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1. Introduccioén.

La Enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) o esteatosis hepatica no
alcoholica (EHNA) es actualmente la enfermedad hepatica crénica mas comun a
nivel mundial, con una prevalencia estimada de 25.24%, de la cual Oriente Medio y
Ameérica del Sur ocupan una mayor incidencia en la patologia y la mas baja en Africa
(Younossi et al., 2016). En México, un estudio en poblacion derecho habiente de
compafias aseguradoras que acudio a una revision clinica reporté una prevalencia
de EHGNA del 14.4% (J. Lizardi Cervera. 2006).

La patologia se caracteriza por la acumulacion de vacuolas de grasa en el
citoplasma de los hepatocitos y por la presencia de lesiones hepaticas similares a
las producidas por el alcohol en sujetos que no consumen cantidades toxicas de
éste (Caballeria Rovira et al., 2008). La EHGNA engloba un espectro de entidades
histopatoldgicas que se correlacionan directamente con la historia natural de la
enfermedad, siendo las primeras etapas no detectables de forma clinica hasta que
el dafio es considerable y se hace evidente la elevacion de las transaminasas como
el primer indicio de la enfermedad, el cual estd asociado con el sindrome
metabdlico, caracterizado por obesidad, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia e
hipertension (Morales Carrasco., et al 2020). Es asi como la deteccion oportuna de
la enfermedad permite incidir en factores asociados y evitar su evolucién hacia
formas mas graves, por lo que su estudio tanto a nivel clinico como en modelos
animales es muy importante para la busqueda de marcadores de inicio y progresion
(Caballeria Rovira et al., 2008).

En un estudio publicado por el Dr. Henry Cohen, se menciona que el examen
histol6gico (biopsia hepatica) es el patréon de oro en el diagnostico de esta
enfermedad. Sin embargo, la biopsia hepética constituye un procedimiento de alto
riesgo, por lo tanto, no puede ser realizado con la frecuencia necesaria para dar el
seguimiento a la progresion, de tal manera que se han descrito diversos abordajes
para evaluar la evolucion de la EHGNA, siendo los modelos animales los que mas
informacion ofrece en este sentido. Segun el porcentaje de hepatocitos afectados la

EHGNA se puede clasificar en: leve (25% de hepatocitos afectados), moderada (25



a 50% de hepatocitos afectados) y severa (50% de hepatocitos afectados) (Cohen
et al., 1997).

En esta tesis se presentan los resultados de la implementacion de un modelo murino
en el que se llevo a cabo la induccion de EHGNA a través de una dieta alta en
grasas, favoreciendo el desarrollo de esta enfermedad con caracteristicas clinicas
similares a las reportadas en humanos. Este modelo facilitara el estudio de la
fisiopatologia e histologia de la enfermedad para entender a nivel celular, serolégico
y molecular las vias de patoldgicas; contribuyendo con la generacion de nuevas
estrategias, intervenciones, tratamientos y medidas que puedan prevenir o revertir

esta patologia.

2. Generalidades.

Anatomia y fisiologia del higado.

El higado es uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo humano. Se encuentra
separado de manera incompleta en dos lébulos, cubiertos en sus superficies
externas por una fina capsula de tejido conjuntivo y su peso en adultos sanos es de
1500 g, aproximadamente (McCuskey, R. 2012).

A nivel externo, el higado esta dividido por el ligamento falciforme, que forma un

|6bulo derecho mayor y un Iébulo izquierdo mas pequefio (Figura 1).



Higado derecho Higado izquierdo
] ]

Ligamento falciforme

Figura 1. Anatomia del higado (Sibulensky, 2013).

Se ubica en la region hipocondriaca y epigéastrica derecha de la cavidad abdominal,
debajo del diafragma. El suministro de sangre dual del higado ingresa al érgano en
el hilo (porta hepatis) acompafiado por el conducto biliar hepatico, los vasos
linfaticos y los nervios. Aproximadamente el 80% de la sangre que ingresa al higado
esta pobremente oxigenada y es suministrada por la vena porta, esta es la sangre
venosa que fluye en los intestinos, pancreas, el bazo y la vesicula biliar. El 20%
restante del suministro de sangre esta bien oxigenada y es entregada por la arteria
hepatica (Sibulesky, 2013). Las principales vias sanguineas de salida del higado
son las venas hepéticas: derecha, media e izquierda; las cuales entran en la vena

cava inferior (Figura 2), (Manterola, et al. 2017).
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Figura 2. Vista anterior (izquierda) y posteroinferior (derecha) del higado (Alvarado,
2023).

El higado esta encapsulado por una fina capa de tejido conectivo (capsula de
Glisson) que consiste principalmente en fibras de colageno tipo |, fibras dispersas

tipo 111, fibroblastos, mastocitos y pequefios vasos sanguineos (McCuskey, R. 2012).

Los 8 segmentos del higado se delimitan por la distribucion del sistema venoso
hepatico y el sistema venoso portal; cada segmento tiene un flujo vascular y drenaje
biliar independiente. El higado se divide en 4 secciones: la seccién anterior
(segmentos Vy VIII), seccién posterior derecha (segmentos VIy VII), seccibn medial
izquierda (segmento V) y seccion lateral izquierda (segmentos Il y 1ll) (Manterola,

et al. 2017). como se muestra en la figura 3.



Figura 3. Segmentacion del higado basado en sus divisiones principales de lavena
portay la arteria hepatica (Alvarado, 2023).

La célula funcional del higado es el hepatocito, que representa el 60% de la
poblacién celular total y el 80% del volumen del 6rgano (Figura 4), (Rios Lopez, et
al. 2020). Los hepatocitos son células de morfologia poligonal con bordes celulares
bien definidos y pueden contener uno o0 mas nucleos de diverso tamafio (Lefkowitch,
2021). Se encuentran organizados en placas interconectadas que forman una red
tridimensional continua. Entre las placas de los hepatocitos hay espacios llamados
sinusoides hepaticos, los capilares fenestrados de gran calibre del higado que
nutren cada célula parenquimatosa en varios lados. El espacio sinusoidal y las
células no parenquimatosas comprenden la mayor parte del volumen hepético
restante. Las células no parenquimatosas incluyen células endoteliales
sinusoidales, células estrelladas perisinusoidales (células de Ito que almacenan
grasas) y células de Kupffer intraluminales. Una red interconectada de diminutos
canales intercelulares forma los canaliculos biliares, que transcurren entre los
hepatocitos adyacentes. Estos reciben la bilis secretada por los hepatocitos y luego
drenan a través de conductos biliares cortos parcialmente revestidos por células

epiteliales cuboidales hacia los conductos biliares (McCuskey, R. 2012).
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Funciones del higado.

El higado, es un drgano esencial en la regulacion y mantenimiento de la
homeostasis metabdlica. Las funciones hepaticas son muy amplias y variadas, son
llevadas a cabo por el hepatocito. Algunas de las funciones que el higado realiza va
desde metabolismo de farmacos, degradacion de lipidos, almacenamiento de
vitaminas y minerales, produccion de bilis, sintesis de proteinas. (Kalra A, et
al. 2022). También se relaciona con la regulacion de los niveles de glucosa
(McCuskey, R. 2012).



Generalidades del metabolismo de lipidos.

Existen dos vias por las cuales los lipidos son metabolizados, que se muestran en
la Figura 5. La via de los quilomicrones que se lleva a cabo por metabolismo
exdgeno y la via endogena de VLDL, LDL y HDL (Real & Ascaso, 2021).

Metabolismo exdégeno.
Esta via metabdlica se refiere al transporte de lipidos desde tubo intestinal,
procedentes de la dieta y de los excretados por via biliar, al higado y al tejido

adiposo.

Los triglicéridos que son ingeridos en la dieta son hidrolizados por las lipasas
pancreaticas dentro de la luz intestinal, donde se emulsionan y forman micelas que
son captadas por los receptores de las células intestinales a través del transportador
especifico FAT/CD36. El colesterol es captado por la proteina Niemann-Pick C1 like
1 (NPC1L1). Posteriormente, en los enterocitos, el colesterol sufre una reaccion de
esterificacion mediante la acil-CoA: colesterol aciltransferasa (ACAT). Una vez
sintetizados se unen a la ApoB84 por la accidon de la proteina de transferencia
macrosémica (MTP) formando quilomicrones, donde son transportados al aparato
de Golgi por accion de las proteinas de grupo coatomero Il (COPII) como SSR1-ay
SAR1Db (Real & Ascaso 2021).

Los quilomicrones formados son secretados hacia la linfa intestinal y después a
circulacion general. La lipoproteina-lipasa (LPL) hidroliza los triglicéridos
(encontrados en el interior de los quilomicrones) generando acidos grasos libres los
cuales son captados por el tejido adiposo y muscular estriado, en donde a través de

una reaccion de oxidacién produciran energia (Carvajal, C. 2014).

Metabolismo enddgeno.

Este proceso inicia con el paso de las VLDL ricas en triglicéridos unidas a apoB100,
a IDL y finalmente a LDL (Teresa L. Errico: 2013). Las VLDL se componen por
triglicéridos y por apoB100 (sintetizada en el higado). La formacion de VLDL se
caracteriza por la accion de la enzima proteina MTP, empaquetando triglicéridos
hepaticos, esteres de colesterol, colesterol libre, fosfolipidos y apoB100. Una vez

sintetizadas, las VLDL, son liberadas en el plasma donde son hidrolizadas por la



lipoproteina lipasa (LPL) originando el remanente de VLDL que es IDL. La IDL tiene
dos fines metabdlicos, uno es ser catabolizada por el higado y el otro es permanecer
en circulacion y dar origen a las LDL por accion de las enzimas lipasa hepatica (LH)
y la proteina transferidora de esteres de colesterol (CETP) permitiéndole captar
esteres de colesterol a partir de HDL (Carvajal, C. 2014).

Las HDL se caracterizan por su contenido de apo A-l y de esteres de colesterol, su
sintesis es dependiente de catabolismo de VLDL rica en triglicéridos y por la sintesis
de apo A-l (Teresa L. Errico: 2013). Una de las principales funciones de HDL es la
captacion de colesterol para mantener la homeostasis de este evitando la
aterosclerosis, este proceso de captacion se realiza a través de un casete proteico
de union a ATP Al (ATP-binding casette protein Al, [ABCA1]) y G1 (ABCG1) situado
en la membrana celular. El colesterol incorporado se esterifica por la lecitin-
colesterol aciltransferasa (LCAT), de esta manera se enriquecen en colesterol y
apolipoproteinas para ser captadas por los hepatocitos a través del receptor SR-BI.
El colesterol hepatico que llega gracias a HDL sera reutilizado en la sintesis de
nuevas VLDL y el resto serd excretado desde los hepatocitos por via biliar a través
de los cotransportadores ABCG5/G8 (Real & Ascaso. 2021).

Metabolismo exdégeno de las lipoprotefnas Metabolismo enddgeno de las lipoprotefnas
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Claria & Titos (2004), mencionan que las células de Kupffer juegan un papel
importante en el metabolismo de lipoproteinas. Las LDL son captadas y
metabolizadas en el higado por accidn de las células de Kupffer y las células
endoteliales sinusoidales. Las LDL se unen a las células de Kupffer y las células
endoteliales sinusoidales a través del receptor scavenger que llevan a las

lipoproteinas a su interior y las hacen susceptibles a la degradacion endosomal.

Células de Kupffer.

Las células de Kupffer se caracterizan por ser uno de los tipos celulares hepaticos
mas activos. Estos macréfagos se encargan de eliminar todo tipo de sustancias
innecesarias del organismo mediante fagocitosis. Las funciones que estas células
realizan son vitales para el organismo ya que secretan mediadores biolégicamente
activos que se encargan de regular la respuesta inflamatoria e inmunitaria. La
activacion de estas células se relaciona con estimulos que desencadenan la
patogénesis hepatica, una vez activadas liberan cantidades masivas de citocinas
como: IL-1, IL-6, IL-10, TNF-qa; radicales libres de oxigeno, aniones superoxido, IFN-
a y eicosanoides. Por otra parte, también se ven involucradas en el metabolismo de

lipoproteinas (Claria & Titos, 2004).

Células endoteliales sinusoidales.

Estas células forman una barrera con pequefios agujeros entre las células
parenquimatosas y la sangre que fluye en las sinusoides. La morfologia fenestrada
de las células endoteliales actia como un tamiz que evita que los glébulos rojos y
otros componentes celulares interactien con los hepatocitos y permite un acceso
rapido de los hepatocitos para seleccionar sustancias de la sangre (McCuskey, R.
2012).

Células estrelladas.
Las células estrelladas se ubican a lo largo de las sinusoides hepaticos denominado

espacio perisinusoidal de Disse. En condiciones normales cumplen diversas



funciones como, por ejemplo: las células estrelladas guardan la vitamina A y otras
vitaminas liposolubles. Controlan la comunicacion intercelular a través de la
liberacion de mediadores intercelulares. Y controlan la homeostasis tisular
manteniendo un equilibrio fisiolégico entre la sintesis y degradacion de los
componentes de la matriz extracelular (Sarem et al., 2006).

Desarrollo de fibrosis.

