematoxilina Eosina. Escala 50 um. (B) Deteccién de fibrosis:
La tincion rojiza indica presencia de fibras coldgenas. Tricromico Sirius Red.
Escala 100 pm. DAG: Dieta alta en grasa; DAG+F: Dieta alta en grasa + Fructosa.




Figura 2: (A) Histologia tejido adiposo: Se observa hipertrofia de los
adipocitos en ambos grupos experimentales. La flecha sefiala una
“forma en corona” en el tejido adiposo del grupo DAG. Escala 200 ym.
(B) Cuantificacion del &rea media de adipocitos: Valores expresados
como promedio + SEM. ****p < 0,0001 (P<0,05 t de Student). DAG:
Dieta alta en grasa (n=5); DAG+F: Dieta alta en grasa + Fructosa (n=4).
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Discusion

Diversos estudios han propuesto que la fructosa aumenta
la lipogénesis hepatica y promueve la Rl, contribuyendo asi
al desarrollo de la EHGNA'®". Si bien la DAG es ampliamente
utilizada como modelo para inducir la esteatosis hepética en
animales'®, esta no induce EHNA. Es en este contexto, que
el objetivo del presente estudio fue investigar el impacto de
la ingesta de fructosa junto a una DAG sobre parametros
inflamatorios y fibréticos, para evaluar su rol en la progresion
de la EGNHA a estados mas complejos y asi estandarizar
este modelo de estudio.

El consumo de fructosa junto a DAG por 17 semanas
no gener¢ diferencias respecto al peso corporal, peso del
higado, del tejido adiposo, ni sobre la glicemia basal de los
animales alimentados sélo con DAG. Sin embargo y de manera
interesante, la suplementacioén con fructosa incrementé los
niveles de insulina, aunque esta diferencia no se vio reflejada
en los niveles de HOMA-IR. Este aumento de los niveles de
insulina podria estar explicado por una sobrecompensacion en
la secrecion de insulina por parte de las células B pancreaticas
disfuncionales, sugiriendo que la ingesta de fructosa en estas
condiciones podrfa inducir un estado de prediabetes. Otros
estudios han observado que la suplementacion con fructosa
(al 10%) por 3 semanas reduce la masa de células 3 sin alterar
la glicemia', debido a la capacidad residual de las células
B para producir insulina. Otros estudios han reforzado la
evidencia de que una alimentacioén alta en grasas y fructosa
induce alteraciones en el tamafio de los grupos de células By
anomalias en las funciones secretoras del pancreas®. Ademas,
se ha observado que la fructosa desencadena trastornos
metabdlicos, oxidacion e inflamacion a nivel sistémico?.

A nivel histolégico, tanto la dieta DAG como la DAG+F
indujeron esteatosis hepatica. Sin embargo, la suplementacion
con fructosa indujo ademas un incremento en el balonamiento
celular, inflamacion lobulillar y fibrosis, correspondiendo a
un estado de EHNA indeterminado. De forma interesante,

Figura 5: (A) Niveles del ARNm y (B) Cuantificacion de las células
positivas para FAS: Valores expresados como promedio + SEM. **p <
0,01, ****p < 0,0001 (P < 0,05 t de Student). (C) Inmunotincion para FAS:
Flechas sefialan hepatocitos positivos para FAS. Escala 100 ym. DAG:
Dieta alta en grasa (n=5); DAG+F: Dieta alta en grasa + Fructosa (n=4)..

la fructosa indujo esteatosis macrovesicular, mientras que
los animales alimentados con DAG por sf sola, presentaron
esteatosis microvesicular. La esteatosis macrovesicular ha
sido relacionada fuertemente con la aparicion de inflamacion
y fibrosis?'. Otro resultado interesante fue que, si bien la
fructosa no indujo diferencia en el peso de los animales, si
observamos diferencias en la histologia del tejido adiposo.
Interesantemente, observamos que los animales alimentados
con DAG+F presentaron tamafio de adipocitos significativamente
menores que los animales alimentados sélo con DAG. Segun
la literatura, la ingesta de dieta DAG genera un estado de
hipertrofia en el TA, en donde los adipocitos aumentan de
tamafio mas que en cantidad. Nuestros resultados sugieren
que la fructosa junto con la DAG podria estar incrementando
el tamafo del TA por otros mecanismos, como hiperplasia.
Se ha descrito que la suplementacion de fructosa promueve
un entorno proinflamatorio y exacerba la acumulacion de lipidos
en el higado, lo que en conjunto llevan a la progresion de la
EHGNA hacia EHNA. En este sentido, al evaluar marcadores
inflamatorios hepaticos, encontramos una tendencia al aumento
en los transcritos de TNF-a e IL-1B3, pero no un aumento
significativo. Este resultado concuerda con lo observado para
los marcadores de fibrosis. Segun los estudios histolégicos,
la fructosa junto con DAG por 17 semanas indujo un estado
pre-fibrético, donde ademas observamos incremento en los
transcritos de a-SMA, pero, sorpresivamente, una disminucion
de TGF-B. Sin embargo, seria necesario estudiar los niveles
proteicos para concluir si esta disminucion es debida a la
temporalidad de la medicion, o siresponde a algun estado previo
de fibrosis. En este sentido, otros estudios han observado fibrosis
luego de 32 semanas de tratamiento con dietas similares??. Por
otro lado, la elevacién de la expresion del ARNm de a-SMA,
apoya el estado prematuro de fibrosis y sugiere que las células
estrelladas hepaticas han sido activadas y han experimentado
transdiferenciacion, lo que ha sido observado previamente?®®. La
lipotoxicidad hepatica se manifiesta a través de la disminucion
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de la B-oxidacion y un aumento en la sintesis de lipidos. En
este sentido, observamos un aumento significativo tanto en
los transcritos como en los niveles proteicos de SREBP-1c y
FAS, lo que reafirma lo descrito en la literatura®.

En conclusioén, los resultados obtenidos en este estudio
indican que el tratamiento de 17 semanas con DAG mas fructosa
induce un estado pro-fibrético en el higado, caracterizado por
un aumento en la expresion de a-SMA, o cual implicaria una
promocién en la activacion de las células estrelladas hepaticas.
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