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Resumen.
El sindrome metabdlico es una enfermedad multifactorial con alta prevalencia
mundial, relacionada directamente con el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares y/o hepaticas, asi como diabetes y cancer. Alrededor del 80% de

pacientes con sindrome metabdlico cursan con un algun grado de dafio al higado.

El derivado de adenosina IFC-305 ha demostrado tener efectos protectores en
distintos modelos de dafio hepético, asi como en elementos involucrados en el
metabolismo central, por lo que se buscO evaluar su efecto en higado graso
asociado al sindrome metabdlico inducido por una dieta hipercalérica, rica en grasas

saturadas Yy sacarosa.

El presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar un modelo experimental de
sindrome metabdlico y dafio hepatico inducidos por dieta hipercaldrica y establecer
los efectos del compuesto IFC-305 en parametros bioquimicos, tisulares,

inflamatorios y relacionados al estrés oxidante.

Se establecieron cuatro grupos experimentales con ratas macho de la cepa Wistar:
1. Control, dieta estandar; 2. Dieta alta en grasas y carbohidratos (HFS); 3.
HFS+IFC-305, dosis 50 mg/kg; 4. Dieta estandar+IFC-305. Se realizaron pruebas
de tolerancia a glucosa e insulina, se determinaron parametros séricos bioquimicos,
se realizaron analisis histologicos y celulares mediante hematoxilina y eosina y
microscopia electrénica y se cuantificaron lipidos, marcadores de inflamacién e

indicadores de estrés oxidante y respuesta antioxidante en el tejido hepético.

Al finalizar los tratamientos, los animales del grupo correspondiente a sindrome
metabdlico y dafio hepatico presentaron curvas anormales de tolerancia a glucosa
e insulina, altos niveles séricos de lipoproteinas de baja densidad (colesterol LDL)
asi como de triglicéridos, insulina y citocinas proinflamatorias. En el higado se
hallaron modificaciones en la organizacion tisular y celular y en la concentracion de
lipidos. El tratamiento simultaneo con IFC-305 previno el desarrollo de distintos
elementos relacionados al sindrome metabdlico, ademas de conservar la estructura

normal del tejido hepatico, y evitar la inflamacion.



1. Introduccion.

1.1. Definicion y epidemiologia del sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico se ha definido como una patologia multifactorial que puede
incluir: obesidad central, dislipidemias, intolerancia a la glucosa, resistencia a la
insulina e hipertension arterial; asociados directamente como factores de riesgo
para el desarrollo de diabetes Mellitus tipo 2, enfermedad de higado graso no
alcohélico (EHGNA) y enfermedad cardiovasculart2,

De acuerdo con el concepto armonizado, se considera que una persona tiene
sindrome metabdlico cuando presenta al menos tres de los siguientes parametros
(con algunas variaciones en poblaciones especificas): circunferencia de la cintura
de =294 cm en hombres y 280 cm en mujeres, niveles séricos de triglicéridos =150
mg/dl, o pacientes que estan bajo prescripcién de medicamentos para mantenerlos
bajos; niveles bajos de colesterol HDL (lipoproteinas de alta densidad): <40 mg/dl
en hombres y <50 mg/dl para mujeres, presion arterial sistélica y diastélica de 2130
mm Hg y 285 mm Hg respectivamente, o pacientes con tratamiento farmacolégico
antihipertensivo, y niveles de glucosa en sangre de 2100 mg/dl bajo condiciones de

ayunol®l,

La incidencia y prevalencia de este sindrome no se determina como tal; sin
embargo, se logra estimar a partir de los datos que se tienen acerca de sobrepeso
u obesidad y demas asociados. Por ejemplo, segun la encuesta global de obesidad,
en 2015 para 195 paises, este padecimiento ha incrementado al doble en 73 de
ellos, mientras que en la mayoria de los restantes también aumentd. Ademas, 604
millones de adultos y 108 millones de nifios eran obesos, donde el aumento en la
prevalencia destacdé en adultos jovenes (de 25 a 29 afos) y con bajo indice
socioeconémico; mientras que su tasa global pas6 de 1.1 a 3.85 % de 1980 a
20151,

En el siguiente mapa (figura 1) se muestra la prevalencia de sobrepeso u obesidad
de acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el afio
2016. En este, se observa mayor prevalencia en paises industrializados o en vias

de desarrollo como Estados Unidos y México.
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Prevalence (%)

Figura 1. Prevalencia mundial de sobrepeso y obesidad (OMS, 2016).

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2018 dio a
conocer que la prevalencia de estas enfermedades en personas de 20 afios 0 mas
fue del 75.2 %, mismo que habia sido de 71.3 en 2012.

La misma encuesta indico que 15.2 millones de personas adultas tienen diagndstico

de hipertension, donde la mayoria tiene 50 afios 0 mas.

1.2. Fisiopatologia del sindrome metabdlico: generalidades.

Varios autores determinan que el principal detonante del sindrome metabdlico es el
aumento anormal de peso, debido a un contenido dietético hipercal6rico,
principalmente por el consumo excesivo de grasas y azlcares!>8l. Esta condicion
puede verse favorecida sumada a otros factores ambientales como un estilo de vida
sedentario, nivel socioeconémico bajo y, en particular, a procesos bioquimicos
implicitos como la reposicion de nutrientes dietarios y utilizacion de acidos grasos,

tanto en tejido adiposo como en otros érganosl.

Otros mencionan que el estimulo inicial en el sindrome metabdlico es la resistencia
a la insulina, asociada a un estado de inflamacion crénica de bajo gradol”. Dicha
resistencia es definida en la clinica como la incompetencia de la insulina para
incrementar la utilizacion de glucosa, o la incapacidad de las células a responder a

estimulos por la misma hormonat®l.
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El estado inflamatorio mencionado puede promoverse y ser sostenido por la
desregulacion de moléculas como la adiponectina y la leptina. Esta Ultima se ve
implicada en el reclutamiento de macrofagos en el tejido adiposo. Ademas, la
produccion de citocinas y otros mediadores de la inflamacién en érganos como el
tejido adiposo e higado, contribuye de manera directa a la resistencia a la insulinal®.
La respuesta inmune también se llega a activar por otros componentes de este

sindrome, como el exceso de lipoproteinas de baja densidad (LDL)™l,

Asi pues, la fisiopatologia en el sindrome metabdlico es muy compleja dadas las
respuestas e interacciones en diferentes 6rganos. En general, ademas de la
inflamacion, se habla de disfuncionalidad de los tejidos pancreatico, muscular
esquelético y cardiaco como consecuencia a la acumulacion ectopica de grasa, asi

como esteatosis y resistencia a la insulina en el higado[®.

La intolerancia a la glucosa circulante puede tener efectos citotoxicos e
inflamatorios. Por ejemplo, se ha estudiado el papel directo de la glucosa sobre la

aterosclerosis en la diabetes, via productos finales de glicacion!®111,

También se han realizado investigaciones acerca del desequilibrio en concentracion
de lipidos, glucosa, insulina y citocinas sobre la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y radicales libres®9, Entre los fendmenos asociados a su
sobreproduccion, se han descrito, entre otros, disfuncion mitocondrial y estrés de
reticulo endoplasmico (RE), tanto en tejido adiposo como hepaticol®. Lo Gltimo se
ha relacionado directamente a la resistencia a la insulina, dada la activaciéon de la
via de sefalizacion de las cinasas c-Jun N-terminal (JNK) y la fosforilacion en serina

del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS1)[912],

Por otro lado, en pacientes con esteatosis hepatica causada por sindrome
metabodlico se ha encontrado mucha demanda mitocondrial en la oxidacién de
acidos grasos, alta fuga de electrones de la cadena respiratoria y disfuncién

prolongada en sus complejos!*3l.
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1.3. Relacion entre dafio hepético y sindrome metabdlico.

Entre los cientos de funciones que realiza el higado, se le ha descrito como un
6rgano esencial para la manutencion de la homeostasis['*16l, Su papel es crucial
en el transporte y transformacion quimica de carbohidratos, lipidos y proteinas, asi

como en la detoxificacion por el consumo de xenobidticos(t6l.

Para que se lleve a cabo el metabolismo de estas macromoléculas es necesaria su
obtencion por medio de la dieta. Los lipidos son una fuente importante de energia
para el metabolismo, teniendo un valor energético global de 9.5 kcal/g; mientras que
los carbohidratos representan el tercer grupo de compuestos organicos mas
abundantes en el cuerpo animal, con un aporte energético de 4.1 kcal/g, después

de las grasas y las proteinas'”l,

La mayoria de los carbohidratos que se obtienen de los alimentos se transforman
en glucosa dentro del sistema digestivo. Su exceso se transporta de la sangre hacia
los hepatocitos y se almacena en forma de glucégeno. Asimismo, estas células

pueden captar acidos grasos de los lipidos ingeridos(l.

Se ha descrito que el consumo excesivo de grasas y azUcares puede inducir
EHGNAI819: cuya aparicion es debida, en la mayoria de los casos, al
establecimiento de sindrome metabdlico, si bien algunos autores mencionan que

puede ser bidireccionall2%-211,

Esta enfermedad abarca una serie de alteraciones histolégicas que van desde la
esteatosis simple, hasta el desarrollo progresivo de fibrosis, inclusive cirrosis
hepatica y hepatocarcinoma celular??. También se estima que el 25% de la

poblaciéon mundial cursa con algin grado de dafio hepaticol?3l.