Las células estrelladas son las principales responsables de la fiborogénesis y son el
objetivo principal de las citocinas en la fibrosis hepatica. Las citocinas
proinflamatorias liberadas por las células de Kupffer estimulan a las células
estrelladas. (Harrison, 2002). Estas células fueron identificadas en los afios 90’s

como una importante fuente de colageno dentro del higado (Paramo et al., 2010).

En un articulo publicado por Paramo y colaboradores en el 2010, menciona que la
fibrosis es un proceso que se desarrolla por varios pasos que llevan al aumento de
la produccion en la matriz extracelular. El colageno tipo | constituye la matriz de tipo
fibrilar; el estimulo mas potente para aumentar la produccion de colageno tipo | es
el Factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1), considerada una citocina
fibrogénica clasica. Otra via por la que TGF-B1 estimula la sintesis de colageno es
a través de peréxido de hidrégeno y un mecanismo dependiente del factor de
transcripcion C/EBP (Paramo et al., 2010).

G. Odena y R. Bataller en su articulo “Fibrogénesis hepatica: fisiopatologia”,
mencionan que la activacion de las células estrelladas es consecuente a un dafio
hepatico, provocando el acimulo de estas células. Generando una gran cantidad
de matriz extracelular (generalmente compuesto por colageno fibrilar, fibronectina,
etc.) que se depositan en el parénquima hepatico alterando su arquitectura y
promoviendo la migracién de células inflamatorias (Figura 6). Algunas sustancias
promotoras de la activacion de las células estrelladas pueden ser algunos factores
de crecimiento (TGFB, PDGF), también sustancias vasoactivas (trombina,
angiotensina Il y endotelina-1), citocinas (MCP-1) y adipocinas (leptina). Por otro

lado, algunas citocinas (IFN-a, IGF, adiponectina) y sustancias vasodilatadoras



(6xido nitrico, relaxina) son potentes inhibidores de la activacion de las células
estrelladas. La activacion y proliferacion de las células estrelladas estan reguladas
por diversos mecanismos moleculares qua a su vez incluyen diversas vias de
sefalizacion (MAP cinasas, PI3-cinasa/AKT, PPAR-y, NF-kB, TLR), también puede
ser regulado por canales de transporte i6nico (canales de calcio, intercambio
sodio/potasio). El factor TGF[ es el mediador méas importante de la fibrosis humana.
Una vez que el factor TGFf se encuentra activado se une a receptores de la
membrana de las células estrelladas, activando diversas cascadas intracelulares
como el sistema de las proteinas SMAD, que promueve la expresion genética de
proteinas en la matriz extracelular (sintesis de procolageno | y lll). Las células
estrelladas activadas secretan grandes cantidades de inhibidores tisulares de las
colagenasas (TIMP), que se encargaran de regular la actividad de las colagenasas,
estas Ultimas encargadas del proceso de degradacion de fibras de colageno.
Durante el proceso de la fibrogénesis hepatica hay un incremento en la expresion

de TIMP, inhibiendo la actividad de las colagenasas.
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Enfermedad de Higado graso no alcohélico.

La EHGNA es la manifestacion clinica del sindrome metabdlico, la cual se
caracteriza por el acumulo de lipidos en el higado de personas que no consumen
alcohol, que pude progresar a esteatohepatitis caracterizada por la aparicion de
inflamacion hepatica y fibrosis. Esta patologia esta relacionada con la obesidad, la
diabetes mellitus tipo 2 e hiperlipidemia (Prasomthong et al., 2022)

Definicion.

La organizaciéon mundial de Gastroenterologia define a esta enfermedad como una
condicion generada por la acumulacion excesiva de grasa en forma de triglicéridos
en el higado. En donde los pacientes muestran lesiones e inflamacion de las células
hepaticas ademas de exceso de grasa (World Gastroenterology Organisation
[WGO]).

En la actualidad han surgido diversos términos para nombrar a esta patologia, de
acuerdo con el consenso para la enfermedad de higado graso no alcohdlico
(EHGNA), publicado en el afio 2019; el Dr. Raul Bernal establece que dicha
patologia se encuentra estrechamente relacionada con el sindrome metabdlico.
Siendo un dato de relevancia la formacién de macro vesiculas de grasa en los
hepatocitos, aunque en algunas ocasiones también pueden presentarse micro
vesiculas. Su espectro patolégico puede evolucionar de la esteatosis no alcohdlica
a la esteatohepatitis, a la cirrosis y al carcinoma hepatocelular. Siendo el ultimo la
primera indicacion de trasplante hepatico (Consenso mexicano de la enfermedad

por higado graso no alcohdlico, 2019).

Prevalencia.

Segun un estudio epidemioldgico realizado por la Dra. Younossi, se estima que esta
patologia afecta al 25% de la poblacion mundial (Younossi et al., 2016). En México,
se ha observado un aumento en la prevalencia de esta enfermedad ya que el estilo

de vida es cada vez mas nocivo. Se caracteriza por el consumo excesivo de



alimentos y bebidas con alto contenido de azlcares afiadidos y grasas saturadas;

a esto se agrega el sedentarismo extremo.

Con base en los reportes de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del Instituto
Nacional de Salud Publica publicados en el afio 2016, la encuesta reportd que en
México mas del 70% de los adultos presentan sobrepeso y obesidad, en algunos
casos presentando obesidad visceral, la cual estd asociada con el sindrome
metabdlico y riesgo cardiovascular.

Por otra parte, la prevalencia nacional de enfermedades cronicas como la DM (7.2%
en 2006 y 9.4% en 2016)7, la HTA (25.5%)8 y el hipercolesterolemia (28%) va en
aumento (Campos et al., 2016).

Recientemente la asociacibn mexicana de gastroenterologia hizo un proyecto
epidemioldgico en donde determinaron la prevalencia de la enfermedad por higado
graso no alcohdlico. En dicho estudio determinaron que el incremento en la
prevalencia de la EHGNA estad estrechamente relacionado con la obesidad, la
Diabetes Mellitus 2 y el sindrome metabdlico; concluyendo que el 41.3% de la
poblacion mexicana desarrolla patologias hepaticas a causa de la disfuncion
metabdlica (Prevalencia y caracteristicas clinico-epidemioldgicas de una poblacién
mexicana con enfermedad del higado graso asociada a disfuncion metabdlica: un

estudio en poblacion abierta, 2021).

Causas asociadas a la EHGNA.

De acuerdo con la revista espafiola de enfermedades digestivas, algunas de las
causas asociadas con la generacion de la EHGNA se desarrollan principalmente
por la aparicion de enfermedades genéricas y metabdlicas, tal es el caso de la
obesidad, la diabetes mellitus, hiperlipidemia, lipodistrofia y enfermedades
relacionadas con el almacenamiento de esteres de colesterol. Ademas, algunas
condiciones nutricionales juegan un papel importante de la aparicion de EHGNA, el
ayuno prolongado, un desequilibrio en la ingesta de azucares refinados y una dieta

rica en carbohidratos pueden contribuir a la afeccién del higado (Martin et al., 2013).



Por otra parte, Mirmiran et al. (2017) menciona que la dieta juega un papel
importante en la aparicion de EHGNA, un patrén dietario alto en carnes rojas, azucar
refinado, confiteria y bebidas carbonatadas tienen una gran repercusion en la salud

hepatica.

Obesidad.

La obesidad es definida por la OMS como una acumulacién anormal 0 excesiva de
grasa que es perjudicial para la salud (Obesidad y sobrepeso, 2021) Se vincula con
un gran espectro de patologias que repercuten en el higado, dentro de ellas la
EHGNA gue se caracteriza por un aumento en los niveles hepaticos de triglicéridos,
acompafnade de inflamacion y fibrosis (Fabbrini et al., 2010). Algunas de las
complicaciones mas comunes de la obesidad es la resistencia a la insulina y la
diabetes mellitus tipo Il (Kaplan, 1998). El tejido adiposo es una fuente importante
de sefales moleculares, las adipocinas que regulan estas sefiales son el TNF-a, la
IL-6, la resistina, la leptina, la adiponectina (Buqué et al., 2008). Un ejemplo del
efecto de una adipocina es la leptina quien se encarga de la regulacion del peso
corporal y el metabolismo energético. En los hepatocitos, la leptina regula la
respuesta a la insulina. Estimula el transporte y el recambio de glucosa, también
inhibe la fosforilacidén estimulada por la insulina de varias proteinas de sefalizacion
intracelular como IRS-1. En las personas con obesidad se ha encontrado que los
niveles de leptina circulantes son elevados lo cual lleva a generar EHGNA de dos
maneras: promoviendo la resistencia a la insulina y niveles elevados de insulina
circulante y alterando la sefalizacion de insulina en los hepatocitos para promover

un aumento de &cidos grasos circulantes (Kaplan, 1998).

Resistencia a la insulinay su relacion con la Diabetes Mellitus tipo 2.

La patogenia de la EHGNA comparte una serie de mecanismos con la DM2, las
alteraciones en el metabolismo de la glucosa, de los lipidos, resistencia a la insulina,
asi como factores genéticos forman parte de las similitudes entre ambos
mecanismos (Caballeria & Caballeria 2016). Uno de los principales mecanismos
caracteristicos que comparte la EHGNA y la DM2 es la resistencia a la insulina; en



la figura 7 se muestra la relacion de la resistencia a la insulina con diversas
patolégicas. La resistencia a la insulina es caracterizada por un aumento en los
niveles de insulina circulante, reduccion en la eliminacién de la insulina y deficiencia
en absorcion de glucosa por parte del masculo. En el tejido adiposo esto conduce a
la liberacion de &cidos grasos libres y citocinas proinflamatorias. Al momento de
generarse la resistencia a la insulina no se suprime la produccion de glucosa. Las
concentraciones de glucosa plasmatica son elevadas y promueven la lipogénesis
de Novo, la cual se lleva a cabo directamente al aumentar la actividad del ciclo del
acido tricarboxilico y la sintesis de acil CoA, que actla como sustrato para la
lipogénesis de Novo. Otro mecanismo, es por la expresiéon de ChREBP y el receptor
LXRa del higado, que también promoveran la transcripcién genética de adenosina
trifosfato-citrato liasa (ACL), el receptor FAS y Estearoil-CoA Desaturasa-1 (SCD-
1). Estas alteraciones metabdlicas resultan en el aumento de acidos grasos libres y
triglicéridos plasmaticos lo que conduce a la alteracién de la sefializacién de la

insulina (Saponaro et al., 2015).
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Sindrome Metabdlico.

El sindrome metabdlico es una de las patologias que desencadenan sobre el cuerpo
humano un cimulo de afectaciones que estan estrechamente relacionadas con la
aparicion de la Enfermedad de Higado Graso no Alcohdlico. La obesidad promueve
el estado de inflamacion crénica; la respuesta inflamatoria se presenta como una
manera de controlar los dafios generados en el organismo por agresiones fisicas,
qguimicas o biologicas, a través de la liberacidon de citocinas proinflamatorias lo cual

lleva a la aparicién de la resistencia a la insulina (Petta et al., 2016).

El sindrome metabdlico también es conocido como sindrome de resistencia a la
insulina y algunas de las anormalidades que desencadena en el organismo son: 1)
hiperinsulinemia; 2) hiperglicemia; 3) hipertension; 4) disminucién de los niveles de
HDL en plasma; 5) y un incremento en los niveles de LDL en plasma, triglicéridos,

glucosa y obesidad (Keltikangas, 2007).

La EHGNA es una representacion hepatica del sindrome metabdlico, cerca del 90%
de los pacientes con EHGNA presentan mas de una manifestacion de sindrome
metabdlico; el riesgo de presentar EHGNA aumenta con la gravedad de la obesidad
y a su vez se asocia con resistencia a la insulina. La lipotoxicidad se asocia con

ambas enfermedades que afecta directamente al higado (Almeda et al., 2009).

Segun una investigacion, Gutiérrez Rodelo menciona que cuando existe un estado
de obesidad se desarrolla un incremento en el tejido adiposo que se relaciona con
el incremento en la acumulacion de lipidos afectando la morfologia de los adipocitos,
alterando la secrecion de adipocinas y citocinas proinflamatorias, asi como la
liberacion excesiva de acidos grasos libres. Algunas citocinas proinflamatorias
secretadas son: el TNF-q, la IL-6, la IL-18, la IL-1B y la Ang Il. Estas citocinas
influyen sistémicamente con la resistencia a la insulina, en el caso de TNF-q, la IL-
6 y la IL-1B, se induce la resistencia a la insulina por la activacién de cinasas de
Ser/Thr, la disminucién de la expresion de IRS-1, GLUT-4 y receptor Gamma
activado por proliferacion de peroxisomas, o la expresion y activacion de SOCS-3
(Gutiérrez, 2017).



Otro mecanismo de inflamacion ocurre con la activacion de receptores tipo troll
(TLR) como TLR-2 y TLR-4, que inducen inflamacion a través del factor nuclear
kappa beta (NF-kB). Los receptores TLR-4 son activados por acidos grasos libres

promoviendo la sintesis de citocinas proinflamatorias (Kim & Sears, 2010).

Dislipidemias.

