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Resumen

Las propiedades mecéanicas del higado son un tema sumamente estudiado, debido
a que el higado es un organo involucrado en multiples procesos metabdlicos, como
la desintoxicacion de farmacos, la homeostasis energética, sintesis de lipidos, entre
otros. Al generarse un cambio en el microambiente celular a causa de una
enfermedad; por ejemplo, el higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en
inglés), los hepatocitos entran en un estado de estrés debido a la acumulacion
excesiva de grasa intracelular. Estos cambios modifican el comportamiento
mecanico de la matriz extracelular (MEC) y de las células que componen el higado,
entre las que destacan los hepatocitos. Por otro lado, diversos factores
transcripcionales regulan la activacion de genes diana promotores de la reparacion
celular, para la conservacion de la homeostasis celular. Sin embargo, cuando su
activacion es continua, la morfologia celular se altera. Por ejemplo, la actividad
anormal de los factores transcripcionales proteina asociada a si 1 (YAP, por sus
siglas en inglés) vy la proteina 1 reguladora de la transcripcion que contiene el
dominio WW (WWTR1, por sus siglas en inglés mejor conocida como TAZ) que
promueven hepatomegalia y esteatosis hepatica. Otros factores involucrados en los
cambios mecanicos del higado por la NAFLD son los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR, por sus siglas en inglés) y los factores de
transcripcion relacionados con la miocardina (MRFT, por sus siglas en inglés). Los
PPAR controlan la expresion de redes de genes implicados en la adipogénesis, el
metabolismo de lipidos, la inflamacion, el mantenimiento de homeostasis
metabdlica y el cancer. Los MRTF son proteinas mecanosensibles que se expresan
en una amplia gama de tipos celulares. Son co-activadores del Factor de Respuesta
al Suero (SRF, por sus siglas en inglés) el cual genera una respuesta al estrés
mecénico.

En este trabajo se indujo NAFLD a ratas Wistar mediante una dieta alta en grasa y
se analizaron los cambios provocados en el higado. Se obtuvo el perfil metabdlico
de los animales; por otro lado, se realizé el analisis histolégico del higado
Adicionalmente, se analizaron algunas proteinas asociadas a dafio hepatico, como
la alanina aminotrasferasa (ALT). Finalmente, mediante Western Blot se
cuantificaron cambios en factores transcripcionales implicados en el cambio
mecanico celular.

Los datos recabados durante las 23 semanas de experimentacion mostraron
diferencias entre los dos grupos experimentales. Al analizar el peso, el indice de
masa corporal (IMC), las medidas somatométricas y el consumo caldrico; se
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concluyo que las ratas alimentadas con una dieta alta en grasa (HFD, por sus siglas
en inglés) presentaban un grado de obesidad mayor en comparacion con el grupo
control. Las curvas de tolerancia a insulina y glucosa presentaron alteraciones en el
grupo experimental. Asi mismo, el porcentaje de grasas (retroperitoneal,
peripancreatica, supragonadal y subcutdnea) fue mayor en este grupo.

Por otro lado, mediante tincion tricromica de Masson, se observé que las ratas HFD
presentaron un mayor grado esteatosis. Estos resultados fueron corroborados
mediante la tincion de rojo oleoso. Sin embargo, en la cuantificacion plasméatica de
ALT, los valores obtenidos fueron similares entre los grupos. Estos datos sugieren
que las ratas del grupo HDF desarrollaron un grado de esteatosis hepatica.