El dafio en los hepatocitos (unidades funcionales del higado) empieza por el exceso
en la captura de acidos grasos libres en circulacion, como consecuencia de su
ingesta elevada, asi como por la disfuncién y muerte del tejido adiposo. Dicha
absorcion de acidos grasos se realiza mediante proteinas transportadoras como el
receptor CD36, cuya sintesis se ha visto elevada durante la obesidad y que ha sido

propuesto como indicador de progresion en la esteatosis(?42°l,
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La acumulacion hepética de acidos grasos también promueve la sintesis de
triglicéridos. Ademas, en el sindrome metabdlico la sintesis de lipidos a partir de
carbohidratos (lipogénesis de novo) aumenta, ya que las enzimas implicadas en
estos procesos se regulan directamente por la glucosa e insulinal®l. Asi pues,
resistencia a la insulina en el musculo esquelético, tejido adiposo y el mismo higado

también contribuyen a la lipogénesis y consecuente esteatosis[?8l.

La progresion de dafio en la EHGNA se intenta explicar por la teoria de los dos
golpes o “hits”, la cual establece que existe un segundo evento después de la
esteatosis simple. Este se desencadena por la formacion y acumulacién de
productos lipotoxicos que a su vez pueden provocar dafio hepatocelular y estrés
oxidante, estrés de RE y disfuncidbn mitocondrial, inflamacion y produccién
exacerbada de matriz extracelular; condicién conocida como esteatohepatitis no

alcohdlica (NASH), la cual puede progresar hasta cancerf?%:27,

1.3.1. Inflamacién.

La inflamacion sistémica es propia del sindrome metabdlico, mientras que, en el
higado, la inflamacién puede promover un cuadro de NASH. Este es un estado
cronico que se caracteriza por la produccién y secrecion de citocinas como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1p) e interleucina 6 (IL-6) y
se ha ligado directamente a la pérdida de funcionalidad del tejido adiposol?8l, cuya
respuesta inicia con el reconocimiento de sefiales que modifican la accién efectora

de las células inmunitarias(2l.

Si bien no se ha dilucidado completamente el vinculo entre el sindrome metabdlico
y la inflamacion, este se ha correlacionado al aumento en la cantidad tejido adiposo

blanco visceral y a su pérdida de sensibilidad a insulinal2°l.

En el tejido adiposo existen células residentes del sistema inmune que contribuyen
a la manutencion de la homeostasisi®Y. La subpoblacion mas abundante de
leucocitos es la de macrofagos, que en condiciones normales constituye alrededor
del 5 %, mientras que en la obesidad puede aumentar hasta 10 veces!®2. Esto va
acompafnado de un cambio fenotipico de los macréfagos (polarizacion), que pasan
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del tipo denominado M2, que generalmente expresa genes que codifican para
citocinas antiinflamatorias como IL-10, IL-33 e IL-13, al M1, que expresa genes que
codifican para citocinas que favorecen la inflamacion®-34, Cuando la secrecion de
estos mediadores se disemina y distribuye por el torrente sanguineo, se produce

una activacion celular generalizada o sistémical??l.

En el higado, los efectores que generalmente se asocian a la inflamacion son los
macrofagos residentes (células de Kupffer) y los que se reclutan hacia este 6rgano,
provenientes de la circulacion o del tejido adiposo, no obstante, el papel importante
de linfocitos T[?%l. Se han estudiado vias de sefalizacion implicadas en estos
procesos. Por ejemplo, la hiperactividad de la via del factor nuclear kappa b (NF-
kB) promueve la secrecion de citocinas proinflamatorias, ademas de que también
se involucra en fibrogénesis, al ser sefial de supervivencia para células estelares
hepéticas, cuyas funciones son la produccion de componentes de matriz

extracelular y el almacenamiento de lipidos [3536],

Recientemente se ha abordado el papel de la microbiota en el sindrome metabdlico,
enfermedades hepaticas e inflamaciénB®’. En la NASH, la permeabilidad del
intestino aumenta debido al sobrecrecimiento bacteriano o cambios en el
microbioma residente, asi como dafio en las uniones estrechas de los enterocitos.
Como consecuencia aumentan los niveles plasmaticos de lipopolisacarido -
endotoxina bacteriana- (LPS), que puede funcionar como ligando para receptores
tipo Toll (TLR) y desencadenar una respuesta inmune por la hipersecrecion de
citocinas y quimiocinas. También se ha descrito que los acidos grasos libres son

capaces de activar a los TLR hepaticos!?537:38],

1.3.2. Estrés oxidante.

Dentro de la progresion del dafio en la enfermedad hepética y en especifico en la
esteatohepatitis, se promueve estrés oxidante, el cual se refiere a un desbalance en
la produccion de especies quimicas pro- y antioxidantes en favor de las primeras, lo
qgue conlleva a la pérdida de la homeostasis del estado de oxido-reduccion y dafio

a biomoléculas y organelos, por consecuencial®®.
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Las moléculas implicadas en este desbalance son ERO (per6xido de hidrégeno,
lipoperéxidos...), ERN (especies reactivas de nitrégeno: 6xido nitrico, peroxinitrito,
etc.) y radicales libres como los radicales hidroxilo y superéxido; cuya produccion
se exacerba, mientras que se pierde la actividad de sistemas antioxidantes
enzimaticos como la catalasa (CAT) y la superoxido dismutasa (SOD) y no

enzimaticos como el glutation y las vitaminas C y EB,

En la NASH implicada en el sindrome metabdlico hay distintas vias para llegar al
estrés oxidantel*?l. La sobrecarga de &cidos grasos hepaticos y la alta demanda de
su oxidacion suele ser la principal fuente de equivalentes reductores que promueven
la produccion de ERO. Dicha produccion puede verse acentuada por moléculas
inflamatorias como TNF-a, que ademas logran inhibir la cadena transportadora de
electrones (CTE) en la mitocondria. Los productos de la lipoperoxidacién también

llegan a tener el mismo efecto sobre la funciéon mitocondriall39.

Se ha detectado pérdida de las funciones mitocondriales en pacientes con
esteatosis, NASH, resistencia a la insulina, obesidad y otros padecimientos
relacionados al sindrome metabdlico. Dicha disfunciéon puede provocar una alta
formacién de ERO mediante la fuga de electrones de la CTE y contribuir al estrés

oxidantel13:41.42],

Generalmente, los electrones donados a la cadena respiratoria mitocondrial
reaccionan con los protones y el oxigeno hasta la formacion de agua en el complejo
IV (citocromo c oxidasa), con una fuga basal. En la enfermedad hepética este
escape de electrones aumenta y estos reaccionan en mayor medida con el oxigeno
a nivel de los complejos | y lll, lo que promueve la formacién del radical anién

superdéxido, e incluso hasta su conversién a radical hidroxilol*1.

Por otra parte, se sabe que los acidos grasos libres en el higado pueden actuar
como ligandos de factores de transcripcion como el receptor activado por
proliferadores peroxisomales alfa (PPAR-a), cuya activacion conduce a la expresion
de genes cuyos productos participan en el transporte y oxidacion de lipidos[*?l. La
supresion o inactividad de este receptor se involucra directamente en la EHGNA y
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el desarrollo de hiperglucemial*¥. Sin embargo, en exceso, los productos oxidados

de los acidos grasos generan estrés oxidante y lipoperoxidacion(*3l.

Los productos de dafio oxidante sobre lipidos que se encuentran con mayor
frecuencia incluyen malondialdehido (MDA), peroxidos lipidicos, 8-isoprostano y 4-
hidroxi-2-nonenal (4-HNE). También puede existir dafio a otras biomoléculas, como
las proteinas; cuya oxidacion puede generar grupos carbonilo y modificaciones

sobre aminoacidos/4l,

Las evidencias sefalan que existen interacciones y vinculos directos entre
inflamacion y estrés oxidante, lo que conduce a microambientes mas severos como

la muerte celular y la fibrosis sostenidal*345],

2. Antecedentes.

2.1. Conceptualizacién del sindrome metabadlico.

En 1988, Gerald Reaven propuso el concepto de sindrome X a la presencia
simultanea de factores de riesgo cardiovascular en los que el incluia: intolerancia a
la glucosa, dislipidemia e hipertension arterial. Este conjunto de patologias fue
denominado después como sindrome de resistencia a insulina y finalmente como
sindrome metabdlicol*8l. Hacia 1999 la OMS dio a conocer los primeros criterios
diagndsticos para sindrome metabdlico, en los que el principal era la resistencia a
insulina. Mas adelante, el tercer panel de tratamiento de adultos del Programa
Nacional de Educacién Sobre el Colesterol de Estados Unidos (NCEP- ATPIII)
actualizo los criterios bajo el planteamiento de que no se requeria estrictamente la
resistencia a insulina para el establecimiento del sindrome, e incorporando al
diagnostico la obesidad abdominal, ademas de al menos dos de las alteraciones ya

mencionadas: intolerancia a la glucosa, dislipidemias y/o hipertensiont47-48l,

Para 2005, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) emiti6 sus criterios
diagnoésticos. Para estos, es necesario que primero se establezca la obesidad
abdominal y después tener al menos dos alteraciones mas (intolerancia a la

glucosa, dislipidemias, hipertension o resistencia a insulina)9l,
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Actualmente se ha desarrollado una definicién armonizada de sindrome metabdlico,
la cual abarca los puntos que han sido acordados en los diferentes criterios
internacionales previos, con puntos de corte particulares para sexo y grupos étnicos,
cuya finalidad es ser una herramienta diagnéstica global, ademas de ser una
plataforma (til para la evolucién de este conceptol®0l.