Una dislipidemia es un desorden en la concentracion de lipidos en la sangre. Este
trastorno se clasifica de acuerdo con la concentracion de lipidos, de manera general
se mencionan dos de mayor importancia el hipercolesterolemia y la
hipertrigliceridemia que llevan a la aparicion de aterosclerosis (Lozano, 2005). Los
mecanismos patoldgicos de la aterosclerosis se asemejan a los de la obesidad que
conducen a la aparicibn de un estado inflamatorio cronico; la presencia de
inflamacion y obesidad llevan a desarrollar resistencia a la insulina, diabetes,

aterosclerosis y con ello EHGNA (Pifieiro & Fernandez 2013).

Fisiopatologia.

Dentro de las teorias que se enfocan en el mecanismo de induccién de la EHGNA,
existen dos teorias que se aceptan como una propuesta para explicar la respuesta
del avance de la enfermedad en el higado. Una es la teoria de los dos golpes (figura
8) y la otra es la teoria de multiples golpes (figura 9) que es un modelo que se enfoca

mas a multiples influencias patogénicas paralelas en el organismo.

Teoria de los dos golpes.

Esta teoria fue propuesta por Day & James en el afio de 1998 y como su hombre lo
indica propone la aparicion de la enfermedad a través de dos etapas que generan
el dafio propio de la patologia (Day & James, 1998).

Dentro de esta teoria encontramos que el primer golpe, estd mas relacionado con
la aparicion de esteatosis. Este ocurre cuando disminuye la capacidad celular para
responder a la insulina circulante. En el tejido adiposo actla sobre la lipasa sensible
a hormonas (LSH) favoreciendo a la lipolisis, lo cual libera acidos grasos libres al
higado. El primer impacto resulta de diversos factores como la resistencia a la
insulina, la resistencia a la leptina, la reduccion de los niveles de adiponectina, entre
otros (Martin et al., 2013).



Los principales factores que se ven involucrados en el desbalance de la
homeostasis de las grasas es el aumento de acidos grasos en el higado; la
disminucién en la sintesis de acidos grasos; la B-oxidacion de acidos grasos en el
higado (Harrison, 2002).

Cuando los niveles de insulina aumentan, afectan a los adipocitos con lo cual
disminuye la oxidacion de acidos grasos. Los hepatocitos también se ven afectados
aumentando la sintesis de acidos grasos. Este incremento en los niveles de insulina
también afecta la degradacion de la apolipoproteina B100, un componente de las
VLDL, disminuyendo asi su produccion. La leptina es una hormona expresada en
los adipocitos que regula la homeostasis energética, también se ve afectada por el
aumento de la insulina (Harrison, 2002). Otros receptores que se ven afectados son
los PPAR, que se encargan de metabolizar los acidos grasos, el aumento en los
niveles de insulina provocara un polimorfismo en PPAR-a lo cual inhibira su

capacidad catabdlica de acidos grasos (Vazquez & Laguna, 2000).

El segundo golpe se relaciona mas con la esteatohepatitis. Esta parte se ve
desarrollada mayormente por un estrés oxidativo de los acidos grasos libres dentro
de la mitocondria, microsomas y peroxisomas del hepatocito. Este proceso de
oxidacién genera especies reactivas de oxigeno que en exceso agotan los
antioxidantes naturales, como el glutation. Los subproductos de la reaccion de
oxidacion es el peréxido de hidrogeno que pasa a formar grupos hidroxilos; cuando
aumentan estos radicales libres se desencadenan: la peroxidacion lipidica de
membranas, activacion del factor de necrosis tumoral, TNF-a, proinflamatoria
(Harrison, 2002).

El TNF-a juega un papel muy importante en la resistencia a la insulina ya que
disminuye la sefalizacion intracelular del receptor de la insulina en los adipocitos,

también aumenta la cantidad de &cidos grasos libres. (Ramirez & Sanchez, 2012).

Las células de Kupffer secretan citocinas que modulan la actividad del TNF-a como
el interferéon vy, IL-10 y IL-12, asi como prostaglandina E2. La obesidad causa el

deterioro de las células de Kupffer.



Etiopatogenia de la EHGNA
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Figura 8. Desarrollo de EHGNA por teoria de los dos golpes (Martin V, 2013).

Teoria de los multiples golpes.

En la actualidad la teoria de los “dos golpes” se halla obsoleta para explicar la
patogenia de la EHGNA. La teoria del “multiples golpes” es mas actual y considera
que para la induccidén de dicha patologia se presentan una serie de “golpes”
sistémicos que afectan directamente al higado. Algunos factores que se presentan
son la resistencia a la insulina, hormonas secretadas por el tejido adiposo, factores

nutricionales, microbiota intestinal, entre otros (Buzzetti, 2016).

En la explicacion para el desarrollo de EHGNA por la teoria de los multiples golpes;
se explica que el higado graso es uno de los precursores para el sindrome
metabdlico. Cuando se produce una resistencia sistémica a la insulina y los niveles
se encuentran altos, en el tejido adiposo se reducen los niveles de adiponectina y
se aumentan los de leptina, ambas estan implicadas en la modulacion de la
inflamacion, la oxidacion de acidos grasos, el gasto energético, resistencia a la
insulina y la secrecion de insulina. La lipolisis no se inhibe aun cuando los niveles
de insulina son altos. Los niveles de acidos grasos libres aumentan. Los niveles de

glucagén también se ven elevados y esto promueve la lipogénesis de Novo



generando &cidos grasos, promueve la glucogendlisis y gluconeogénesis. El GLP-
1, una hormona intestinal es secretada con la finalidad de regular el metabolismo
de glucosa vy lipidos. Los niveles de GLP-1 se ven afectados en la presencia de
EHGNA. En el estbmago, la grelina es secretada, encargdndose de la regulacion
del apetito y la secrecion de insulina viéndose también involucrada en procesos
inflamatorios o antiinflamatorios, dependiendo de su concentracion. El higado
secreta diversas hepatocinas incluyendo la Selenoproteina P, esta aumenta la
resistencia a la insulina y aumenta la produccién de LDL que induce a la
ateroesclerosis. En el musculo también son secretadas ciertas sustancias que se
involucran dentro de este proceso como las miocinas, que pueden afectar el
metabolismo de la glucosa y los lipidos, por ejemplo, la irisina, cuya secrecion es

estimulada por el ejercicio e induce la termogénesis (Petta et al., 2016).
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El sistema inmunoldgico juega un papel importante en el desarrollo de la EHGNA
ya que puede generar cambios histolégicos en el higado, dafio tisular y hallazgos
clinicos importantes; dentro de las vias moleculares que se involucran se encuentra
la lipotoxicidad, el estrés del reticulo endoplasmico y la respuesta inmune
(Moayedfard et al., 2021).

La lipotoxicidad comienza con la acumulacion de acidos grasos libres en el higado
lo cual conduce a la desregulacion lipidica intracelular aumentando la cantidad de
lipidos nocivos asociados a lesion celular y muerte, la lipotoxicidad también se
asocia con inflamacién cronica. Los lipidos toxicos pueden generar dafio celular a
través de 3 mecanismos: (1) modificacion de funcién del reticulo endoplasmico; (2)
modificacién de vias de sefializacion intracelular; (3) interacciébn con cinasas

celulares proinflamatorias (Pierantonelli & Svegliati-Baroni, 2019).

El reticulo endoplasmico (RE) se encarga del ensamblaje proteico y puede ser
afectado por factores estresantes. La produccién y acumulacién de proteinas por el
RE se regula por la activacion de la respuesta proteica desplegada (UPR), la cual
se encarga de degradar las proteinas mal plegadas y de esta manera garantizar la
supervivencia celular. Cuando el estrés del RE no puede ser bloqueado y dura
mucho tiempo la UPR conduce a eventos patoldgicos. El estrés que recibe el RE
surge de los niveles altos de lipidos hepéticos (diglicéridos, ceramidas, colesterol
libre y &cidos grasos libres) que inhiben las vias de sefializacion de insulina hepatica
lo cual generaresistencia a la insulina y aparece el estrés del RE. Los lipidos pueden
inducir estrés al RE a través de IRE1 y PERK (dos proteinas localizadas en la
membrana del RE) activando la via mitocondrial de la apoptosis que es inducida por
3vias: (1) CHOP; (2)JNK y (3) alteracion del calcio. PERK induce apoptosis a través
de CHOP (Pierantonelli & Svegliati-Baroni, 2019). IRE1 induce apoptosis uniéndose
a la proteina adaptadora de factor 2 (TRAF2) para promover la apoptosis a traves
de JNK (Urano et al., 2000).

Por otra parte, en algunos casos se menciona que algunos estudios en modelos
animales han evidenciado que el estrés oxidativo/peroxidacion lipidica,
sobreproduccion de TNF- q, la actividad de las enzimas Cyp2E1/ Cyp4A juegan un



papel importante en aparicion y progresion de la EHGNA. La peroxidacion lipidica
puede aumentar la severidad de la EHGNA. El malondialdehido un producto de la
peroxidacion, activa a las células estrelladas estimulando la produccion de colageno
y la fibrogénesis; el malondialdehido también contribuye a la inflamacién al activar
el NF- kB el cual se encarga de recular la expresion de citocinas proinflamatorias
como TNF- a e IL-8 (Angulo, 2002).

Métodos de deteccion de EHGNA.

El IMSS en su guia de diagndstico y tratamiento de la enfermedad de higado graso
no alcohdlico, establece que las pruebas que se realizan para la deteccién de la
EHGNA es el ultrasonido, como una alternativa de primera eleccién debido a su bajo
costo y su practicidad, aunque esta no garantiza su deteccién (Guia de referencia
practica, IMSS-719-17). Segun Marvin. V. la implementacion de nuevos métodos de
deteccidén garantiza su correcta intervencion. La evaluacién clinica es una de las
alternativas practicas que ayudan a identificar si el paciente se encuentra
predispuesto a desarrollar la patologia; las pruebas bioquimicas también son
funcionales para evaluar al higado, los biomarcadores de inflamacién y fibrosis se
emplean para hallar cualquier dafio hepatico. Las pruebas de imagen son las menos
indicadas, ya que no son precisas y no ofrecen un resultado certero para visualizar
el estado del higado. La biopsia hepéatica es el estudio clinico mas empleado, éste
resulta doloroso, costoso e invasivo para el paciente y su interpretacion suele variar

entre patologos. (Martin et al., 2013).

La principal desventaja de los métodos de deteccion de la EHGNA se basa en que
solo captan estados tardios de la enfermedad dificultando su posterior tratamiento
ya que se complica considerablemente la salud del paciente. Gran parte de estos
métodos resultan costosos, invasivos y dolorosos para el paciente. Aunado, la
terapia medicamentosa que se emplea resulta inespecifica, siendo usada para el

tratamiento en particular de una de las causas de la EHGNA.



Tratamiento para la EHGNA.

El tratamiento de la EHGNA abarca un amplio nUmero de alternativas para ayudar
a la reversion de ésta. La modificacion del estilo de vida, la actividad fisica, la dieta
y el deporte, forman parte de la primera opcién de la que se echa mano. Sin
embargo, estos no suelen ser efectivos ya que los pacientes tienen poco apego a
ellos. Los tratamientos farmacoldgicos que se usan son inespecificos ya que se
emplean medicamentos diferentes para contrarrestar los efectos de la EHGNA, es
decir las enfermedades asociadas; algunos farmacos que se usan son los
antagonistas PPAR, FXR y GLP-1 sin embargo hasta el momento no existe ningun

farmaco que sea especifico y no cause efectos adversos (Ampuero et al., 2018).

Tratamiento no farmacoldgico.
Dietay ejercicio por 1 afio.

Una de las primeras alternativas para tratar la EHGNA es el cambio de la dieta. La
reduccion de la ingesta de calorias, una dieta baja en grasas, carbohidratos son la
mejor alternativa. La dieta mediterranea que se basa en el consumo de hidratos de
carbono y la reduccién de consumo de azlcar es una opcion para disminuir el
acumulo de grasa en el higado. Ademas, se debe evitar el consumo de refrescos o
bebidas que tengan un alto contenido de carbohidratos complejos. Aunado a esto,
evitar la ingesta de comida rapida, grasas saturadas y colesterol (Ampuero et al.,
2018).

Como actividad fisica se recomienda mantener rutinas aerdbicas 3 veces a la
semana y rutinas de resistencia 2 veces a la semana de tal manera de que se

minimice el sedentarismo (Ampuero et al., 2018).

Tratamientos farmacoldgicos.

Algunos de los tratamientos farmacologicos se mencionan en la figura 10, cada uno

de los farmacos empleados son inespecificos para el tratamiento de la patologia.



Los agonistas PPAR es una de las alternativas farmacoldgicas que se usa en el
tratamiento de la EHGNA, la Pioglitazona es uno de ellos, su mecanismo de accion
es metabdlico como un agonista de PPARYy; reduce la escala de esteatosis junto

con la disminucion de balonizacién de las células (Sanyal et al., 2010).

El acido obeticdlico, es un agonista de FXR. Este farmaco es un potente activador
del receptor nuclear farnesoide X que reduce la grasa hepatica y la fibrosis. Aunque
es un tratamiento que se ha usado en pruebas clinicas de fase Il en pacientes con
EHGNA y ha demostrado mejoramiento al evaluar el tejido de acuerdo con sus
caracteristicas histoldgicas, aun no se ha garantizado sus beneficios a largo plazo

y su seguridad (Neuschwander-Tetri et al., 2015).