Abstract

The mechanical properties of the liver are a highly studied topic, because the liver is
an organ involved in multiple metabolic processes, such as drug detoxification,
energy homeostasis, lipid synthesis, among others. When a change is generated in
the cellular microenvironment due to a disease; For example, nonalcoholic fatty liver
disease (NAFLD), hepatocytes enter a state of stress due to excessive accumulation
of intracellular fat. These changes modify the mechanical behavior of the
extracellular matrix (ECM) and the cells that make up the liver, among which
hepatocytes stand out. On the other hand, various transcriptional factors regulate
the activation of target genes that promote cellular repair, for the conservation of
cellular homeostasis. However, when its activation is continuous, cell morphology is
altered. For example, abnormal activity of the transcription factors yes-associated
protein 1 (YAP) and WW domain-containing transcription regulatory protein 1
(WWTRL1, better known as TAZ) that promote hepatomegaly and hepatic steatosis.
Other factors involved in the mechanical changes of the liver by NAFLD are
peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) and myocardin-related
transcription factors (MRFTs). PPARs control the expression of gene networks
involved in adipogenesis, lipid metabolism, inflammation, maintenance of metabolic
homeostasis, and cancer. MRTFs are mechanosensitive proteins that are expressed
in a wide range of cell types. They are co-activators of the Serum Response Factor
(SRF) which generates a response to mechanical stress.

In this work, NAFLD was induced in Wistar rats using a high-fat diet and the changes
caused in the liver were analyzed. The metabolic profile of the animals was obtained,;



On the other hand, histological analysis of the liver was performed. Additionally,
some proteins associated with liver damage were analyzed, such as alanine
aminotrasferase (ALT). Finally, changes in transcriptional factors involved in cellular
mechanical change were quantified using Western Blots.

The data collected during the 23 weeks of experimentation showed differences
between the two experimental groups. When analyzing weight, body mass index
(BMI), somatometric measurements and caloric intake; It was concluded that rats
fed a high-fat diet (HFD) had a higher degree of obesity compared to the control
group. The insulin and glucose tolerance curves presented alterations in the
experimental group. Likewise, the percentage of fat (retroperitoneal, peripancreatic,
supragonadal and subcutaneous) was higher in this group.

On the other hand, using Masson's trichrome staining, it was observed that HFD rats
presented a greater degree of steatosis. These results were corroborated by oil red
staining. However, in plasma ALT quantification, the values obtained were similar
between the groups. These data suggest that rats in the HDF group developed a
degree of hepatic steatosis.

Introduccién

1.0 El Higado

El higado es un érgano involucrado en diversos procesos metabdlicos del cuerpo,
como la homeostasis de glucosa y lipidos, también participa en la desintoxicacion
de farmacos y xenobidticos, entre otros. Es considerado como una de las glandulas
mas grandes del cuerpo humano, llegando a pesar entre 1200 y 1500 gramos.
(Boron & Boulpaep, 2002) Asimismo, actua como una “fabrica”, sintetizando
albumina, sales biliares, entre otros; ademas, funciona como un sistema excretor.
Tiene una coloracion parda rojiza, es de consistencia firme, aunque fragil; ademas,
Su riqueza en vasos sanguineos los cuales almacenan una gran cantidad de sangre
le da la propiedad de ser elastico (Garcia-Porrero & Hurlé Gonzalez, 2005). En el
humano, el higado esta dividido en dos l6bulos principales unidos por el ligamento
falciforme, un I6bulo derecho (grande) y uno izquierdo (pequefio). Cada segmento
esta irrigado por un sistema vascular independiente. (Tortora & Derrickson, 2005)
La vesicula biliar, donde se almacena la bilis, se encuentra en un pequefio hueco
en la parte inferior del higado- (Tresguerres, 2005)



En el higado, las vias metabdlicas de glucosa, lipidos y obtencion energia estan
integradas y reguladas de forma dependiente a nutrientes y hormonas para
mantener la homeostasis metabdlica. La insulina y el glucagon son dos reguladores
metabdlicos clave para la regulacion del metabolismo hepatico durante el ciclo
alimentacion - ayuno. La alteracion de la homeostasis metabdlica hepatica
contribuye a la generacion de enfermedades hepaticas cronicas como el higado
graso no alcohdlico (NAFLD), esteatohepatitis, resistencia a la insulina (RI),
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y obesidad. (Chiang, 2014)