2.2. Laadenosinay el papel hepatoprotector del compuesto IFC-305.

La adenosina es un nucledsido derivado del metabolismo del adenosin trifosfato
(ATP), cuyos efectos se llevan a cabo a través de la interaccion con cuatro
receptores acoplados a proteinas G: Al, A2A, A2B, A3. Su sefializacion, autocrina
0 paracrina, es importante para la manutencion del equilibrio energético en las
células; sobre todo, en los érganos con alta demanda de energia, como el corazon,
el masculo esquelético y el higado. Entre las funciones de la adenosina se han
descrito la modulaciéon del metabolismo de lipidos y la regulacion del estado

inflamatorio sistémicol®1-53,

En México, en el Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), se ha formulado un derivado a partir de este
nucledsido (IFC-305) con efectos favorables ante la cirrosis y el carcinoma

hepatocelular®+53],

La adenosina ha demostrado dar protecciobn hepética, al prevenir y revertir
parcialmente la cirrosis establecida por tetracloruro de carbono (CClas), asi como el
dafio agudo inducido por etanol o cicloheximida (CHM). Previene la acumulacion de
fibras de coldgena, normaliza parametros implicados en la funcidén hepatica y evita

necrosis e infiltracion lipidica hacia este 6rganol®6-59,

El derivado IFC-305 reproduce los efectos de la adenosina en una concentracion
menor, ademas de tener una mayor absorcion respecto al tiempo. Este compuesto
es una sal de aspartato y se ha demostrado que no es téxico en las condiciones y
dosis usadas, no es genotoxico ni teratogénicol®® (estudios preclinicos Dr. Javier
Espinoza 11B, UNAM, Dr. German Chamorro, ENCB, IPN, Dr. Efrain Campos FM,
UNAM).
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Ademas de estos descubrimientos, se encontré que el IFC-305 normaliza
parcialmente la expresion de alrededor de 400 genes alterados en muestras
cirréticas, entre los que destacan genes fibrogénicos como Collaly TgfB71, que se
encontraron al alza, asi como Ppary, que se vio a la baja; el cual, dado su papel
adipogénico y de diferenciacion, puede involucrarse directamente con un cambio de

fenotipo en las células estelares!>469.61],

Otra respuesta de mismo compuesto es la modulacion de la inflamacion en la

cirrosisl®?,

El IFC-305 también ha sido evaluado en hepatocarcinoma celular, en un modelo
experimental de dafio hepético inducido por dietilnitrosamina (DEN). Entre sus
efectos destaca la disminucién en niumero y tamafio de nédulos tumorales, que se
ha vinculado con la regulacién de genes implicados en la progresion del ciclo
celular®®l, Ademas, se observo que la funciéon mitocondrial hepatica es deteriorada

en la progresion del cancer y el derivado de adenosina en cuestion, la recuperal6sl,

Dados los descubrimientos anteriores sobre el IFC-305, como primera aproximacion
se mont6 un modelo in vivo de sindrome metabdlico y dafio hepético en ratas de la
cepa Sprague-Dawley, descrito anteriormentel®¥ y mostrado en el anexo del

presente trabajo.

Los animales presentaron niveles altos de glucosa en ayuno sin llegar a la
hiperglicemia, respecto a su grupo control, asi como hiperinsulinemia, sobrepeso,
altos niveles séricos de triglicéridos y colesterol, esteatosis y principios de fibrosis.
La administracion simultanea del compuesto IFC-305 tuvo respuestas favorables.
Se observé una disminucion en los niveles séricos de insulina, asi como de
colesterol, decremento parcial en esteatosis y fibrosis y el estimulo de la sintesis de

glutation como respuesta antioxidante (datos no publicados).

Estos resultados dieron pauta a explorar a este derivado de adenosina como una
posible alternativa terapéutica. Sin embargo, el modelo fue dificilmente reproducible
(ver anexo), por lo que se optd sustituirlo con una dieta solida (no emulsion)

modificada de acuerdo con lo dicho por el American Institute of Nutrition Rodent
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Diets, (dieta AIN-93), enriquecida con 17% de manteca de cerdo, asi como una

solucion de sacarosa al 10%![6566],
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3. Hipoétesis.

El compuesto IFC-305 tendré efectos preventivos y hepatoprotectores en un modelo
experimental de sindrome metabdlico y dafio hepético establecidos por una dieta

hipercaldrica.

4. Objetivos.

4.1. Objetivo general.

Estandarizar un modelo experimental de sindrome metabdlico y dafio hepatico
inducidos por una dieta hipercaldrica, y establecer los efectos de un derivado de

adenosina en su regulacion.

4.2. Objetivos particulares.
1. Estandarizar un modelo in vivo de sindrome metabdlico y dafio hepatico
inducidos por una dieta rica en grasas saturadas y sacarosa, mediante

analisis bioquimicos béasicos séricos y hepaticos, asi como histoldgicos.

2. Demostrar si el derivado de adenosina IFC-305 tiene efectos sobre los

pardmetros bioquimicos e histolégicos de estandarizacién del modelo.

3. Determinar el estado inflamatorio en el modelo, a través de la evaluacion de

citocinas en circulacion y en el higado, asi como el efecto del IFC-305 en él.

4. Cuantificar sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) como
productos de la lipoperoxidacién hepatica y evaluar al glutation como sistema

antioxidante, asi como los efectos del IFC-305 sobre los mismos.
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5. Procedimientos.

5.1. Poblacién de estudio y dietas.

Se emplearon 44 ratas macho de la cepa Wistar de 180 a 220 gramos de masa
corporal; fueron mantenidas a temperatura ambiente a un ciclo de 12 horas de luz
y 12 de oscuridad con temperatura y humedad controladas, en el vivario del Instituto
de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y
tratadas de acuerdo con el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) del mismo instituto.

Los animales se dividieron en cuatro grupos, como se sefiala a continuacion:

Tabla 1. Grupos experimentales.

Grupos Tratamientos

Control (C). Dieta estandar (AIN-93) + agua pura para beber +

n=8 solucion salina via intraperitoneal (i.p.).

Dieta alta en grasas + | Dieta estandar modificada, suplementada con grasas
sacarosa (HFS). de origen animal (HF) + solucién de sacarosa 10 %

n=16 (S) + solucién salina via i.p.

Dieta alta en grasas + | Dieta HF + solucion de sacarosa 10 % + IFC-305 via
sacarosa +IFC-305 | i.p., dosis 50 mg/kg.
(HFS+IFC).

n=16

Control + IFC-305 (IFC). | Dieta estandar + agua pura para beber + IFC-305 via

n=4 I.p., dosis 50 mg/kg.

Se dieron dos tipos de dieta, segun fue el grupo a tratar. Para los grupos control (C)

e IFC se manejo una dieta estandar de acuerdo con las recomendaciones del
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American Institute of Nutrition (AIN-93) (tabla 2) y agua pura para beber, ad libitum.

El grupo HFS consumio la dieta estandar modificada, suplementada con grasas de

origen animal, ademas de una solucién de sacarosa al 10% en lugar de agua pura

para beber. El grupo HFS+IFC también recibié la misma dieta modificada y la

solucién azucarada. Estas fueron implementadas durante 18 semanas, desde el

inicio hasta el punto final de los tratamientos.

A continuacion, se muestran las especificaciones sobre el contenido alimenticio.

Tabla 2. Componentes de dieta AIN-93 y modificaciones para HF.

AIN-93 C AIN-93 M HF
Ingrediente (9/kg) (9/kg) (9/kg)
Caseina 200 140 240
L-Cistina 3 1.8 3
Almidén 397 465.692 239.03
Maltodextrina 132 155 102.67
Sacarosa 100 100 77.783
Aceite de soya 70 40 70
Celulosa 50 50 50
Mezcla de 35 35 35
minerales
Mezcla de 10 10 10
vitaminas
Colina 2.5 2.5 2.5
Manteca 0 0 170
TBHQ 0.013 0.013 0.013
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El porcentaje caldrico de carbohidratos y grasas en las dietas fue el siguiente:
AIN-93 C: 64 % carbohidratos y 16.7 % grasas.
AIN-93 M: 75.9 % carbohidratos y 10 % grasas.
HFS: 37 % carbohidratos y 45 % grasas mas 410 cal/l en el agua para beber.

Las ratas C e IFC consumieron la dieta AIN-93 C (de crecimiento) desde el inicio de
los tratamientos hasta que alcanzaron los 250 g de masa corporal. Entonces, esta
fue sustituida por la de mantenimiento: AIN-93 M. Las ratas de los grupos HFS y

HFS+IFC siempre consumieron la dieta HF y la solucion azucarada (S).

El farmaco IFC-305 se prepardé como sal de aspartato en solucion salina (NaCl
0.9%) de acuerdo con lo descrito en la patente UNAM No 207422. Fue administrado
diariamente durante las 18 semanas en la dosis mencionada en la tabla 1 y de la
que ya se habia reportado su eficacia en trabajos anteriores en enfermedades
hepaticas.

En sustitucion al IFC-305 a los animales del grupo control y HFS se les administro

diariamente solucion salina en un volumen equivalente.

5.2. Curvade crecimiento y pardmetros de quimica sanguinea.

A) La ganancia de peso de cada rata se evalu6 dos veces por semana durante

las 18 semanas de tratamiento.

B) Los niveles sanguineos de glucosa fueron determinados en mg/dl con un
glucometro, mediante la obtencidon de una muestra de sangre por puncion en
el extremo caudal, al final de los tratamientos, después de haber sido
ayunadas una noche anterior, mantenidas solamente con agua pura para

beber.

C) También se elaboraron curvas de tolerancia a la glucosa e insulina. Para la
primera, se midié la concentracion de glucosa en sangre antes y a los 15, 30,
60, 120 y 150 minutos después de haber administrado mediante via

intragastrica (i.g.) mediante una canula, una solucién de glucosa (3g/kg) en
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3 ml de agua. La curva de tolerancia a insulina se llevo a cabo mediante la
administracion via i.p. de insulina de accion rapida (100 Ul/ml) a una dosis
de 0.2 Ul/kg con las mismas condiciones de ayuno y la posterior medicion de

glucosa en sangre en los mismos intervalos hasta los 120 minutos.