La Liraglutida, es un anélogo del péptido-1-similar al glucagén (GLP-1) reducen la
EHGNA, las concentraciones de enzimas hepaticas y la resistencia a la insulina en
modelos murinos. Aungue es un medicamento que se usa para el control de la DM2,
en un estudio clinico de fase Il realizado en personas se demostro el mejoramiento
de la morfologia histolégica del higado tras su administracion a corto plazo
(Armstrong et al., 2016).
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Figura 10. Potenciales Farmacos usados en la EHGNA (Ampuero, et al. 2018).

De acuerdo con lo mencionado, se requiere establecer modelos animales a corto
plazo que desarrollen la patologia en estadios tempranos lo mas similar al humano.
Garantizando las condiciones patoldgicas, histoldégicas y moleculares. Que sirvan

como una nueva herramienta para hallar tratamientos nuevos.

Modelos animales de induccion de EHGNA.

Con el paso de los afios y el avance de las diversas patologias que afectan
directamente a las personas, ha sido necesario implementar modelos animales que
asemejen el proceso biolégico de una enfermedad, haciendo posible su estudio
(Modelo animal. NIH). El raton es uno de los animales mas usados en la actualidad
para el desarrollo de investigaciones que favorecen a la humanidad, la ventaja de

emplear a este animal como modelo biolégico se basa en la facilidad con la que este



se pude manipular y adecuar a las condiciones deseadas siendo menos costosos y

faciles de reproducir, mejorando la efectividad del estudio (Yunta E. 2007).

Uso de ratones C57BL/6.

Los ratones endogamicos, son una cepa de ratones que se emplean
frecuentemente para la investigacion ya que estos mejoran la reproducibilidad y
fiabilidad de los resultados del estudio. La cepa C57BL/6, es una cepa que por sus
caracteristicas inmunologicas es empleada en multiples estudios ya que al proceder
de generaciones consecutivas proporciona modelos animales estandarizados que
permiten tener reproducibilidad en cuanto a resultados experimentales (Song, H. K.,
& Hwang, D. Y. 2017).

Un estudio realizado por R. S. Sellers, et al. Menciona que la cepa C57BL/6
presenta una mayor expresion de celulasinmunitarias frente a otros ratones, ya que
esta cepa tiene proporciones mayores de células By T (Sellers et al., 2012). En otro
estudio se encontré que la cepa tiene una mayor probabilidad de desarrollar
patologias relacionadas con el nivel de lipidos plasmaticos y hepéaticos siendo mas
susceptibles al desarrollo de ateroesclerosis. (Nishina et al., 1993). Por otra parte,
también se ha evidenciado que desarrollan un grado de obesidad mayor cuando es
inducido por dieta 'y en consecuencia el aumento de la hiperglucemiay la resistencia

a la insulina (Rossmeisl et al., 2003).

Dieta alta en grasas parainduccion de EHGNA (HFD).

El consumo excesivo de grasas a través de la dieta es un factor de riesgo para el
desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina. Una dieta rica en grasa es una de
las herramientas mas util para induccion de alteraciones metabdlicas ya que estas
derivan de acidos grasos saturados. En estudios realizados en roedores se ha
demostrado que con la dieta HFD se presenta obesidad, resistencia a la insulina,
dislipidemia, aumento en los reguladores de la lipogénesis y la expresion de

citocinas proinflamatorias(Kanuri & Bergheim, 2013).

Dieta alta en colesterol.
En un estudio realizado por J. E. Mells, se explica la influencia del colesterol en el

desarrollo de la EHGNA en ratones C57BL/6. Se mezclo colesterol (0,2%) en



conjunto con una dieta HFD durante 16 semanas y se demostré que el colesterol
conduce al dafio hepatico y una fibrosis mas profunda que solo la dieta HFD (J. E.
Mells et al. 2015).

Uso de fructosa para la generacion de EHGNA.

En un estudio comparativo en donde se prob6 una mezcla de fructosa al 30% en
solucién acuosa frente a una de glucosa al 30% en solucion acuosa se encontrd
que cada una tiene diferentes efectos. La fructosa es mucho mas efectiva para
inducir obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina cuando se

combina con dietas altas en grasas en ratones (Eng, JM & Estall, JL. 2021).

Dieta aterogénica. Paigen.

Se ha demostrado en diversos estudios que una dieta rica en grasas mezclada con
colesterol (1.25%), colato (0.5%) inducen fibrosis hepatica leve y dafio hepatocelular
oxidativo en modelos murinos después de las 4 semanas de alimentacion (Kanuri &
Bergheim, 2013). Ademés, la dieta aterogénica induce genes asociados con el dafio
hepatico, especialmente genes asociados con la activacion del receptor X
(LXR/RXR, FXR/RXR y VDR/RXR), sefializacién de interleucina (IL-6 e IL-10)
(Shockley et al., 2009).

Una de las mejores maneras para evidenciar el dafio causado por los diversos
modelos dietarios que se han establecido para el desarrollo de la EHGNA es a
través de la histologia. Gracias a esto es posible caracterizar el modelo dietario ya
que los cortes histolégicos permiten visualizar el dafio que se ha generado por el
acumulo de grasa dentro de los hepatocitos, la fibrosis y el dafio estructural; para
ello, es necesario realizar diversas técnicas de tincién que esclarecera la morfologia

celular del higado.



Técnicas de tincion.

Un tejido, tratdndose de histologia, no presenta coloracion que le permita evidenciar
sus caracteristicas morfologicas al ser observadas en el microscopio Optico. Dado
lo anterior es indispensable el uso de colorantes que son capaces de unirse a
estructuras especificas del tejido aportandoles color (Megias, s.f.). Un colorante se
puede clasificar en idnico y no-idnico. Los colorantes idnicos se dividen en tres.
I6nico acido: el colorante principal contiene una carga negativa, teniendo afinidad a
estructuras de carga positiva. l6nico basico: su colorante principal tiene carga
positiva, por tanto, tiene afinidad a estructuras con carga negativa. Colorante neutro:

su colorante principal es aniénico y cationico (Verdin S. 2013).

Hematoxilina - Eosina.

Una de las tinciones mas usadas en histologia es la de hematoxilina-eosina sobre
cortes en parafina. Un colorante es de caracter basico (hematoxilina) y otro es de
caracter acido (eosina) para tefir estructuras basicas y acidas de la célula El nucleo
se tifie de un color violeta por accion de la hematoxilina y el citoplasma se tifie de

color rosado por accion de la eosina. (Megias, M. P. M).

Durante el proceso de tincién el tejido se expone a las siguientes etapas:
desparafinado, hidratacién, tincion, deshidratacion/aclaramiento y montaje. El xileno
cumple la funcion de desparafinado. El etanol a diferentes concentraciones se
encarga de hidratar, finalmente debe sumergirse en agua. En la tincién primero se
debe sumergir el corte en etanol 80° y pasa a la solucion de hematoxilina; se
sumerge en agua corriente para virar y pasa directamente a la eosina. En la
deshidratacion se sumerge en tres soluciones de etanol (69°, 100° y 100°),
finalmente pasa a xilol. Finalmente se monta la muestra cubriéndola con un
cubreobjetos, para ello generalmente se usa balsamo de Canada. Los tiempos para
sumergir cada corte es relativo ya que depende del grosor de los cortes y la

concentracion de los colorantes (Tomasi 2013).



Tricrémica de Masson.

La coloracién de Masson nos permite diferenciar el tejido conectivo denso (fibroso)
del tejido muscular. Con esta tincion los nucleos se tifien de color violeta. El musculo
se tifie de color fucsia. El tejido conectivo se tifie de color azul. Los glébulos rojos
se tifien de color rojo (Tomasi 2013).

Rojo oleoso.

Rojo oleoso es un colorante liposoluble que se emplea para tefiir lipidos neutros,
esteres de colesterol y lipoproteinas intracelulares, debido a su permeabilidad
celular tiie a las grasas neutras, principalmente triglicéridos, de un color rojo
anaranjado (Du et al., 2023). Este colorante es insoluble en agua, pero solventes
organicos como el etanol, benceno, cloroformo y otros solventes, logran disolverlo;
también es soluble en grasas y lipidos, por lo que se usa para evidenciar su

presencia en células y tejidos (Montalvo Arenas, 2010).

Pruebas para determinacion de perfil lipidico.

Las alteraciones en el metabolismo de las lipoproteinas en el organismo son unas
de las principales causas que afectan sistémicamente la concentracion de lipidos y
proteinas, esto lleva a la aparicion de diversas patologias que se relacionan
principalmente con este desequilibrio (Gonzalez, 2008). Su determinacién
generalmente se hace a través de métodos colorimétricos y enzimaticos con kits
gue contienen reactivos que generalmente vienen listos para su uso (Chaves et al.,
1997).

Colesterol.

La prueba de colesterol es empleada clinicamente para la deteccion de
dislipidemias, desordenes metabolicos y arterioesclerosis. El colesterol se
determina tras una hidrolisis enzimética y una oxidacién. El indicador quinoneimina
se forma a partir de perdxido de hidrogeno y 4-aminoantipirina en presencia de fenol

y peroxidasa (Chaves et al., 1997). La reaccion general se presenta a continuacion:
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Triglicéridos.

Este kit se usa las cuantificar in vitro de triglicéridos en plasma o suero a través de
una reaccion colorimétrica. Los triglicéridos se determinan tras la hidrolisis de
enzimatica con lipasas. El indicador es una quinoneimina formada a partir de
peroxido de hidrogeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol bajo la influencia catalitica

de la peroxidasa (Randox Laboratories Limited, Manual: triglicéridos).

LPL
Trigliceridos + H.& w Glicerol + Ac, Grasos libres
Gffcers quinasa GEP+ADP
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HDL.

Las lipoproteinas de alta densidad es una de las mas importantes ya que sirve para
eliminar el colesterol de las células periféricas del higado, donde el colesterol se
convierte en 4cidos biliares y eliminado en el intestino. El kit para la determinacion
de LDL consiste en dos reacciones distintas: (1) se eliminan los quilomicrones,

colesterol VLDL y colesterol LDL por medio de colesterol esterasa, colesterol



oxidasa y catalasa. (2) la segunda reaccion se basa en la medicidén especifica de

colesterol HDL (Randox Laboratories Limited, Manual: Colesterol HDL).

Reaccidn 1

Colesteral ) )
Esteres de colesterel + Colesterol + Ac Grasos
EStErASsa
Colesteral
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oxidasa
Catalasa
Hz 03 = 2H0 40
Reacelon 2
Calesterol esterasa
Esteres de colesterol 3 Colesterol + Ac. Grasos
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— Peroxidasa
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LDL.

El kit para determinacién de colesterol LDL sirve para su cuantificaciéon in vitro en
suero y plasma. La concentracion de LDL es considerado como un indicador clinico
importante ya que estos pueden ser una causa de la aparicion de diversas
patologias relacionadas con el colesterol almacenado en las placas
ateroscleroticas. El kit de la marca Randox se basa en una determinacion de LDL
por un método de eliminacién sin pretratamiento de la muestra, el cual se
correlaciona con los métodos de precipitacion. La determinacion de LDL se basa en
dos reacciones distintas: (1) se elimina el quilomicrén, colesterol VLDL y colesterol
HDL por medio de colesterol esterasa, colesterol oxidasa y con catalasa. (2) la
segunda reaccién se basa en la medicion especifica de colesterol LDL tras la
liberacion de colesterol LDL por medio de detergentes (Randox Laboratories
Limited, Manual: colesterol LDL).
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3. Justificacién.
La esteatosis hepética no alcohdlica, actualmente es una patologia con mayor
prevalencia y mortalidad a nivel mundial, y estrechamente vinculada con otras
enfermedades crénicas que constituyen un problema grave de salud publica como

es el sindrome metabdlico, la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2.

Si bien hoy en dia se emplean diversos modelos animales en el campo preclinico,
aun existe un desafio continuo para identificar aquellos modelos que reflejen la
patologia humana lo mas cercano posible y de esta manera permitir exacerbar los
resultados en la investigacion clinica. Este estudio esta destinado a desarrollar un
modelo para la induccion de la esteatosis hepética no alcohdlica mediante el uso de
una dieta especializada y asi poder generar una nueva herramienta que permita

garantizar el desarrollo de la patologia antes mencionada.



4. Objetivos.

General

v" Implementar un modelo murino de EHGNA mediante la induccion por dieta
hipercal6rica para evaluar su idoneidad midiendo diversos parametros
clinicos e histologicos para proponerlo como un modelo adecuado para la
obtencién de conocimiento de la progresion de la enfermedad.

Particulares.

v’ Establecer el modelo de induccién de esteatosis hepatica no alcohdlica en
ratones macho C57BL/6 mediante el consumo de una dieta alta en colesterol
y colato de sodio, asi como fructosa al 30%.

v Evaluar el perfil lipidico en plasma de los ratones con esteatosis hepatica no
alcohdlica como a los ratones control.

v Analizar la histologia de los higados de los ratones con esteatosis hepatica
no alcohdlica y control, mediante la tincion de H&E, Tricromica de Masson y
rojo oleoso.

v Evaluar el dafio renal causado por la dieta mediante la prueba de urea.

v Determinar el estrés oxidativo hepatico a través de la prueba de carbonilos.