D) Los niveles séricos de insulina, triglicéridos y colesterol-LDL fueron
cuantificados mediante ensayos colorimétricos espectrofotométricos
comerciales. Las muestras se obtuvieron como sobrenadante de la
centrifugacion de sangre a 10,000 rpm/15 minutos a 4°C, extraida mediante
puncion cardiaca posterior a la administracion intraperitoneal de
pentobarbital monosodico (3 ml/kg) como método de eutanasia de las
unidades experimentales, mantenidas en ayuno durante la noche inmediata

anterior, suplementadas Unicamente con agua para beber.

5.3. Analisis histolégico hepatico.

Inmediatamente después de la eutanasia, el higado fue extraido y pesado. Se
tomaron secciones hepaticas de aproximadamente un cm? y fueron fijadas en
paraformaldehido al 4% durante tres dias. Posteriormente se deshidrataron en
alcohol e incluyeron en parafina. Se obtuvieron cortes de 5 um con micrétomo y
fueron tefidos con hematoxilina y eosina (H y E)768 Finalmente, las muestras
fueron puestas al microscopio de luz (6ptico) para su andlisis detallado. Otras
secciones de aproximadamente 2 mm? fueron fijadas con glutaraldehido y tetradxido
de osmio, y deshidratadas para su inclusion en resina, corte con ultramicrotomo y

montaje en rejillas para su analisis en microscopio electrénico de transmision (MET).

5.4. Analisis de lipidos hepaticos.

Se realizaron homogenados de secciones hepéaticas en isopropanol en una relacién
de 50 mg/ml. Las muestras se centrifugaron a 4°C, a 10,000 rpm durante 10

minutos. Se recuperaron los sobrenadantes en la fase organica (isopropanol) y se
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determind su concentraciébn de triglicéridos y colesterol mediante ensayos

colorimétricos en un lector de placas.

5.5. Perfil de citocinas en suero e higado.

Mediante un ensayo de ELISA se cuantificaron las citocinas y quimocinas
proinflamatorias IL-1B, TNF-q, IL-6, MCP-1, VEGF, IL-2, INF-y, asi como IL-10 como
citocina antiinflamatoria en suero, en un lector de microplaca, asi como en extractos
proteinicos de higado obtenidos mediante la solucion amortiguadora RIPA con
inhibidores de proteasas y fosfatasas.

5.6. Medicion de lipoperoxidacion hepatica.

Se homogenizaron 500 mg de tejido hepatico en agua previamente sonicada, para
determinar TBARS.

Se tomaron 300 ul de homogenado y se afiadieron 700 pl de Tris HCI,150 mM, para
completar 1 ml. Se realiz6 una incubacion a 37°C durante 30 minutos y
posteriormente se agregaron 2 ml de acido tiobarbitdrico (TBA) al 0.375 % disuelto

en &cido tricloroacético (TCA) al 15 %.

Después de agitar lentamente, las muestras se pusieron en bafio maria a punto de

ebullicion durante 45 minutos para centrifugarse a 3000 rpm por 10 minutos.

Por dltimo, se hizo la lectura del sobrenadante en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 532 nm. Una parte de sobrenadante fue separada y diluida para

cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford.
La cantidad de TBARS fue obtenida mediante la siguiente ecuacion:

C=A/¢el

Donde:

A Es la absorbancia de la muestra
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I Es la longitud de la celda
£ Es el coeficiente de extincion del MDA (1.56 x 105 cm™ M1).

El MDA es la principal especie que reacciona al TBA, por lo que es considerado su
coeficiente de extincion molar; sin embargo la técnica no es especifica para este.
Pueden verse involucrados otros productos de oxidacion, como aldehidos no

saturados.

El resultado fue expresado como nmoles de TBARS (MDA) sobre mg de proteina.

5.7. Determinacién de glutation hepatico.

Se emplearon 250 mg de tejido. Se homogenizaron con 3.75 ml de FEDTA (buffer
de fosfatos-EDTA: fosfato de sodio monobasico 0.1M + EDTA 0.005M, pH 8.0) + 1
ml de acido fosforico al 25% y posteriormente fueron centrifugados a 12,000 rpm
por 30 minutos a 4°C.

Los sobrenadantes se separaron y se utilizaron para la determinacion de glutatién

reducido (GSH) y oxidado (GSSG) de manera independiente.

Para medir la concentracién de GSH se agregaron 4.5 ml de FEDTA a 0.5 ml de
sobrenadante.

Después de agitar suavemente, se tomaron 100 pl de la mezcla anterior y se le
afiadieron 1.8 ml de FEDTA y 100 ul de O-ftalaldehido (OPT) (1 mg/ml disuelto en
metanol absoluto). A continuacion, se realiz6 una incubacion de 15 min a

temperatura ambiente, en oscuridad.

Las muestras fueron cargadas sobre una microplaca oscura y se ley6 su

fluorescencia a 420 y 350 nm de emisién y excitacidn, respectivamente.

Para el caso del GSSG, se tomaron 0.5 ml del sobrenadante original y se agregaron
200 pl de N-etilmaleimida (NEM) 0.04 M. Se realiz6 una incubacion de 30 min a
temperatura ambiente y después se agregaron 4.3 ml de hidréxido de sodio (NaOH)
0.1N.
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Se agitd la mezcla anterior y se tomaron de ella 100 pl, a los cuales se afnadié 1.8
ml de NaOH y 100 pl de OPT. Se hicieron lecturas de emision y excitacion iguales

a las realizadas para GSH, después de haber agitado e incubado las muestras 15

minutos en oscuridad.

Los resultados fueron expresados como pmoles de glutation (GSH o GSSG) sobre

g de tejido. Para ello, se realizaron curvas de concentracién para GSH y GSSG

(tablas 3y 4, respectivamente).

Tabla 3. Esquema de adicion para curva de GSH.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GSH 0 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.1 1.3 1.4
(ng)
GSH 0 20 25 30 35 40 45 55 65 70
(nl)
FEDTA| 190 | 1.88 | 1.875| 1.87 |1.865| 1.86 | 1.855|1.845| 1.835 | 1.83
(ml)
OPT 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
(ul)
Mezclar bien y dejar a temperatura ambiente en oscuridad por 15 minutos.
Obtener la intensidad de fluorescencia a 350 nm de excitacion y 420 nm de emision.

El estandar de GSH fue preparado en FEDTA a una concentracién de 20 ug/ml.
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Tabla 4. Esquema de adicion para curva de GSSG.

(ul)

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GSSG 0 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.1 1.3 1.4
(ng)

GSSG 0 20 30 40 50 60 70 80 90 100
(ul)

NaOH | 190 | 188 | 1.87 | 186 | 1.85 | 1.84 | 1.83 | 1.82 | 1.81 | 1.80
(ml)

OPT | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Mezclar bien y dejar a temperatura ambiente en oscuridad por 15 minutos.

Obtener la intensidad de fluorescencia a 350 nm de excitacion y 420 nm de emision.

El estdndar de GSSG fue preparado en NaOH 0.1 N a una concentracion de 20

pg/ml.

5.8. Anélisis estadistico.

Todos los datos fueron presentados como media * error estandar. La determinacion
de la existencia de diferencia estadisticamente significativa se determind mediante
ANOVA, seguido de la prueba de Tukey para comparaciones multiples o analisis de
Fisher, segun fuera necesario. Se comparo el promedio y desviacion estandar de
cada grupo contra cada uno de los demas. Los resultados fueron expresados con
la letra a cuando la diferencia encontrada fue respecto al grupo control; con b
respecto al grupo HFS, con ¢ y d contra los grupos HFS+IFC e IFC,
respectivamente. Se consider6 p<0.05 como diferencia estadisticamente

significativa. Los analisis se realizaron con el programa Prism-GraphPad 6.
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6. Resultados.

6.1. Parametros de sindrome metabdlico para la estandarizacion del

modelo experimental y el efecto del IFC-305 sobre ellos.

6.1.1. Sobrepeso u obesidad.

Curva de crecimiento
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Figura 2. Curva de crecimiento. Se muestra la ganancia de peso durante las 18 semanas de
tratamiento. Los datos fueron analizados mediante ANOVA y prueba de Fisher sin correcciones.

Como parte de la caracterizacion de este modelo, se obtuvo que con la dieta alta en
grasas y sacarosa las ratas desarrollaron obesidad. Estas ganaron cerca del doble
de peso (=75 %) respecto a los grupos control y el que solamente tiene la

administracion de IFC-305. Estos cambios son diferentes estadisticamente.

Por otro lado, el farmaco, al ser administrado de manera simultdnea a la dieta,
previno parcialmente el aumento de peso; lo que dio como resultado un estado
intermedio entre los grupos controles y el de sindrome metabdlico, corroborado

mediante el analisis estadistico.
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6.1.2. Intolerancia a la glucosay resistencia a la insulina.

Ensayo de tolerancia a la glucosa
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Figura 3. Ensayo de tolerancia a la glucosa (ETG). En el panel superior se observa la
concentracion de glucosa en sangre antes (0) y a los 15, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos después
de administrar glucosa via i.g. como se muestra en los métodos. Las letras sobre los puntos
representan diferencias estadisticamente significativas respecto a los grupos C (a), HFS (b) o
HFS+IFC (c). En el panel inferior se grafica el area bajo la curva. Los datos fueron analizados
mediante ANOVA y pruebas posteriores de Fisher sin correcciones para determinar las
diferencias en toda el area bajo la curva y de Tukey para mostrar las diferencias en los puntos

especificos. P<0.05.
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Ensayo de resistencia a lainsulina
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Figura 4. Ensayo de tolerancia a la insulina. Se midio la glucosa en sangre antes (0) y a los 15,
30, 60, 90 y 120 minutos después de administrar insulina via i.p. como se muestra en los métodos.
Las letras sobre los puntos representan diferencias estadisticamente significativas respecto a los
grupos C (a), HFS (b) o HFS+IFC (c). En el panel inferior se grafica el area bajo la curva para
cada grupo. Los datos fueron analizados mediante ANOVA y pruebas posteriores de Fisher sin
correcciones para determinar las diferencias en toda el area bajo la curva y de Tukey para mostrar
las diferencias en los puntos especificos.