5. Hipoétesis.
La ingesta de una dieta rica en colesterol, colato de sodio y fructosa al 30%,

propiciara el desarrollo de esteatosis hepatica no alcohdlica en ratones C57BL/6.

6. Metodologia.

Disefio experimental
Se ocuparon ratones macho de la cepa C57BL/6 de un peso promedio de 20-25q,
provenientes del Bioterio de Morelos, fueron alojados en el bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautittan Campus 4, bajo condiciones de alojamiento de

humedad y temperatura constantes propias del bioterio; con ciclos de luz-oscuridad



de 12 horas. Los ratones tuvieron un periodo de acondicionamiento de 1 semana

con agua y comida estandar ad libitum, previo a la experimentacion.

Condiciones de alojamiento y limpieza
- Se emplearon jaulas de policarbonato y bebederos de plastico de 500ml con
pipeta de acero inoxidables para el suministro del agua. Se colocaron 6

ratones por jaula.

- Se emplearon camas sanitarias de aserrin esterilizado como material
absorbente y se verificd que dicho material cubriera toda el &rea del piso de
la jaula. ElI cambio de dicho material se realiz6 cada tercer dia y el lavado y

desinfeccidn de las jaulas se realiz6 dos veces por semana.

Los animales fueron manejados de acuerdo con las guias institucionales y normas
oficiales nacionales (NOM-062-Z00-1999), asi como las condiciones establecidas
y autorizadas por el CICUAE con clave de registro: CICUAE-FESC C22 01.

Implementacion del modelo de EHGNA inducida por dieta.

Dieta Paigen mas fructosa al 30%.

El periodo de induccion se llevé a cabo durante 10 semanas y se realizo la eutanasia
a los animales en la semana 10. Para lograr el modelo de esteatosis hepatica no
alcoholica se proporcioné diariamente 5 + 2 g de la dieta Paigen mas 25 ml de

fructosa 30% por raton. Se realiz6 un registro semanal del peso corporal.

Grupos experimentales.
Los animales fueron organizados en dos grupos de 6 ratones macho cada uno, su
distribucion se realiz6 por el método de culebra japonesa, considerando el peso de

cada animal. La distribucion y alimentacion se muestra en el diagrama 1.



Dieta LabDiet's 5001 + agua
purificada por 10 semanas.

Control.

|

Diagrama 1. Esquema de la distribucién de grupos.

Dieta Paigen + fructosa 30% por
10 semanas.

Se consider6 una n=6 por grupo para completar el estudio con un total de 12 ratones

gue fueron usados en el protocolo.

Composicion de las dietas.
La dieta estandar fue provista por el bioterio de la FES Cuautitlan mientras que la
dieta Paigen se elaboré en el laboratorio, las cuales aportaron el siguiente valor

nutricional (tabla 1).

Tabla 1. Composicidn de las dietas.

Dieta Composicion (% Valor nutricional Densidad
del peso total). (% del total de energética.
Kcal).
Estandar LabDiet’s Mouse Proteinas: 28.67 2.89 Kcallg
diet 5001.

grasas: 13.38
carbohidratos:57.94

Paigen 1% de colesterol Proteinas:23.10; 3.94 Kcallg

0.5% de colato de grasas:20.93;

sodio carbohidratos:56.46

5% de mantequilla



30% de azucar glas
10% caseina

53.5 g Chow

estandar

Preparacion de la dieta Paigen.

Se mezclo el colesterol y colato de sodio, previamente colados para evitar granulos
grandes, posteriormente se adiciono la caseina y se mezclé nuevamente, después
se adicion6 la mantequilla derretida y se volvi6 a mezclar hasta su total
incorporacion, después se adicion6é y mezclé el alimento normal el cual fue
previamente molido y finalmente se adicion6 el azucar glas y se mezclé por al menos
30 min. Ya que gquedaron totalmente incorporados todos los ingredientes, se le
agregd un poco de agua hasta generar una pasta manipulable, con la cual se
generaron pellets mediante moldes, los cuales una vez hechos se secaron a
temperatura ambiente y se almacenaron en el congelador, dicha dieta se elabor6

cada semana.

Eutanasia y extraccién de tejidos.
Al cumplir las 10 semanas destinadas a la ingesta de la dieta Paigen + fructosa al
30%, propias para la induccion de enfermedad de higado graso no alcohdlico, se
llevé a cabo la recoleccion de muestras de interés (higado y sangre). Para ello, el
dia de sacrificio se pusieron en previo ayuno de 4 horas. Se administré una mezcla
de ketamina-xilacina (100/10 mg/Kg) via intraperitoneal. Se realiz6 la diseccién de
cada animal, exponiendo el térax para obtener la muestra sanguinea por puncion
cardiaca, esta muestra se colocé en un tubo eppendorf que contenia EDTA y se
centrifugd por 10 minutos a 3,000 RPM y se realizaron alicuotas del plasma. Una
vez que el raton se sacrifico, se procedié a extraer el higado el cual se lavo con

solucion salina fisioldgica y se peso. Este proceso se hizo para ambos grupos.



Posterior a que el higado fue pesado se tom6 una muestra de él, la cual se guardé
en paraformaldehido 4% para histologia, almacenandolo en refrigeracion a 4°; la
muestra de plasma para determinacion de perfil lipidico se almacen6 a -80° en un

ultracongelador.

Disposicion de RPBI.

Los cadaveres de los animales se colocaron en bolsas amarillas (recoleccion de
residuos biolégicos peligrosos), la bolsa fue colocada dentro del congelador de la
FES Cuautitlan localizado en el bioterio donde posteriormente seran incinerados de
acuerdo con la NOM-087-ECOL-1995. Los residuos de sangre fueron colocados en
bolsas rojas (residuos biol6gico-infecciosos), fueron cerradas y se colocaron dentro
de un contenedor para su disposicién y manejo final. El material punzocortante se

colocé en recipientes rigidos de color rojo.

Determinacion de perfil lipidico.
Se determind colesterol total, triglicéridos, HDL mediante Kit colorimétrico de la

marca Randox.

Determinacion de Colesterol.

Se colocaron 2 pl de plasma (muestra) en una placa de 96 pozos por triplicado.
Consecutivamente se colocaron 200 ul de reactivo, agitandolo suavemente, se dejé
reposar por 10 minutos a 20-25°C. Finalmente se leyo en el equipo Epoch BIOTEK
(Agilent Technologies, Santa Clara: USA), a una longitud de onda de 500 nm en un
plazo de 60 minutos. Para calcular la concentracién de colesterol se empleé la

siguiente formula:

Absorbancia muestra ., mg
Conc de Colesterol = - —— * Conc patron (——
Abosrbancia patron dL

Determinacion de triglicéridos.
Se colocaron 2 ul de plasma (muestra), 2 pl de solucion patron (calibrador) o agua

(blanco) en una placa de 96 pozos. Cada una por triplicado. Una vez colocados los



2 pl de cada solucion, se colocaron 200 pl de reactivo. El reactivo se preparé de la

siguiente manera:
- Se colocaron 250 pl de R1by 15 mL de R1la.

Seguidamente, se dej0 reposar la placa durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Al término del tiempo, se procedié a leer la placa en el equipo Epoch
BIOTEK (Agilent Technologies, Santa Clara: USA), a una longitud de onda de 500
nm en un plazo de 60 minutos. Para calcular la concentracion de triglicéridos se

empleo la siguiente formula:

Absorbancia muestra

m
Conc de Trigliceridos = * Conc estandar (d_Lg)

Abosrbancia estandar

Determinacion de HDL.
Para esta determinacién, en una placa de 96 pozos se colocaron 2.5 pl de calibrador
y 2.5 pl de las muestras. Posteriormente se adicionaron 188 pl de R1 para cada kit
(HDL) y se dejo incubar por 10 minutos a temperatura ambiente agitando la placa
suavemente. Al término del tiempo, se procedié a tomar la primera lectura de la
placa en el equipo Epoch BIOTEK (Agilent Technologies, Santa Clara: USA), a una
longitud de onda de 600 nm.

Una vez tomada la primera lectura, se retira la placa de 96 pozos del Epoch y se
adicionan 62 pl de reactivo R2 (HDL). Se dej6 incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente agitando la placa suavemente. Al término del tiempo, se procedi6 a tomar
la segunda lectura de la placa en el equipo Epoch BIOTEK (Agilent Technologies,
Santa Clara: USA), a una longitud de onda de 600 nm. Para calcular la
concentracion de HDL se emple6 la siguiente formula:

_ (A2 — Al)muestra

HDL =
(A2 — Al)patrén

*x Conc del patron.

Determinacion de LDL.
LDL se calcul6 mediante la féormula de Friedewald que se muestra a continuacion:

HDLc+ TG

LDL = CT - (——



Determinacion de indice aterogénico.
El indice aterogénico se calcul6 a través de la siguiente formula:

Col total

I.LA=
HDLc

Proceso de histologia.

Tren de deshidratado.
Los higados que estaban previamente en paraformaldehido al 4% se les quito dicha
solucion, para posteriormente ser lavados 2 veces tanto en agua corriente como en
agua destilada, finalmente los tejidos se pasaron a alcohol al 60% durante 48 horas.
Transcurridas las 48 horas se extrajo el tejido y se cortd en 2 partes, tomandose
una muestra de aprox. 1cm la cual se coloc6 en un casete de plastico y se etiquetd
con lapiz, una vez colocado el tejido en el casete se procedid hacer el tren de

deshidratado como se muestra a continuacion:

Tabla 2. Tren de deshidratado para cortes histologicos.

Reactivo. Temperatura. Tiempo.
Alcohol | 70% 60°C 30 minutos.
Alcohol 11 70% 60°C 30 minutos.
Alcohol | 80% 60°C 30 minutos.
Alcohol 11 80% 60°C 30 minutos.
Alcohol 1 90% 60°C 30 minutos.
Alcohol 11 90% 60°C 30 minutos.
Alcohol | 96% 60°C 30 minutos.
Alcohol 11 96% 60°C 30 minutos.
Alcohol 1 100% 60°C 30 minutos.
Alcohol 11 100% 60°C 30 minutos.
Alcohol 111 100% 60°C 30 minutos.
Xilol Absoluto 60°C 15 minutos.
Xilol Absoluto 60°C 5 minutos.

Todos los tejidos de cada grupo contenidos en casetes fueron colocados en un
frasco de vidrio y se fueron colocando cada una de las soluciones anteriormente

mencionadas en la tabla 4.



Una vez que el tren de deshidratado se realiz0, los tejidos fueron retirados y fueron
colocados en Parafina | por 3 dias. La Parafina nueva que fue usada para realizar

los cubos histoldgicos (high purity) se calent6 previamente por 48 horas.

Se emplearon placas de Levka para hacer los cubos de parafina. Se coloc6 una
pequefia capa de parafina en el fondo del molde y se puso el tejido, posteriormente
se rellena en su totalidad de forma lenta evitando la formacion de burbujas, de
inmediato se coloca la correspondiente etiqueta sobre uno de los extremos del cubo
y se dejaron secar los cubos de parafina por al menos 1 hora a temperatura
ambiente y después se pasaron a refrigeracion por 24 horas para posteriormente

hacer los cortes.

Obtencion de cortes histoldgicos.
Una vez realizados los cubos de parafina. Estos fueron enfriados en refrigeracion
con objeto de facilitar la obtencion de los cortes. Con una navaja se desgastaron los
cubos en la parte frontal, formando una piramide. Posteriormente, el cubo fue
colocado en el microtomo y se desgasté hasta exponer el tejido, para corroborar
que el tejido se encuentra expuesto se realizaron unos cortes muestra. A la vez, se
preparé un bafio maria con agua destilada a 42°C, al cual se le agregaron 2
porciones de grenetina para histologia tomadas con una espatula. También se

prepard una solucion de etanol al 50%.

El cubo de parafina, previamente desgastado y con el tejido expuesto, se colocé el
bloque en el microtomo. Una vez asegurado el cubo de parafina se le pasa hielo
para facilitar la obtencion del tejido y se comenz6 a tomar los cortes. Con un pincel
se recogio el corte y se coloco en un portaobjetos; se colocaron unas gotas de etanol
al 50% en el portaobjetos asegurandose de que todo el tejido se cubrié por la
solucion, se paso al bafio maria y se dej6 40 segundos dentro; pasado este tiempo,
el tejido debe ser tomado nuevamente con el portaobjetos. Se dejé escurrir por 1
minuto cada corte en el portaobjetos y se colocdé en una plancha previamente
calentada a 60°C y se dejo por 15 minutos. Finalmente, los cortes se pasaron a una

caja de almacenaje.



Tincion Hematoxilina-Eosina.
Las laminas que fueron almacenadas se tomaron y se colocaron en una canastilla
para pasar por el proceso de tincion; para ello la canastilla se sumergi6 en diferentes
soluciones a diferentes tiempos de acuerdo con la Tabla 3.

Tabla 3. Tren de tinciéon H&E.

Reactivo. Tiempo.

Xilol absoluto 10 minutos.

Xilol — etanol 2 minutos.

Etanol 96% 2 minutos.

Etanol 80% 2 minutos.

Etanol 70% 2 minutos.

Etanol 60% 2 minutos.

Agua destilada 2 minutos.

Hematoxilina 20 minutos.

Agua corriente 2 minutos. Lavar hasta quitar el
excedente.

Alcohol acido Sumergir de 3 a 5 veces.

Eosina 15 minutos.

Etanol 96% 1 minuto.

Etanol absoluto 10 minutos.

Xilol absoluto 8 minutos.

Una vez que las laminillas fueron sumergidas en cada una de las soluciones a las
condiciones especificadas, se colocaron unas gotas de resina sobre cada laminilla
cubriendo el tejido y se pusieron cubreobjetos sobre ésta evitando la formacion de
burbujas. Finalmente, se colocaron durante 30 minutos en un horno a 40°C para
facilitar su secado, posteriormente se dejaron reposar a temperatura ambiente

durante 1 semana.



Tincion Tricromica de Masson.
Las laminas que fueron almacenadas se tomaron y se colocaron en una canastilla

para pasar por el proceso de tincion; para ello la canastilla se sumergio en diferentes

soluciones a diferentes tiempos de acuerdo con la Tabla 4.

Tabla 4. Tren de tincién Tricromica de Masson.

Reactivo. Tiempo.
Xilol absoluto 10 minutos.
Etanol 100% 20 banos.
Etanol 96% 20 banos.
Etanol 80% 20 banos.
Etanol 70% 20 banos.
Etanol 50% 20 banos.

Soluciéon de Bouin

1 hora en barfio maria a 60°C.

Agua corriente

Lavados hasta quitar la coloracion
amarilla.

Agua destilada 20 bafos.
Hematoxilina 10 minutos.
Agua corriente 10 minutos.
Agua destilada 20 bafos.
Fucsina acida escarlata de Biebrich 2 minutos.
Agua destilada 20 bafos.
Acido fosfottingstico fosfomolibdico 10 minutos.
Azul de anilina 5 minutos.
Agua destilada 20 bafos.
Acético glacial 3 minutos.
Etanol 96% 20 bafos.
Etanol absoluto 20 bafos.
Xilol absoluto 10 minutos.

Una vez completado el tren de tincién, se procedié a montar las laminillas. Para ello, se
colocaron unas gotas de resina sobre las laminillas hasta cubrir el tejido; posteriormente se
colaron cubreobjetos sobre las muestras para asi cubrirlas, cuidando la formacion de
burbujas al interior. Se dejaron secar en una platina durante 10 minutos aproximadamente

y después a temperatura ambiente por 72 horas.

Tincion Rojo Oleoso.
La tincion de rojo oleoso fue llevada a cabo en criostato, por lo que fue necesario preservar
las muestras de higado a -80°C en un ultra congelador. Los cortes congelados fueron

tratados de acuerdo con la metodologia mencionada en la tabla 5.



Tabla 5. Tren de tincién rojo oleoso.

Reactivo. Tiempo.

Isopropanol 60% Inmersiones.

Qil red 15 minutos.

Isopropanol Inmersiones. Hasta que aparezca
coloreado.

Agua destilada Inmersiones.

Hematoxilina de Gill 2 a 3 minutos.

Agua corriente 2 minutos. Lavar hasta quitar el
excedente.

Agua destilada Sumergir de 3 a 5 veces.

Una vez completado el tren de tincidn, se procedié a montar las laminillas que
previamente habian sido tratadas con gelatina/glicerina. Después se colocaron unas
gotas de resina sobre las laminillas hasta cubrir el tejido; posteriormente se colaron
cubreobjetos sobre las muestras para asi cubrirlas, cuidando la formacion de

burbujas al interior. Se dejaron secar a temperatura ambiente durante 1 semana.

Determinacion de urea.

Se colocaron 4 pl de plasma (muestra) en una placa de 96 pozos por triplicado.
Consecutivamente se colocaron 200 ul de reactivo, agitandolo suavemente, se dejé
reposar por 15 minutos a 20-25°C. Finalmente se leyo en el equipo Epoch BIOTEK
(Agilent Technologies, Santa Clara: USA), a una longitud de onda de 520 nm y 546
nm en un plazo de 15 minutos. Para obtener la concentracion de urea se realizo el

siguiente calculo:

A muestra
Conc.de acido urico = ———— x Conc. del calibrador
A calibrador

Donde: A es absorbancia.



Determinacion de carbonilos.

Se peso6 200 mg de tejido hepatico en un tubo eppendorf y se le agregé 1 ml de
buffer de fosfatos a pH de 6.7 que contenia 1 mM de EDTA se homogenizo con
pistilo, una vez disgregado el tejido se centrifugo a 10000 g por 15 minutos a 4°C, y
se recupero el sobrenadante. Del sobrenadante se transfirieron 200 pl a dos tubos
eppendorf, un tubo correspondia a la muestra y el otro a control. Posteriormente, se
afiadieron 800 pl de DNPH a la muestra y 800 ul de HCI 2.5 M al tubo control. Se
dejaron incubar ambos tubos en oscuridad a temperatura ambiente por 1 hora,
mezclando cada 15 minutos. Al término de la incubacion se agregé 1ml de TCA al
20% a cada tubo y se mezclaron, se colocaron los tubos el hielo y se incubaron por
5 minutos, se centrifugaron a 10000 g por 10 minutos a 4°C. Consecutivamente se
deshecho el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1 ml de TCA al 10% y se
mezclé por aproximadamente 5 minutos, nuevamente se colocé en hielo y se incubo
por 5 minutos, se centrifugd a 10000 g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se
deshecho y se resuspendio el pellet en 1ml de Etanol-Acetato de Etilo 1:1 y se
mezcld por aproximadamente 2 minutos y se centrifug6 a 10000 g por 10 minutos a
4°C, este paso se repiti6 dos veces mas. Después del ultimo centrifugado, se
deshecho el sobrenadante y se resuspendio el pellet de proteinas en 500 pl de HCI-
Guanidina, se mezcl6 con vortex y se centrifugo a 10000 g por 10 minutos a 4°C.
Finalmente de este sobrenadante se transfirieron 220 ul del tubo control y del tubo
muestra por duplicado a la placa de 96 pozos. Se midi6 la absorbancia en un rango

de longitud de onda de entre 360-385 nm.

Abs corregida 500ul
ES
0.011pM  200u

Carbonilos =



Resumen de Metodologia.
A continuacién, se presenta la metodologia en forma de diagrama para facilitar su comprension. El
diagrama 2, muestra la manera en la que se distribuyeron los animales, la dieta empleada y su

acondicionamiento dentro del bioterio. En el diagrama 3 se
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Diagrama 2. Metodologia experimental.
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7. Resultados.

Perfil lipidico.
Colesterol.

En la figura 11 se observa que la concentracion de colesterol en plasma incremento
en un 97% comparado con el grupo control. Lo cual es caracteristico de la patologia
(EHGNA), ya que los animales consumieron una dieta rica en colesterol y colato de

sodio.
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Figura 11. Representacion gréfica: determinacion de Colesterol en plasma.

Datos presentados como medias * error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p=<0.05).

Triglicéridos.

En la figura 12 se pudo observar que los ratones que consumieron la dieta Paigen
mas fructosa aumentaron en un 35% al ser comparado con el grupo que solo recibio

la dieta chow.
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Figura 12. Representacion grafica: determinacion de triglicéridos en plasma.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un andlisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

En la figura 13 se observé un incremento sustancial de LDL del 366% en el grupo
que fue alimentado con la dieta Paigen mas fructosa comparado con el grupo

control.
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Figura 13. Representacion grafica: determinacion de LDL en plasma.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

En la figura 14 se ve claramente como HDL disminuye drasticamente en el grupo
que fue alimentado con la dieta Paigen mas fructosa en un 37% comparado con el

grupo control.
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Figura 14. Representacién gréafica: determinacion de HDL en plasma.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

indice aterogénico

En la figura 15 se observd que los ratones que consumieron la dieta Paigen mas
fructosa presentaron un incremento significativo del indice aterogénico de un 538%

al ser comparado con el grupo control, que es la relacién del colesterol total/HDL.
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Figura 15. Representacion gréfica: determinacion de indice aterogénico.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Glucosa
En la figura 16 se observo que la concentracién de glucosa no sufrié afectaciéon ya

que no hubo diferencia significativa del grupo que consume la dieta Paigen mas

fructosa en comparacién con el grupo control.
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Figura 16. Representacion grafica: determinacion de glucosa en plasma.

Datos presentados como medias * error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Peso corporal.

En la figura 17 se observé que no hubo diferencia significativa en cuanto a los pesos
de los ratones pertenecientes al grupo alimentado con la dieta Paigen en

comparacién con el grupo control.
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Figura 17. Representacion gréafica: peso corporal de ratones.

Datos presentados como medias + error estdndar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Peso de higado.

En la figura 18 se observé que los pesos del higado de cada grupo sufren afectacion,
ya que el grupo alimentado con la dieta Paigen tuvo un incremento significativo

(267%) en comparaciéon con el grupo control.
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Figura 18. Representacion grafica: peso de higado.

Datos presentados como medias + error estdndar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Peso relativo.

En la figura 19 en la cual se representa la relacion entre el peso del 6rgano y el peso
del animal vivo para cada grupo, se observa que el peso relativo es mayor en el
grupo alimentado con la dieta Paigen aumentando un 282% en comparacién con el

grupo control.
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Figura 19. Representacion grafica: peso relativo.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).



Cortes histologicos.

Tincion: Hematoxilina-eosina.

En la figura 20 se puede observar el corte histolégico del higado del grupo control
tefiido con hematoxilina-eosina, en la cual se aprecia que los hepatocitos conservan
su morfologia poliédrica con su ndcleo central de color morado, el citoplasma se ve
homogéneo, es decir con apariencia bien definida con una baja presencia de
microvesiculas de color rosa. También es evidente la presencia de los espacios
sinusoidales hepéticos bien definidos con poca cantidad de células estrelladas y

células de Kupffer.
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Figura 20. Cortes histoldgicos de tejido hepéatico del grupo control. Tinciéon H&E observado: a) 10x, b)40x y
€)100x. Flecha naranja: nucleo. Flecha azul: citoplasma. Flecha verde: sinusoide. Flecha amarilla: macréfagos.

Mientras que en la figura 21 se observa el tejido hepatico del grupo que recibio la
dieta Paigen, en el cual hay pérdida de la arquitectura poliédrica del hepatocito, ya
gue se ven hipertroficos de apariencia baloneada con presencia de macrovesiculas
en el citoplasma desplazando el ndcleo a la periferia de la célula, siendo
aproximadamente el 60% de los hepatocitos balonizados. En la periferia de los
hepatocitos afectados se observa hipercelularidad posiblemente polimorfonucleares
como macrofagos, neutréfilos y linfocitos. Con relacion a los espacios sinusoidales,
se observan poco evidentes y hay una cantidad aumentada de células de Kupffer.

La falta de coloracion en el citoplasma es propia de las macrovesiculas ya que no



tiene afinidad a la Eosina, por ello no se tifien. Presencia de fibroblastos reactivos

entre los espacios sinusoidales.

Figura 21. Cortes histoldgicos de tejido hepéatico del grupo alimentado con dieta Paigen. Tincién H&E observado:
a) 10x, b)40x y ¢)100x. Flecha azul: nacleo. Flecha verde: macrovesiculas ocupando casi la totalidad del
citoplasma. Flecha naranja: infiltracion leucocitaria rodeando los hepatocitos balonizados.

Para corroborar lo observado en los cortes histolégicos, se realizo la campimetria
de 10 campos de las laminillas tenidas con H&E y se contaron el numero de
hepatocitos anormales (células balonizadas y con gotas lipidicas) que presentaban
tanto el grupo control como el grupo que recibio la dieta Paigen, observandose que
casi el 88% de las células estan alteradas en el grupo de dieta Paigen mientras que
en el grupo control no hubo ninguna célula dafiada ya que el 100% eran normales,

lo cual se esquematiza en la figura 22.
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Figura 22. Campimetria de laminillas tefiidas con H&E, donde se muestra el
porcentaje de células normales y anormales en tejido hepatico.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Ademas se realiz6 el conteo de las células que presentaban microvesiculas y
macrovesiculas tanto en el grupo control y de dieta Paigen, observandose que el
grupo control presentd diminutas gotas lipidicas en el interior del hepatocito sin
embargo no modifica su morfologia y las cuales solo se encuentran en estado
transitorio por lo que no se consideran a diferencia del grupo dieta Paigen que se
ve claramente como hay un mayor acumulo de triglicéridos en forma de
macrovesiculas que corresponden a un 67 %, y solo un 33% en forma de
microvesiculas, representando un excesivo acimulo de grasa que incluso hace que

pierda estructura y funcionalidad el hepatocito.
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Figura 23. Porcentaje de células hepaticas que presentan macrovesiculas y
microvesiculas.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico de analisis de varianza de una via (ANOVA) y
prueba de Tukey (p<0.05).