32



Para continuar el andlisis de elementos del sindrome metabdlico, se realizaron los
ensayos de tolerancia a glucosa e insulina (figuras 3 y 4). La respuesta esperada
ante un estimulo con glucosa es el aumento de esta en circulacién, en un lapso
corto, y su retorno a los niveles basales conforme transcurre el tiempo. Esto se
observa en los grupos C y HFS+ IFC (Figura 3, panel superior), asi como en el que
solo tuvo la administracion del farmaco durante las 18 semanas (ensayo
independiente, datos no mostrados). El grupo HFS muestra un efecto sostenido en
el aumento de glucosa sanguinea. Dicho incremento fue aproximadamente al doble
con el estimulo y en la dltima mediciéon (150 min) la concentracién de glucosa se
mantuvo por arriba de los grupos C y HFS+IFC. No obstante, el analisis estadistico

corroboré que las diferencias se dieron de los 60 a los 120 minutos.

El &rea bajo la curva fue estadisticamente mayor para el grupo HFS, respecto a los
otros ya mencionados (Figura 3, panel inferior).

El efecto de la administracion de insulina exégena sobre la glucosa en circulacion
es contrario. Conforme transcurre el tiempo hay disminucion de la concentracion
original de glucosa y més tarde se recupera. Cuando existe resistencia a este efecto
no se observa dicha tendencia. Este comportamiento se dio en el grupo HFS (Figura
4, panel superior). En la primera medicion la pendiente fue positiva y después se
sostuvo con pequefias variaciones hasta el final del ensayo. Para el grupo C a los
15 minutos no hubo cambios en la concentracion de glucosa, dada la dispersion de
los datos. Posteriormente se noté el comportamiento esperado, teniendo el pico
menor en el cuarto punto de la grafica (60 min), para recuperarse lentamente en las

mediciones posteriores.

El grupo HFS+IFC se comportd de manera similar al control. Al principio su
pendiente es mas negativa, lo que pareciera indicar que en este grupo hay mayor
sensibilidad a la accién de la insulina y aunque el analisis estadistico no arroja
diferencias entre estos grupos en ningun punto, respecto al grupo HFS se ven mas
diferencias (a los 30, 60 y 90 min) al comparar contra HFS+IFC que contra C, con
diferencias solamente a los 90 min. A expensas de lo anterior, la prueba de Fisher
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indica que el &rea bajo la curva (Figura 4, panel inferior) es igual entre los grupos C
y HFS+IFC y diferente del grupo HFS.

Hasta este momento se pudo concluir que los animales alimentados con la dieta
hipercalérica presentaron aumento anormal de peso, intolerancia a glucosa

exogena y resistencia a la accion de la insulina sobre la glucosa.

6.1.3. Hiperinsulinemia.
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Figura 5. Insulina en suero. Se muestran los niveles de insulina tras las 18 semanas de
tratamientos. Las letras representan cambios significativos respecto al grupo control (a), HFS (b),
HFS+IFC (c) o IFC (d). Los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Tukey de
comparaciones mdltiples. P<0.05.
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6.1.4. Dislipidemias.

Triglicéridos sericos
150+

a, d

Concemtrac an [mgfdl]

Figura 6. Concentracién de triglicéridos en suero. Se muestran los niveles de triglicéridos al
finalizar los tratamientos. Las letras representan cambios significativos respecto al grupo C (a),

HFS (b), HFS+IFC (c) o IFC (d). Los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Tukey de
comparaciones multiples. P<0.05.
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Figura 7. Concentracion de colesterol-LDL en suero. Las letras representan cambios
significativos respecto al grupo C (a), HFS (b), HFS+IFC (c) o IFC (d). Los datos fueron
analizados con ANOVA y prueba de Tukey de comparaciones mdltiples. P<0.05.

Siguiendo la linea de la caracterizacion del modelo se encontré que tanto la insulina
como triglicéridos y el colesterol-LDL aumentan después del tratamiento con la dieta

hipercalorica, respecto al grupo control y al que le fue administrado IFC-305 y dieta
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estandar (figuras 5-7). Controversialmente no se encontraron diferencias entre los
grupos HFS y HFS+IFC en la concentracion sérica de insulina (figura 5), aunque si
en su curva de tolerancia (figura 4). EI IFC-305 tuvo respuesta protectora sobre los

niveles de triglicéridos en circulacion (figura 6).

Los resultados muestran que las ratas alimentadas con la dieta HF + sacarosa al
10% desarrollan elementos caracteristicos de sindrome metabodlico. Se determiné
que el grupo HFS presento6 obesidad, desregulacion en la concentracidn de glucosa
sanguinea ante estimulos independientes con glucosa e insulina, asi como altos

niveles de insulina, triglicéridos y colesterol-LDL en circulacién.

De manera simultanea, se hallaron los primeros efectos del compuesto IFC-305. En
los antecedentes directos se hace mencion de que esta sal de adenosina no genera
efectos adversos. En este modelo, especificamente, se demostro que no afecta a la
ganancia de peso, la tolerancia a la glucosa, ni los niveles de insulina y lipidos en
suero. Ademas, se demostr6 que su administracion ante la dieta hipercal6rica
previene parcialmente la obesidad, ayuda a mantener regulada la concentracion de
glucosa en sangre y evita el aumento de triglicéridos séricos.

6.2. Parametros de dafio hepéatico para la estandarizacién del

modelo experimental y el efecto del IFC-305 sobre ellos.
6.2.1. Analisis histoldgico.

Se procesaron secciones hepaticas tomadas todas de la misma region, del mismo
I6bulo, para cada unidad de experimentacién de acuerdo con lo que se menciona
en los métodos, para su visualizacion en microscopio optico, asi como MET. A
continuacion, se encuentran las imagenes obtenidas de secciones representativas,

con su respectivo analisis.
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CONTROL

HFS+IFC IFC

Figura 7. Higados y secciones tisulares tefiidas con H y E. Se muestran higados representativos de cada grupo (n= 5-7). Las secciones tefiidas fueron vistas

bajo microscopio 6ptico a un aumento de 20X. Se observan muestras representativas de cada grupo. *: Cambio en coloracién, V: Vaso sanguineo, A: esteatosis
microvesicular, ¢ : esteatosis macrovesicular, V infiltrado inflamatorio,+: Zona con muerte celular.
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Los higados del grupo control tuvieron la morfologia y color caracteristicos. No se
encontré algun signo macroscopico que evidenciara dafio. Lo mismo fue visto en
los correspondientes al grupo IFC. En ambos casos, en las secciones histologicas
se observo la estructura tipica de los lobulillos hepaticos, que consiste en una vena
(V) rodeada en su mayoria de hepatocitos, en disposicidn radial, con separaciones
entre ellos, donde se encuentra tejido conectivo y espacios de Disse o
perisinusoidales, en los que suele haber otros tipos celulares, como los relacionados

al sistema inmune (Y) que residen alli o vienen del flujo sanguineo.

En el grupo HFS se noto la pérdida de coloracion marron (*) en varios l6bulos,
debido a la acumulacién de grasa, por lo que tiende a tornarse amarillo. Alrededor
de la vena se localiza una mayor cantidad de células inflamatorias, ademas de que

se ve la formacion de infiltrados en varias zonas alejadas del vaso.

Otra caracteristica importante es la presencia de vesiculas de lipidos en
practicamente todo el campo. Se notan micro () y macrovesiculas (#). Estas ultimas
reflejan el estado conocido como “balonamiento” celular, por su morfologia similar
a un globo. En algunas regiones también se encontr6 muerte del tejido (+),
provocada por la rotura de las membranas de los hepatocitos, al contener grasa en

exceso.

Lo mencionado anteriormente refleja un estado de NASH, segun los pardmetros
histopatoldgicos utilizados en su diagnéstico. En la préactica clinica, la esteatosis
simple es diferenciada de la NASH por medio de valores o “score” de actividad para
EHGNA, donde se engloban caracteristicas histolégicas de ambos grados de dafio
hepatico y pueden ser diferenciadas de acuerdo con su puntaje. La siguiente tabla

menciona dichos valores.
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Tabla 5. Valores de actividad de EHGNAI®9],

Caracteristica Puntaje | Extension

Esteatosis <5% de hepatocitos por campo
5-33%

34-66%

>66%

No hay focos

Inflamacion
lobular

<2 focos/campo x20
2-4

>4

Nula

Balonamiento
hepatico

R O W N k| O W N | O

Baja
2 Alta
Puntaje total 0-2 Sin EHGNA o esteatosis simple

3-4 Esteatosis simple a limite para NASH
5-8 Mayoritariamente NASH

Segun los valores, las muestras del grupo HFS tuvieron en promedio un puntaje de
6.43, en comparacion con los grupos controles (C e IFC) que fue menor a uno en
ambos casos y 2.5 para el grupo HFS+IFC.

En el grupo HFS+IFC generalmente no se encontraron cambios macroscépicos
respecto al control. En algunos higados se not6 un ligero cambio en la coloracion.
Los cortes histologicos tefiidos con H y E mostraron una arquitectura similar a la de
los grupos sanos. Se observaron, no obstante, microvesiculas lipidicas y células del
sistema inmune, aunque estas Ultimas estaban en su mayoria asociadas a vasos
sanguineos, como sucede normalmente y en menor agregacion respecto al grupo
HFS.

Las imagenes obtenidas por ME que se muestran a continuacion contribuyeron
sustancialmente a profundizar en el dafio hepatico establecido por la dieta

hipercaldrica.
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CONTROL

Indicated magnification: 1000x

5 um e ' : : 2 ‘ 5 um

Indicated magnification: 1000x

HFS+IFC

Figura 8. Secciones hepéticas vistas bajo MET (n= 3-4). Se observan muestras representativas de cada grupo a diferentes aumentos. N: nlcleo, MT:
mitocondria, RER: reticulo endoplasmico rugoso, L: vesicula lipidica, AG: aparato de Golgi, % RER asociado a MT, +: cromatina.
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En la figura 8 se aprecian imagenes representativas de cada grupo tratadas para

MET a dos diferentes aumentos.

En la muestra control se sefiala un hepatocito sano. Los hepatocitos generalmente
muestran una gran cantidad de mitocondrias (MT), como se muestra en la imagen,
debido a su alta actividad metabdlica. También hay abundante reticulo
endoplasmico rugoso (RER) y este, en muchas ocasiones, se asocia a las

mitocondrias (), o cual se aprecia con mayor facilidad en el aumento mas cercano.

Estas asociaciones generalmente se dan entre membranas de ambos organelos y
se implican en varias funciones, como el movimiento de calcio intracelular, la

sintesis y transporte de lipidos, asi como dinamica mitocondriall7l.

En la imagen continua (HFS) se observa una célula hepatica dafiada. Las
mitocondrias no tuvieron su morfologia tipica y fueron méas electrodensas. Se
hallaron menos asociaciones entre estos organelos y RER en comparacién con el
control, y en este ultimo fue complicado notar la presencia de ribosomas (nétese en
la micrografia con mayor acercamiento). También el nimero de mitocondrias

observadas por campo fue menor respecto al grupo anterior.

El ndcleo (N) fue otro organelo con cambios. En él se encontré que la cromatina Q»)
en general tuvo mayor electrodensidad, lo que sugiere un estado de compactacion

mayor.

En el campo mostrado se ve aparato de Glogi (AG). También se apreciaron
vesiculas lipidicas (L), como en la microscopia oOptica.

El tratamiento con IFC-305 corrobor6 que las vesiculas lipidicas fueron de menor
tamafio y en menor cantidad. Ademas, se noté un incremento en el nimero de
mitocondrias, respecto a las muestras HFS. Estas se vieron una vez mas asociadas
a RER, también con mayor frecuencia que ante solamente la dieta modificada. En
el RER fue més facil encontrar los ribosomas. Por ultimo, la cromatina nuclear

mostré menor electrodensidad.

El tratamiento con IFC-305, en las ratas alimentadas con dieta estandar (IFC), no
provocéd algun fenotipo desfavorable en las células hepaticas observadas. Se
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hallaron multiples mitocondrias, asi como abundante RER, comunicados entre ellos

y cromatina nuclear laxa.

Estos hallazgos fueron importantes, ya que no solo corroboraron el dafio tisular y la
hepatoproteccion por parte de la sal de adenosina en cuestion, si no que dieron pie
para la busqueda de las implicaciones tanto de la dieta como del compuesto sobre
la inflamacion y el dafio oxidante.

6.2.2. Determinacién cuantitativa de lipidos hepaticos.

Se cuantifico la concentracion de lipidos en extractos hepéticos (figura 9), obtenidos
mediante un solvente organico. Se determind la concentracion de triglicéridos y
colesterol total y se noté una vez mas su incremento en el grupo HFS, respecto a
los grupos que fungieron como controles. También se observé la prevencion del
incremento en los niveles de triglicéridos en el tejido, por el tratamiento con IFC-305
ante la dieta hipercaldrica.

Triglicéridos hepaticos Colesterol hepatico
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Figura 9. Perfil de lipidos hepaticos. Se muestran las concentraciones de triglicéridos y colesterol
en extractos organicos hepaticos. Las letras muestran diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo control (a), HFS (b), HFS+IFC (c) o IFC (d). Los datos fueron analizados con
ANOVA y prueba de Tukey de comparaciones multiples. P<0.05.
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6.2.3. Inflamacién sistémicay hepatica.

Para evaluar tanto la inflamacion sistémica como especificamente en el higado, se

cuantificaron citocinas y quimiocinas implicadas en el proceso.

a) Evaluacién de marcadores de inflamacion sistémica:
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Figura 10. Perfil de citocinas séricas. Se midieron las citocinas proinflamatorias IL-1f, TNF-q, IL-
6, INF-y, IL-2, la quimiocina reclutadora de macréfagos MCP-1, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEFG) y la interleucina antiinflamatoria IL-10. Las letras muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo C (a), HFS (b), HFS+IFC (c) o IFC (d). Los datos
fueron analizados con ANOVA y prueba de Tukey de comparaciones mdltiples. P<0.05.
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Como puede observarse en la figura anterior, la concentracion de todas las
moléculas proinflamatorias, excepto IL-2, aumenté en el grupo HFS, mientras que
la de IL-10, que es antiinflamatoria, disminuyd. Todo ello, respecto al grupo control.
Este indicio de indicadores de inflamacion circulantes puede atribuirsele
directamente al aumento de peso y los estimulos persistentes por el dafio crénico

de bajo gradol??,

Por otro lado, la respuesta del compuesto IFC-305 ante el consumo de la dieta HFS
fue evidente. Dicha molécula fue capaz de prevenir la hipersecrecion de los
mediadores proinflamatorios TNF-a, IL-6, MCP-1, VEGF e INF-y, mientras que
aumento los niveles circulantes de IL-10. La administracion del mismo con la dieta

estandar, no mostrd ningun cambio respecto al grupo control.

b) Evaluacion de marcadores de inflamacion hepatica:
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Figura 11. Perfil de citocinas hepéaticas. Se midieron las citocinas proinflamatorias IL-1p, TNF-q,
IL-6, INF-y, IL-2, la quimiocina MCP-1 y el factor de crecimiento VEGF. Las letras muestran
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo C (a), HFS (b), HFS+IFC (c) o IFC
(d). Los datos fueron analizados con ANOVA y prueba de Tukey de comparaciones mdltiples.
P<0.05.
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Para el caso particular del higado, la mayoria de las citocinas no presenté cambios
en su concentracion en el grupo HFS respecto al control; no obstante, los niveles
de IL-2 aumentaron. Dicho incremento fue prevenido por la administracion de IFC-

305 ante la dieta hipercaldrica.

Las concentraciones de IL-6 y VEGF disminuyeron en el grupo HFS+IFC respecto
a los grupos control y HFS. Sin embargo, dicho comportamiento fue semejante con
la administracion del farmaco y la dieta estdndar. Ademas, los niveles de TNF-a

incrementaron en el grupo HFS+IFC con relacion al control.

6.2.4. Estrés oxidante y respuesta antioxidante.
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Figura 12. Cuantificacion de TBARS en tejido hepatico. Se expresa como concentracion de MDA
como producto final de la lipoperoxidaciéon. Las letras muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo C (a), HFS (b), HFS+IFC (c) o IFC (d). Los datos fueron analizados
con ANOVA y prueba de Tukey de comparaciones multiples. P<0.05.

La concentracion de TBARS no fue afectada ante el estimulo de la dieta
hipercaldrica (figura 12). La administracion de IFC-305 tampoco demostré algun

cambio significativo.
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Tabla 6. Niveles de glutation en homogenados hepéticos.

Parametro/Grupo | C HFS HFS+IFC
GSH (umol/g 8.97+0.38 5.94+0.89 5.27+1.17
tejido)

GSSG 0.43+0.07 0.32+0.04 0.25+0.022
GSH/GSSG 21.99+2.83 21.29+4.39 19.93+3.09
GSH+GSSG 9.39+0.42 6.27+0.88 5.52+1.18

Se evaluaron las concentraciones de GSH y GSSG de manera independiente. Asimismo, se
determiné la relacién entre la forma reducida y oxidada (GSH/GSSG), asi como la suma de
ambas especies (GSH+GSSG) para cada grupo. Las letras muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo C (a), HFS (b), HFS+IFC (c) o IFC (d).

Por otro lado, en la determinacion de glutation (tabla 6), las diferencias encontradas
en su concentracion en la forma reducida (GSH) no fueron estadisticamente
significativas entre los grupos; mientras que la forma oxidada (GSSG) disminuy6 en
el grupo HFS+IFC respecto al grupo control, no obstante que el grupo HFS
permanecio sin cambios. Por ultimo, la relacion entre sus especies (GSH/ GSSG)

asi como la suma de ambas (GSH+GSSG) se mantuvo sin alteraciones.

Se podria inferir que el estado de 6xido-reduccion en el higado no se modifica; sin
embargo es necesario analizar otras moléculas o sistemas relacionados con el
estrés oxidante y la respuesta ante el mismo, para poder concluir si el consumo de

la dieta alta en grasas y azucares tiene algun efecto directo.
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7. Discusion.

El concepto de sindrome metabdlico actualmente es de alta importancia por el
aumento en su prevalencia y al ser factor de riesgo para otras enfermedades!™.
Ademas de una alta ingesta caldrica, la inactividad fisica se ha evidenciado como
uno de los principales factores ambientales para su establecimientol’2. Cabe
enfatizar la necesidad de comprender esta enfermedad en funcion de la interaccién
de los sistemas involucrados en la absorcion, almacenamiento, deteccién y uso de

energia quimica, y los niveles en que puede existir disfuncion de los mismos(0l.

Tanto investigaciones clinicas como modelos experimentales han determinado que
el consumo excesivo de grasas se relaciona positivamente con el aumento de peso;
ademas, hacen evidente una mayor incidencia de sindrome metabdlico y colelitiasis
en las poblaciones que incluyen en su alimentacion una tasa elevada de azlcares

y harinas refinadas!”3-79,

Para la investigacion basica y el analisis de moléculas con interés terapéutico, los
modelos animales pueden proveer buenas aproximaciones. Algunos consisten en
el establecimiento de dietas especificas para el desarrollo de la enfermedad, que
generalmente se basan en un contenido hipercaldrico, y otros en la modificacion
genética de las unidades experimentales en moléculas clave para el metabolismo

de lipidos y/o carbohidratos!7®l.