Tincién: Tricrémica de Masson.

En la figura 24 correspondiente al grupo control a la que se realiz6 la tincion
Tricrémica de Masson, se aprecia una seccion del parénquima hepético compuesta
por multiples hepatocitos bien diferenciados, con una morfologia normal.
Multifocalmente se aprecian venas centrales, asi como espacios porta, constituidos
por un ducto biliar, un vaso linfatico y una arteria hepatica; en la periferia se observa
una capsula de coloracién oscura, propia del tejido conectivo que rodea a los
parénquimas. Entre las células hepéticas se observan las sinusoides. Dentro del
tejido conectivo se observa algunas fibras de colageno que naturalmente forman

parte de este tejido.

Figura 24. Cortes histologicos de tejido hepatico del grupo control. Tincién Tricromica de Masson observado:
a) 10x, b) 40x y c) 100x. Flecha amarilla: vena porta. Flecha azul claro: arteria hepéatica. Flecha Azul grisaceo:
ducto biliar. Flecha amarillo oscuro: Tejido fibroso propio de la arteria.

Por otra parte, en la figura 25 se observa infiltrado celular propio de una respuesta
inflamatoria, posiblemente macrofagos que se presentan en forma de “rios” que se
extienden a lo largo del tejido. Al examinarlo se observan mayoritariamente fibras
de colageno que en algunos casos son mas gruesas y se superponen, dichas
estructuras muestran indicios de fibrosis. Hay un patrén celular difuso ya que
aparecen a lo largo de todo el tejido, sefialando un dafio severo.



Figura 25. Cortes histoldgicos de tejido hepatico del grupo alimentado con dieta Paigen. Tincion
Tricromica de Masson observado: a) 10x, b) 40x y c) 100x.Flecha amarilla: fibroblastos. Flecha roja: fibras
de colageno.

Para poder representar el grado de fibrosis, se realizd la campimetria de las
laminillas tefiidas con Tricrbmica de Masson en 10 campos evaluando
cualitativamente el acumulo de las fibras de colageno en el tejido mediante la
intensidad del color azul, asi como la frecuencia de la aparicion de las fibras de

colageno, estableciendo la siguiente escala:

Criterio. Grado de fibrosis.
+ Leve
++ Moderado
+++ Severo

Siguiendo el criterio establecido se observo que el grupo que recibio la dieta Paigen
presentd una mayor tendencia de depdsito de fibras de colageno en el parénquima
hepético presentando un patron difuso, es decir en varias zonas ya que no se
observé que fuera localizado, clasificAndolo como presencia de fibrosis severa
difusa, que al ser comparado con el grupo control observamos que no hay presencia
de fibras de colageno en el parénguima hepético, solo en zonas como venas y

arterias que es normal del tejido, como se observa en la figura 26.
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Figura 26. Campimetria de laminillas tefiidas con Tricromica de Masson, donde se
representa el grado de fibrosis en tejido hepatico.

Datos presentados como medias * error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico de andlisis de varianza de una via (ANOVA) y
prueba de Tukey (p<0.05).



Tincion: Rojo oleoso.

En la figura 27 correspondiente al grupo control se observa como el tejido hepatico
se encuentra en condiciones anatdmicas normales, presentando su estructura
celular intacta. Las células hepaticas conservan su arquitectura y su morfologia
poliédrica. También se aprecia el citoplasma en buen estado, presentado ligeras

gotas lipidicas. El nucleo se encuentra céntrico sin desplazamiento a la periferia.

Figura 27.Cortes histoldgicos de tejido hepético del grupo control. Tincién Rojo Oleoso observado: a)10x, b) 40x
y ¢) 100x. Flecha amarilla: nacleo. Flecha roja: citoplasma con pequefias gotas lipidicas.

En la figura 28 se muestra el tejido del grupo alimentado con la dieta Paigen, donde
se observa que la célula sufre el fenémeno de balonizacién debido al acumulo de
grasa. Este acumulo se ve representado por una gran cantidad de gotas lipidicas
en el citoplasma, dichas gotas se ven claramente tefiidas de color rojo y se aprecia
una mayor proporcion de macrovesiculas que de microvesiculas en comparacion
con el grupo control. Por lo tanto, hay perdida de la arquitectura celular, siendo
desplazado el nucleo a la periferia debido a la generacion de la gota lipidica.
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Figura 28.Cortes histolégicos de tejido hepético del grupo alimentado con la dieta Paigen. Tincién Rojo Oleoso
observado: a)10x, b) 40x y c) 100x. Flecha amarilla: nacleo. Flecha azul oscuro: gotas lipidicas presentes en el
citoplasma.

Para poder representar el nUmero de hepatocitos que presentaban gotas lipidicas
en el citoplasma se realizé un andlisis campimetro de 10 campos en las laminillas
tefiidas con Rojo Oleoso, en el cual se establecié un criterio porcentual para el
numero de células normales o afectadas. En donde el grupo control no presenté
gotas lipidicas que provocaran un cambio en su morfologia celular, por lo tanto, el
100% de los hepatocitos del grupo control eran sanos. Por otra parte, el grupo
alimentado con la dieta Paigen sufrié un acumulo lipidico considerable en donde el
86% de los hepatocitos de los ratones presentaban gotas lipidicas dentro del

citoplasma.
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Figura 29. Porcentaje de células hepaticas con gotas lipidicas.

Datos presentados como medias + error estdndar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).

Urea.
En la figura 30 se observa que la concentracién de urea en plasma incremento

significativamente comparado con el grupo control.
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Figura 30. Representacion gréfica: determinacion de urea en plasma.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).



Carbonilos

En la figura 31 se representa la concentracion de carbonilos en plasma, donde se
observa que hay tendencia de aumento de carbonilos sin llegar a ser significativo
del grupo que consume la dieta Paigen mas fructosa en comparacién con el grupo

control.
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Figura 31. Representacién gréfica: determinacion de carbonilos en tejido hepético.

Datos presentados como medias + error estandar medio de cada grupo (n=6). *= Diferencia significativa vs grupo control;
ND= No hay diferencia significativa, después de un analisis estadistico t de Student independiente de dos colas (p<0.05).



8. Resumen de resultados.

Grupo DP

Perfil lipidico Colesterol

Triglicéridos

LDL

HDL

indice aterogénico
Pesos (Q) Peso corporal

Peso higado

Peso relativo
Pruebas Glucosa
sanguineas Urea
Carbonilos

Histologia H&E

Tricrébmica de
Masson

Rojo Oleoso

Sin cambio:
Disminucion: -

Aumento considerable: +




9. Discusion.

En investigacion, los estudios preclinicos son una herramienta que permiten
desarrollar diferentes patologias a través de diversos mecanismos de induccioén. El
uso de animales de laboratorio como modelo bioldgico es primordial ya que estos
permiten asimilar el proceso de aparicion de una enfermedad lo mas cercano al
humano. En un estudio realizado por Fang et al (2022), menciona que una dieta alta
en grasas acompafada del uso de fructosa favorece a la aparicion de esteatosis,
inflamacion y fibrosis. Por otra parte, Yu Ri Im et al (2021), menciona que las dietas
altas en grasas y altas en fructosa usadas en ratones se acercan fielmente a los

resultados de EHGNA en humanos.

Los ratones C57BL/6 son una cepa que se emplea constantemente en modelos de
EHGNA ya que al ser alimentados con una dieta rica en grasas es susceptible a
generar resistencia a la insulina, obesidad y lesiones ateroscleréticas (Schreyer
etal. 1998), ademas, desencadena caracteristicas comunes del sindrome

metabdlico humano (Fraulob et al. 2010).

El modelo de induccién de EHGNA que llevamos a cabo se caracterizd por el
aumento de colesterol, triglicéridos, LDL e indice aterogénico y la disminucion de
HDL; lo cual se vio reflejado en el aumento del peso del higado. De acuerdo con
Silva C. et al (2014), el consumo de dietas ricas en grasas repercute directamente
en el perfil lipidico ya que presentan un aumento en los niveles de colesterol total y
triglicéridos. Los ratones que han sido alimentados con dieta rica en grasas
desarrollan resistencia a la insulina lo cual lleva a la alteracion del perfil bioquimico
plasmético (Rodriguez Calvo. et al. 2019). En la EHGNA la dislipidemia se
caracteriza por niveles altos de triglicéridos, colesterol LDL y una disminucion de
colesterol HDL (Lee et al. 2021). Los resultados obtenidos en la determinacién del
perfil lipidico coinciden con los reportados por Hidalgo et al. (2020), en el cual
encontraron que los animales alimentados con una dieta rica en grasas muestra un
aumento significativo en los niveles plasmaticos de colesterol total, colesterol HDL,

triglicéridos e indice aterogénico en comparacion con el grupo control; de tal manera



que la ingesta de dieta Paigen combinada con fructosa induce un desorden

metabdlico muy similar al observado en humanos.

Al evaluar la concentracion de colesterol en el plasma de los ratones, se encontrd
gue los niveles aumentan 97% en el grupo alimentado con la DP en comparacion
con el grupo control. El colesterol que es ingerido por la dieta es perjudicial para la
salud y el riesgo aumenta conforme sus niveles incrementan (Kanuri & Bergheim,
2013). Eisinger et al. (2014) realizé un estudio en el cual aliment6 a ratones C57BL/6
con una dieta alta en grasas durante 14 semanas y al término evalla la
concentracion de colesterol total el cual se encuentra elevado, coincidiendo con
nuestros resultados reportados. Uno de los mecanismos por los cuales se cree que
la dieta alta en grasa induce el incremento de colesterol hepatico en ratones es a
través de la induccién en la expresion de HMG-CoA reductasa lo cual lleva al
incremento del almacenamiento de colesterol contribuyendo a la aparicién de la
dislipidemia como consecuencia del consumo excesivo de grasas (Rabot et al.,
2010).

Anteriormente, ya se ha mencionado la repercusion de la ingesta de la dieta alta en
grasas en los niveles lipidicos hepaticos y séricos; Kim et al. (2011) evalu6 los
niveles de triglicéridos en ratones de la cepa C57BL/6 que fueron alimentados con
una dieta alta en grasas por 10 semanas; los hallazgos reportados mencionan que
los ratones alimentados con la dieta grasa presentan un incremento en la
concentracion de triglicéridos. El desequilibrio en los niveles de triglicéridos propicia
a la aparicion de EHGNA (Cohen et al., 2011).

La concentracion de LDL y HDL también se ven modificadas dentro de los grupos
experimentales. Los resultados obtenidos muestran que la concentracion de LDL
aumentan significativamente un 366% en contraste con el grupo control y la
concentracion de HDL disminuye significativamente. Nuestros resultados se
asemejan a los reportados por Hidalgo et al (2020), en los cuales reporta que en un
grupo de ratones C57BL/6 alimentados con una dieta Paigen y fructosa al 30%, los
niveles de LDL aumentaron y los niveles de HDL disminuyen. En un estudio

experimental realizado por Ali et al (2014), también se menciona lo anterior, al



alimentar ratones con una dieta alta en grasas/colesterol los niveles de LDL
aumentan considerablemente y los valores de HDL se mantienen por debajo de los
niveles de LDL. Carvajal (2014), menciona que los niveles altos de triglicéridos se
asocian con niveles de HDL disminuidos. El aumento de colesterol plasmatico esta
relacionado con las LDL aterogénicas (Hartvigsen et al., 2007). Cuando los niveles
de LDL que circulan por el torrente sanguineo aumentan, se desencadena un
proceso activado por diversos factores y las lipoproteinas LDL comienzan a oxidarse
dentro de las células endoteliales. Las moléculas de LDL oxidadas son captadas
por macrofagos a través de receptores “scavenger” como CD36, SR-B1y LOX-1, lo
cual activas células endoteliales, monocitos, macréfagos, células T y células
espumosas, desencadenando la liberacion de moléculas proinflamatorias como IL-
B1, IL-8, TNF-a, entre otras. Los macréfagos activados liberan especies reactivas
de oxigeno (ROS) que aumentan la oxidaciéon de LDL e incrementan las LDL

oxidadas generando un proceso de aterogénesis (Carvajal, 2015)

El indice aterogénico es un valor indicativo que resulta de la relacion: TG/HDL,
permite identificar el riesgo para desarrollar enfermedades cardiometabdlicas
(Mufioz et al., 2020). De acuerdo con la “Guia Clinica para la deteccion, Diagnostico
y tratamiento de la Dislipemia Aterogénica en Atencion Primaria”, el indice
aterogénico mayor a 3 es considerado como un objetivo de alto riesgo
cardiovascular, en nuestro caso es mayor a 3 por cual los ratones alimentados con
DP son propensos a sufrir enfermedades cardiometabdlicas. Or3oli¢ et al. (2019),
determiné el indice aterogénico en ratones alimentados con una dieta rica en grasas
durante 30 dias, reportando que los ratones que recibieron la dieta rica en grasas
tienen mayor indice aterogénico en comparacion con el grupo control, lo cual se
asemeja a nuestros resultados. Sa’adah et al. (2017) hace referencia a que la
administracion de una dieta que conduce a la hiperlipidemia causa incremento en el

indice aterogénico, colesterol total y niveles de LDL en ratas.



En cuanto a la determinacion de glucosa, nuestros resultados muestran que este
parametro no se modifica. Este hecho esta relacionado con la ingesta de la fructosa.
La fructosa es transportada al higado donde se fosforila por la enzima fructocinasa
a fructosa 1 fosfato que se convierte en gliceraldehido 3 fosfato o dihidroxiacetona
fosfato, finalmente forman Acetil CoA. En el higado el Acetil CoA conduce a la
sintesis de acidos grasos, triglicéridos y colesterol, estimulando la via glicolitica y
lipogénica de la célula hepatica (Esquivel & Gomez, 2007). En una revision, Carvallo
et al. (2019), menciona la relacion que existe entre el consumo de fructosa y los
efectos metabdlicos en el organismo; la fructosa promueve el riesgo metabdlico al
incrementar el depdsito de grasa visceral e intrahepéatica. En ratas alimentadas con
dietas altas en fructosa se ha visto que el depdésito de tejido adiposo abdominal ha
aumentado, sin cambios en el peso corporal y niveles plasméaticos altos de
triglicéridos y acidos grasos. Ademas, un consumo prolongado de fructosa genera

un estado de inflamacién crénica.

El peso corporal tampoco se modificd, como se mencioné arriba el consumo de
fructosa en algunos casos no genera cambios en el peso corporal (Carvallo et al.,
2019).). Tipoe et al. (2009), comenta que algunos investigadores han hallado que
una dieta alta en grasas no siempre puede generar obesidad en ratas sanas, esto
también se relaciona con la calidad y composicion de la dieta. El desarrollé un
modelo dietario para induccién de EHGNA en ratas durante 8 semanas, dentro de
sus resultados reporta que en el grupo control y el grupo de esteatosis no hubo una
diferencia significativa en los pesos corporales. Los ratones libres de gérmenes son
resistentes a la obesidad al ser alimentados con una dieta rica en grasas y
carbohidratos (Rabot et al., 2010). El tiempo en el cual se llevé a cabo el
experimento puede influir en la generacion a la obesidad, se podria modificar este

para desarrollar este proceso de obesidad.

Por otra parte, el peso del higado si se modifica. A pesar de que el peso corporal no
aumenta, el peso del higado y la cantidad de tejido adiposo tiende a aumentar.
Gowda et al. (2020), hace mencion de que el peso del higado si se ve afectado con



la ingesta de una dieta alta en grasas, lo cual se asemeja a los resultados obtenidos
en los cuales el peso del higado aumento significativamente en el grupo alimentado

con la DP en comparacion con el grupo control.

El peso relativo es una determinacion del peso de un 6rgano en relacién con el peso
corporal de un roedor. Esta informacién es un aporte util para comparar los efectos
de un tratamiento sobre el desarrollo de algun érgano (Yanez & Candela, 2003). De
acuerdo con los resultados del peso relativo obtenidos experimentalmente, se pude
observar que la diferencia de peso relativo en el grupo DP es significativamente
mayor al compararlo con el grupo control, con lo cual se evidencia que con la dieta
Paigen el higado de los ratones es afectado directamente. La determinacion de este
pardmetro demuestra que con la dieta el aumento del peso corporal y el peso del

higado no tienen una relacién directamente.

En la actualidad, ademas de emplearse diversos métodos para la deteccion de
EHGNA, no existen pruebas no invasivas que tengan un alto valor predictivo y
deteccion de formas agresivas de enfermedades hepaticas como la EHGNA. La
biopsia hepética es un examen estandar para un adecuado diagnéstico y evaluacion
del grado de esteatosis, fibrosis, actividad inflamatoria y dafio hepético del paciente.
La histopatologia ayuda a distinguir entre los diversos estadios de la EHGNA, asi
como aquellos que son propensos a desarrollar formas de dafio hepatico avanzado
como la cirrosis (Arab et al., 2014).

Nuestros resultados, muestran los cambios observados microscopicamente en la
histologia hepética realizada al grupo alimentado con la dieta Paigen, que fue
caracterizada por: 1) el balonamiento de los hepatocitos y aparicion de gotas
lipidicas en el citoplasma; 2) presencia de fibrosis; 3) filtracion de células
inflamatorias; 4) perdida de la arquitectura celular; y 5) cambios degenerativos en
los hepatocitos. En el grupo control se mantuvieron las caracteristicas propias de
las células hepaticas, la arquitectura celular no se modifico, no hubo presencia de

fibrosis y la infiltracion lipidica no fue propia de la aparicion de EHGNA.



Segun Arab et al. (2014) las principales caracteristicas histopatoldgicas de la
EHGNA incluyen: 1) esteatosis; 2) inflamacion; 3) dafio hepatocelular; y 4) presencia

de fibrosis. Las cuales se asemejan mucho a los resultados que obtuvimos.

Dentro del analisis de los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina se encontré que
el 88% de las células hepaticas del grupo DP presentaron una pérdida de la
arquitectura celular siendo balonizadas por las gotas lipidicas que se infiltraron en
el citoplasma, en su mayoria se presentaron macrovesiculas (67%) y una menor
presencia de microvesiculas (33%). Este resultado coincide con lo mencionado por
Arab et al. (2014), donde menciona que el elemento morfoldégico central de la
EHGNA es la acumulacién de vesiculas lipidicas en el parénquima hepético. En la
tincibn de hematoxilina y eosina se visualizan espacios circulares épticamente
vacios de un tamafio grande (macrovesiculas) facilmente identificables en el
citoplasma que desplaza el nucleo hacia la periferia de los hepatocitos. Tsuchida et
al. (2018), mencionaron que la ingesta de una dieta alta en grasas, fructosa y
colesterol exacerba las caracteristicas histolégicas de EHGNA en ratones
C57BL/6J; histolégicamente esto repercute con la aparicion de hepatocitos
balonizados con presencia de cuerpos de Mallory. Tipoe et al. (2009) también
menciona que el consumo de grasas en la dieta genera un mayor grado de
esteatosis; en el analisis que él realiz6 a ratas a las que les indujo EHGNA, observd
un gran depdsito de vacuolas citoplasmaticas en el higado y también encontré una
gran cantidad de inflamacion. La inflamacion esta caracterizada por la presencia de
pequefios grupos de células inflamatorias, incluyendo linfocitos, eosindfilos y
neutrofilos, que se encuentran cerca a los hepatocitos balonizados; esto refleja una
desregulacion en la sintesis de citocinas y quimiocinas en el higado (Hebbard &
George, 2010). Reforzando lo anterior, Pilar L. (2014), también menciona que los
hallazgos histopatologicos de la EHGNA se centran en la aparicion de
macrovesiculas y microvesiculas que se manifiesta de acuerdo con la presencia de

vacuolas grasas.



Dentro de la dieta empleada se adiciona colesterol y colato de sodio. En ratones el
uso de colesterol y colato inducen diversas manifestaciones hepaticas como la
inflamacion y la expresion de colageno. En una dieta aterogénica que contiene
colesterol, colato y alta cantidad de grasa se promueve la aparicion de dafio
hepético y fibrosis (Hebbard & George, 2010).

Para poder ver el desarrollo de fibrosis hepética se procedié a realizar la tincion
Tricromica de Masson. Con la administracion de la dieta Paigen se observé un
mayor desarrollo de fibrosis ya que el depdsito de fibras de colageno se extiende
por todo el parénquima hepatico presentado un patron difuso, ademas se observa
infiltrado de células inmunitarias. En comparacion con el grupo control en donde se

encontré que no existe presencia de fibrosis.

Tipoe et al. (2009), reporta que en ratas con EHGNA inducida a través de dieta, se
visualiza un mayor porcentaje de depdésitos de coldgeno con un engrosamiento de
en el tejido conectivo alrededor de venas y la presencia de fibrosis celular; también
menciona que aumentaron tres veces las areas de colageno en ratas con EHGNA
gue en el grupo control. El experimento realizado por Hidalgo et al. (2020), también
hace referencia a que la dieta Paigen es esencialmente influyente en la generacion
de fibrosis. Ella reporta que el grupo control no muestra indicios de fibrosis, mientras
que el grupo DP presenta una mayor aparicion de fibrosis. Nuestros resultados se

asemejan a los dos experimentos citados.

Por otra parte, se evalud la infiltracion de gotas lipidicas en el citoplasma con la
tincién de rojo oleoso. En los resultados del grupo DP se encontrd que el porcentaje
de células que presentan vesiculas lipidicas corresponde al 86%, las cuales se
depositan en el citoplasma de los hepatocitos y se tifien de rojo; ademas se observa
gue por la presencia de macrovesiculas el nucleo es desplazado a la periferia. A
comparacion del grupo control en donde solo se encontraron ligeras gotitas lipidicas,

sin desplazamiento del nucleo y sin balonizacion del hepatocito.



Después del adipocito, en los animales, el higado cumple una funcion almacenadora
de grasa en donde se almacenan en forma de gotas lipidicas (Megias et al., 2019),
por lo que en los hepatocitos sanos se logra ver gotitas lipidicas en el citoplasma.
Tipoe et al. (2009), también menciona que en ratas sanas que han sido alimentadas

con una dieta normal se logran ver estas gotas lipidicas.

Ge et al. (2010), realiz6 la tincién de rojo oleoso para observar las gotas lipidicas
hepéticas de diferentes grupos de ratones C57BL/6J a los que les indujo EHGNA
por diversas causas. Encontré que todos los grupos (ob/ob, db/db, etanol y dieta
alta en grasas) mostraron multiples gotas lipidicas en el citoplasma. El analisis visual
demostré que la dieta alta en grasas induce la aparicion de gotitas lipidicas dentro
del hepatocito. También encontré presencia de pequefias gotitas lipidicas en el

grupo control.

Hidalgo et al. (2020), realiz6 una tincion de rojo oleoso en un grupo de ratones
alimentados con dieta Paigen y fructosa. Ella describe el tejido hepético de este
grupo como fuertemente teflido de color rojo en las vacuolas en forma de
macrovesiculas en los hepatocitos que eran de gran tamafio en comparacion con el
grupo control. Nosotros vimos en los cortes histologicos realizados que el
citoplasma de los hepatocitos también se tifié de gran coloracion roja, propia de las
gotas lipidicas, con lo cual asemejamos nuestros resultados con lo reportado en su

estudio.

El consumo excesivo de fructosa esta relacionado con hipertrofia renal y también
se relaciona con el sindrome metabdlico (Kretowicz et al., 2011). Nuestros
resultados mostraron un incremento significativo de la concentracién de urea en
plasma en el grupo que consumié la dieta Paigen y fructosa. Dichos resultados
coinciden con lo reportado por Liu y colaboradores (2013) quienes encontraron que
pacientes con EHGNA tenian una concentracion de urea significativamente mas alta

en comparacion con los casos de control, e indican que su valor puede ser predictivo



en pacientes con EHGNA, lo cual se relaciona con aumento del riesgo de
enfermedad cardiovascular. También su incremento esta relacionado con el
consumo de fructosa la cual favorece el desarrollo de sindrome metabdlico y por
ende un aumento de la incidencia de EHGNA vy la enfermedad renal crénica
(Nakagawa et al., 2021), lo anteriormente mencionado es corroborado por Abdel et
al. (2016), quienes realizaron un estudio en el que administraron fructosa a un grupo
de ratas albinas macho mostrando un aumento significativo de la concentracion

sérica de urea en comparacion con el grupo de control.

La EHGNA es una enfermedad multifactorial que puede presentarse de diferentes
maneras clinicas cuyos mecanismos aun no se conocen totalmente. El estrés
oxidativo (EO) en la EHGNA aumenta, por lo que la prueba de carbonilos es un
indicador adecuado para medir el estrés oxidativo proteico (Carrasco et al., 2003).
El EO se caracteriza por niveles intracelulares elevados de especies reactivas de
oxigeno (ROS) aumentando la carbonilacibn de proteinas del tejido hepatico
(Coelho et al., 2023). La carbonilacion proteica es mucho mas compleja de lo que
se visualiza. Dentro de los procesos oxidativos celulares, los lipidos son mas faciles
de oxidar que las proteinas. Los resultados obtenidos muestran que no hubo un
incremento en la determinacion de carbonilos, esto puede ocurrir por el tiempo en
el que se llevo a cabo la induccién de la patologia a través de dieta ya que durante
el tiempo de induccién posiblemente se presentd una oxidacion de acidos grasos y
no de proteinas, por lo tanto es preciso hacer la determinacion de estos acidos para
corroborar que hay procesos oxidativos intracelulares propios de la patologia.



10.Conclusiones.
Fue posible establecer un modelo de induccion de EHGNA en ratones C57BL/6 a
través de la ingesta de una dieta alta en grasas, colesterol, colato y fructosa al 30%,
obteniendo la aparicién de alteraciones metabdlicas similares a las observadas en
humano como la variacion del perfil lipidico, cambios histologicos, cambios renales
y cardiometabdlicos, lo que permite concluir que el modelo establecido es adecuado
para la realizacion de estudios seroldgicos, celulares y moleculares que contribuyan

a la generacion de nuevos conocimientos de la progresion de la enfermedad.
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