Varios disefios experimentales, en roedores de distintas cepas, se basan en
observar los efectos de la sacarosa y/o fructosa en complemento de alimentos
solidos altos en grasas, carbohidratos o en combinacionl’l. En el caso del uso
exclusivo de soluciones ricas en fructosa o sacarosa en sustitucion del agua para
beber los datos son controversiales!’”l. Por ejemplo, algunos de ellos no muestran
aumento significativo en la masa corporal de los animales, mientras que otros
sil’27879]  Por otro lado, existen modelos que ademas de sindrome metabdlico,
también reflejan parte del espectro de la EHGNA, en su mayoria esteatosis simple
o NASHI"2,
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El modelo experimental planteado para el presente trabajo buscé la presentacion
de caracteristicas clinicas tanto para sindrome metabdlico como para EHGNA. Su
montaje fue en ratas macho de la cepa Wistar, y se emple6 la combinacion de una
dieta solida alta en grasa (45% kcal) y una solucién de sacarosa al 10%, modificada
de una dieta estdndar de acuerdo con las recomendaciones por AIN-93, referida en
la seccion de métodosl®>%6l, Este resulté de la sustitucién de un modelo anterior, en
el que se administré de manera diaria una emulsién rica en lipidos, suplementaria a
la dieta estandar para roedores, ademas de una solucion de sacarosa al 18% en
ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, cuyos resultados obtenidos fueron

contradictorios a lo reportado por los autores(®4.

Entre las premisas favorables se encontraba el corto tiempo de duracién del modelo
(seis semanas), ya que para el establecimiento del cuadro de sindrome metabdlico
y dafio hepatico exclusivamente mediante componentes dietarios, este es mas

prolongado.

En el anexo se puede ver que casi todos los resultados esperados no se pudieron
replicar en mas de una ocasion, lo cual pudo atribuirse al estrés en que los animales
se encontraron al hacer la administracion de la emulsién mediante una cénula,
diariamente, ademas de que se ha descrito previamente a la cepa Sprague-Dawley
como resistente a la obesidad(®.,

En el nuevo protocolo se encontré que los animales alimentados con la dieta alta en
grasas y solucion con sacarosa al 10% durante 18 semanas, desarrollaron aumento
de peso significativo (aprox. 75% respecto al grupo control) (figura 2); similar a lo ya
reportadol®®l, Ademas, tuvieron alteraciones en parametros bioquimicos séricos
indicadores de sindrome metabadlico: insulina, triglicéridos y colesterol LDL (figuras
5-7).

Estudios acerca de la accién de la adenosina sobre sus receptores, la han propuesto
como una posible aproximacion terapéutica en el tratamiento de la obesidad y el
sindrome metabdlico. En general, se conoce que la activacion de su receptor Al
aumenta la adipogénesis y disminuye la lipolisis, en A2A tiene un efecto contrario,

mientras que sobre a A2B disminuye la resistencia a la insulina y la adipogénesis!®3.
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Por otro lado, se sabe que el IFC-305 regula la activacion de los receptores A2A 'y
A3 en el carcinoma hepatico inducido, cuyas sobreexpresiones en el tejido se han
relacionado positivamente con el crecimiento tumoral, aunque también se ha

analizado a la adenosina como un agente anticancerigenol®Sl.

No se ha evaluado la expresion o cantidad de receptores hepaticos o circulantes en
la propuesta aqui planteada, sin embargo se hace notoria una prevencion parcial
del aumento de peso ante la dieta obesogénica (figura 2). Esto podria traer por
consecuencia directa la concentracién de triglicéridos similar al grupo control (figura
6), por lo que se podria sugerir un analisis con mayor profundidad en pro de intentar

esclarecer un mecanismo de accion.

Los ensayos de tolerancia a la glucosa e insulina (figuras 3, 4) también fueron
determinantes para establecer que se dio un cuadro de sindrome metabdlico. Los
valores de glucosa en sangre reflejan un equilibrio entre la absorcién intestinal de
carbohidratos, la produccion y el transporte de glucosa hepatica y su captacion

periférical®ll,

Durante el ETG el primer valor refleja la homeostasis de glucosa basal; mientras
que los siguientes puntos de la curva vienen tanto de su salida hepética, como de
la carga de glucosa obtenida al realizar la prueba®l. Asi pues, los animales
alimentados por la dieta hipercaldrica desarrollaron intolerancia a la glucosa, pero
sin llegar a diabetes, ya que el primer punto de la curva (TO, en el ayuno) no muestra
alguna diferencia respecto a su control (figura 3) pero una vez administrada la

glucosa exdgena, esta se mantiene elevada durante mas tiempo.

En la curva siguiente (figura 4) se observa el fendmeno de resistencia a la insulina
en las ratas del grupo HFS. Dicha anomalia refiere a la incapacidad de la insulina,
exdégena o endbdgena, para aumentar la captacion y utilizacion de glucosa.
Generalmente la insulina actia mediante la unién a su receptor membranal, con el
desencadenamiento de una serie de interacciones proteinicas cuyas vias estan
involucradas en el metabolismo intermediario y en el crecimiento y proliferacion

celulart®?,
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Se puede decir que los animales alimentados con la dieta HFS no absorben o
captan correctamente la glucosa, por lo que mantienen niveles elevados de la
misma en circulacion. Ademas, esto esta ligado directamente a la incapacidad
celular de responder a la insulina administrada. Dicha disfuncion podria estudiarse
tanto en tejido adiposo como en el musculo esquelético y el higado, que son los
principales 6rganos donde la insulina ejerce sus acciones biologicas. Dicho lo
anterior, se relacionan estos resultados con la hiperinsulinemia encontrada (figura
5).

Se ha demostrado que algunos nucleésidos como la adenosina y la inosina, tienen
efectos hipoglucemiantes en el postprandio!®3. Estudios en animales mostraron que
este descenso de glucosa se da por la inhibiciéon de la enzima a-glucosidasa en
intestino, lo que ocasiona retraso en la digestion de la sacarosa, y por lo tanto evita
que aumente rapidamente la concentracion de glucosa circulantel®l. EI mismo
grupo de trabajo observé en humanos que la adenosina disminuye los niveles

séricos de insulina, como consecuencial®3l.

En esta tesis se manifiesta que el derivado de adenosina IFC-305 también tiene
una capacidad similar, si bien no se esclarece si actla sobre la enzima antes
mencionada, al evitar la mala absorcion o intolerancia a la glucosa establecida por
el consumo de la dieta rica en grasas saturadas y sacarosa; y por lo tanto, también
regular los niveles insulina en suero. Por otro lado, no se descarta la actividad de la
adenosina sobre la resistencia a la insulina a través de la actividad o expresion de

Sus receptores.

Todos estos componentes del sindrome metabdlico estan asociados a la
EHGNAI?¢., Dado el papel esencial del higado en el metabolismo, es fundamental
para responder a cambios en el estado nutricional del organismo. Por lo tanto, el

dafio hepatico puede ser un indicador de enfermedades metabdlicas!t?.

En este trabajo, los animales alimentados con la dieta HFS desarrollaron dafio
hepatico, visible a nivel macro y microscopico. La figura 7 expone los cambios

histoldgicos.
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En la EHGNA estos cambios son, generalmente, consecuencia de anomalias en el
metabolismo de lipidos como aumento en su hidrélisis, captura hepatica de acidos
grasos y sintesis de LDL; asi como disminucion en la oxidacion de acidos grasos y
exportacion de triglicéridos!®®. El desarrollo y progresion de la enfermedad hepética
se asocia a respuestas inflamatorias y acumulacién o produccion excesiva de
ERO[BS’SG].

Histolégicamente es posible ver el infiltrado inflamatorio hepatico en las ratas
alimentadas con la dieta HFS. También se observa una gran cantidad de vacuolas
lipidicas y el fendbmeno de “balonamiento”, el cual ha sido propuesto como el factor
histopatolégico determinante para el establecimiento de NASH, si bien se

recomienda la evaluacion de marcadores de muerte celular®7.

En contraste con lo anterior, el tratamiento con IFC-305 previno de manera
importante la acumulacion de lipidos en los hepatocitos, mejorando notablemente
la apariencia del tejido. La cuantificaciébn de colesterol y triglicéridos (figura 9)

corroboré estos resultados.

Previamente fue demostrado que la adenosina evita alrededor de 50 % la
acumulacion de triglicéridos en el higado graso inducido por etanol®®88l; y se sabe
qgue el IFC-305 reduce la fibrosis hepética y regula la concentracion de lipidos en

las células estelares®4.

Las muestras también fueron analizadas mediante microscopia electronica para

revisar mas detalladamente las alteraciones en los hepatocitos ante la dieta HFS.

Se ha descrito que las mitocondrias sufren alteraciones estructurales y funcionales
en la progresion de la enfermedad hepatica asociada a la resistencia a la insulina y
otros elementos del sindrome metabdlico. Entre los cambios hallados se encuentran
estructuras de la matriz mitocondrial altamente condensadas o cambios en su
densidad, redondeamiento o pérdida de las crestas y disminucion en la biogénesis

de estos organelos(®9,

La alimentacion con la dieta HFS produjo anomalias similares (figura 8); aunque

aun no se han determinado los procesos implicados.
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La administracion simultdnea del compuesto IFC-305 evitdé las modificaciones
estructurales. Esta demostrado que este derivado de adenosina recupera la
morfologia de mitocondrias hepaticas dafiadas durante la progresion de cirrosis a
cancer, en un modelo in vivo. También previene estas alteraciones una vez

establecido el hepatocarcinomal¢?l,

La pérdida de la arquitectura y la consecuente disfuncionalidad mitocondrial puede
conducir a la disminucioén de la respiracion celular y de los niveles de ATPE9. El IFC-
305 tiene la capacidad de recuperar o mantener la actividad enzimética de la
ATPasa mitocondrial, asi como del consumo de oxigeno, en el cancer hepatico y su

progresion desde la cirrosis!®,

Por otro lado, en la EHGNA también hay dafio al reticulo endoplasmico,
generalmente asociado al mal plegamiento de proteinas!?®. En la figura 8 se puede
apreciar la pérdida de ribosomas asociados a RER ante la dieta HFS. Sumado a
ello, las uniones entre reticulo y mitocondrias disminuyeron considerablemente.
Otros autores han encontrado respuestas semejantes en modelos de obesidad y
diabetes®ll. Se sugiere que tanto mitocondrias como RE participan en el balance
energético del higado y que la resistencia a la insulina hepética se asocia con la
disfuncion de estos organelos y la alteracién de su homeostasis!®?.

El tratamiento con IFC conservo la integridad del RE, asi como sus asociaciones
con las mitocondrias. También existen aproximaciones que sugieren que la
adenosina puede modular la actividad de canales de calcio en el reticulo

sarcoplasmico cardiaco y esqueléticol®l,

Como se menciond en la introduccion, la disfuncion los organelos mencionados

puede estar relacionada directamente en procesos de inflamacién y estrés oxidante.

En general, durante la inflamacién cronica de bajo grado se promueve la
polarizacion y el reclutamiento de macrofagos M1, asi como la hipersecrecion de
TNF-a y la sintesis y liberacion de MCP-1 tanto en tejido adiposo como en

hepatocitos, lo que contribuye al establecimiento de infiltrado celular. Ademas, los
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macréfagos residentes hepaticos pueden activar vias inflamatorias y aumentar la

produccion local de citocinas y quimiocinas!®,

En pacientes con sindrome metabdlico se han hallado altos niveles séricos de IL-6
y TNF-qa, asi como polimorfismos en sus genes, asociados a mayor severidad en el

desarrollo de esta enfermedad!®3!.

Ademas, se ha propuesto que el factor de crecimiento VEGF tiene un papel
importante en la ganancia de peso. Se encontrd que su alta concentracion en suero
se correlaciona positivamente con aumento en el indice de masa corporal y
deposicion de grasa visceral, mientras que en el tejido adiposo su sobreexpresion
promueve angiogénesis. Igualmente, se sugiere que su desregulacion puede ser un

factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades vasculares!®6.97],

De acuerdo con lo encontrado en la concentracion de citocinas circulantes y lo
mencionado anteriormente, se puede decir que los animales del grupo HFS cursan

con inflamacién sistémica (figura 10).

Se conoce que ratas alimentadas durante siete meses con la misma dieta alta en
grasas suplementada con sacarosa al 5%, sobreexpresan al gen Tnf-a en tejido
adiposo y tienen mayor concentracion de esta citocina en el higadol®8l. No obstante,
en este trabajo, los datos obtenidos de las citocinas hepaticas (figura 11) no fueron
concluyentes sobre el estado de inflamacion en el tejido, si bien pareciera que el
IFC-305 establece un ambiente antiinflamatorio a expensas del tipo de dieta, de

acuerdo con las concentraciones de IL-6, VEGF e IL-2.

Se ha estudiado el efecto del IFC-305 sobre elementos del sistema inmune. Se
sabe que tiene la capacidad de revertir la cirrosis y disminuir la concentracion sérica

y hepatica de citocinas como IL-1B e IL-6, asi como aumentar la de 1L-10[%2.

Dados los resultados obtenidos, y como primera aproximacion hacia el dafio por
ERO vy la respuesta antioxidante, se midieron las concentraciones de TBARS y
glutation. Al no haber encontrado diferencias en los productos de lipoperoxidacion,
se propone medir los niveles de otros agentes implicados en este proceso y en otros

dafios a biomoléculas. Respecto al glutation, la Unica diferencia encontrada fue la
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disminucién de su forma oxidada (GSSG) respecto al control, con el tratamiento de
IFC-305 simultaneo a la dieta HFS. Se podria especular acerca de una respuesta
antioxidante temprana por el IFC-305, si a la vez aumentara su forma reducida

(GSH), sin embargo se mantiene la relacion entre ambas.

Recientemente se encontrd que en la progresion de cirrosis a hepatocarcinoma el
derivado de adenosina regula tanto el estrés oxidante como la respuesta
antioxidante; mediante la disminucién de la lipoperoxidacion y la regulacion del
glutation en sus distintas formas en diferentes estados de progresion de la

enfermedad!®8].

Por ultimo, los resultados obtenidos mediante este trabajo de investigacion
demostraron que el compuesto IFC-305 evita el desarrollo de varias alteraciones
asociadas a la progresion del sindrome metabdlico y el dafio hepético asociados al
consumo excesivo y constante de grasas y azucares. Dichos efectos se notaron
desde la regulacién de la glucosa sanguinea y otros elementos séricos, hasta la
conservacion de la estructura hepéatica y la prevencion de la inflamacién; gracias a

lo cual se podra profundizar en aspectos particulares de cada respuesta.
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8. Conclusiones.

Se logré estandarizar un modelo experimental de sindrome metabdlico e higado
graso consistente en ratas Wistar macho alimentadas con una dieta soélida rica en
lipidos de origen animal y suplementada con sacarosa al 10% en sustitucion del

agua para beber (HFS).

La administracién del compuesto IFC-305 previno parcialmente el sobrepeso, asi
como la intolerancia a la glucosa exdgena, la resistencia a la insulina y la alta

concentracion sérica de triglicéridos.

De acuerdo con los parametros histopatolégicos e inflamatorios evaluados, la
alimentacion con la dieta HFS desarrolld6 un cuadro de esteatohepatitis. El
tratamiento simultaneo con IFC-305 evité los cambios histolégicos y modulé la
concentracion de los marcadores de inflamacion en suero. Los datos obtenidos

sobre la concentracion de citocinas hepaticas no fueron concluyentes.

La dieta HFS caus6 dafios en los hepatocitos. Se encontraron alteraciones en la
morfologia mitocondrial, asi como disminucion en su cantidad. El RE fue escaso y
se encontraron pocas asociaciones entre ambos organelos. El tratamiento con la

sal de adenosina previno estas alteraciones.

No se encontraron cambios en la concentracion de TBARS como productos de
lipoperoxidacion, ni glutation total, como respuesta antioxidante, entre los grupos

tratados.

La administracion de IFC-305 ante una dieta normal no presentd ningun efecto

desfavorable.
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10. Anexo.

Se emplearon 15 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de entre 210 y 250
gramos de masa corporal. Fueron obtenidas de la Unidad de Produccion Animal del
Centro de Investigaciones Avanzadas del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN); mantenidas a temperatura ambiente a un ciclo de 12 horas de
luz y 12 de oscuridad, en el vivario del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la

Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Se administraron dos tipos de dieta, segun fue el grupo de la poblacién a tratar. Para

el grupo control se manej6 una estandar.

Al siguiente grupo se dio la misma dieta, pero, ademas, se adicioné una emulsion

alta en grasas, cuyo contenido se muestra a continuacion:

Tabla 7. Componentes de la emulsion alta en grasas (Modificado de Zou et al.,
2006)641,

Componente Cantidad
Aceite de maiz 400 g
Sacarosa 177549
Leche entera en polvo 929
Colesterol 120 g
Desoxicolato de sodio 10g
Emulsificante (Tween) 36.4¢9
Propilenglicol 31.1g
Mezcla de vitaminas 259
Sal de mesa 10g
Mezcla de minerales 15¢g
Agua destilada 300 ml
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La emulsién se administré por via i.g. una vez al dia en una dosis de 10 ml/kg. Del
mismo modo, este grupo tuvo acceso ad libitum a agua con sacarosa al 18% y

mediante via i.p. recibié solucion salina en una dosis de 2.6 ml/kg64.

Un tercer grupo fue tratado de la misma manera que el anterior, ademas de que se
le administrd el compuesto IFC-305 en una dosis de 50 mg/kg, via i.p., en lugar de

la solucioén salina.

Los resultados obtenidos en un primer montaje del modelo experimental mostraron
el cuadro de sindrome metabdlico y dafio hepatico de acuerdo con lo ya reportado;

sin embargo, su réplica no lo hizo asi.

Tabla 8. Comparativa de los resultados obtenidos ante el tratamiento con emulsién
alta en grasas y agua con sacarosa al 18% y la administracion preventiva del IFC-

305 en dos montajes experimentales independientes.

Primer montaje experimental

Réplica

Los animales alimentados por la
emulsién (E) presentan niveles séricos
de glucosa en ayuno mayores al grupo

control.

No se encontraron diferencias en la
glucosa en ayuno entre los grupos

tratados.

El grupo E mostrdé hiperinsulinemia,
altos niveles séricos de triglicéridos y
IFC

colesterol. El tratamiento con

previno estos cambios.

No se notaron cambios en la insulina ni
en triglicéridos circulantes entre los
grupos. ElI  grupo E  mostrd
hipercolesterolemia. El tratamiento con

IFC lo previno.

El grupo E mostr6 sobrepeso. El

tratamiento con IFC lo previno

parcialmente.

No se encontraron cambios.
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Se encontrd esteatosis y fibrosis en el

grupo E, respecto al control. El
tratamiento con IFC previno el cambio

en el fenotipo.

También se encontré esteatosis en el
grupo E. No se determind la existencia

de fibrosis.

El tratamiento con IFC ante la emulsion,
aumenté los niveles de glutation total
(GSH + GSSG) hepatico respecto al
grupo E.

Parametro no determinado.
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