Se identifican dos estructuras de manera general que componen el higado, el
parénquima y el estroma. El estroma consiste en un componente de tejido
conjuntivo denso, que le da sostén al 6rgano. Los elementos vasculares (arteria
hepética y vena porta) y los conductos biliares se localizan dentro del parénquima
hepético. El parénquima esta compuesto principalmente de tres tipos de células,
epiteliales (hepatocitos), macréfagos (células de Kupffer) y células estrelladas
(células de Ito). (Rojas Lemus, y otros, 2017) Se sitla dentro del sistema circulatorio
donde recibe sangre de la vena porta, colectora del drenado intestinal y hormonal
pancreatico (insulina y glucagon); asi como de la vena cava inferior. (Garcia-Porrero
& Hurlé Gonzalez, 2005) (Tortora & Derrickson, 2005) Los hepatocitos representan
casi el 80% del volumen total del higado y dentro de ellos se realizan las diversas
vias metabdlicas, son células epiteliales poliédricas secretoras que se organizan en
conjuntos tridimensionales complejos llamados placas o cordones hepaticos y
pueden ser uni o binucleadas. (Tortora & Derrickson, 2005) Las células de Kupffer
son los macrofagos del higado actian como filtro y son encargados de eliminar
elementos de la sangre que estan viejos o dafiados, asi como de fagocitar las
bacterias provenientes del intestino. Las células de Ito se encargan de almacenar
vitamina A y juegan un papel en la remodelacion de la matriz extracelular (MEC)
después de una lesion celular. (Rojas Lemus, y otros, 2017)

1.0.1 Histologia del higado

Los principales componentes histolégicos del higado son los hepatocitos, los
conductos biliares y sinusoides hepaticos. Los conductos biliares recogen la bilis
producida por los hepatocitos, la cual después es llevada y almacenada en la
vesicula biliar. Las sales biliares son moléculas anfipaticas que actian como
detergentes ayudando en la absorcion de los lipidos procedentes de la ingesta
alimenticia. Los sinusoides hepaticos son capilares sanguineos muy permeables
irrigados por la arteria hepatica o la vena porta hepatica. Los sinusoides hepaticos
convergen y conducen la sangre hacia la vena central. En conjunto, un conducto



biliar, una rama de la arteria hepatica y una rama de la vena hepéatica forma la triada
portal (Figura 1). (Tortora & Derrickson, 2005) Existen varias formas de analizar la
organizacion de los componentes del higado, como unidades anatomicas
funcionales. El l6bulo hepatico, el 16bulo portal y los acinos hepaticos como se
muestran en Figura 2.

Figura 1.Morfologia del hepatocito y triada portal. A) Hepatocitos y su organizaciéon

alrededor de la vena central, en amarillo se encuentran resaltados los sinusoides
hepaticos. B) Triada portal: 1.- vena porta 2.- conducto biliar 3.- arteria hepatica.
Ambas imagenes tefidas con tricromico de Masson, 40X



Figura 2. Descripcion general de las unidades anatémicas del higado.

Unidad
anatomica Descripcion
funcional
Se describe como un
hexagono, en su centro la vena
. central y de forma radial
Lébulo .
e cordones de hepatocitos. En
hepatico .
tres de los angulos del
hexagono se encontrara una
triada portal.
El conducto biliar de la triada
. hepatica se considera el centro
Lébulo ! S
del I6bulo, se forma un triangulo
portal . N L
imaginario donde cada vértice
es una vena central.
El acino hepético incluye
< porciones de 2 lobulos
Acinos . .
" hepaticos, formando una elipse
hepéaticos

gue pasa por una triada portal y
dos venas centrales.




1.0.2 Comparacion entre el higado humano y el de rata.

Se podria considerar una diferencia del higado entre ratas y humanos el tamafio,
pero en ambos casos el porcentaje que ocupa el 6rgano en el cuerpo es similar.
Microestructuralmente, ambos 6rganos estan irrigados por la vena porta y la arteria
hepatica, ademas de presentar conductos biliares. Como en la mayoria de los
mamiferos, el higado se divide en I6bulos. El higado de la rata esta dividido en 6
I6bulos individuales; mientras que en el higado humano existen dos l6bulos unidos
por el ligamento falciforme. Esta diferencia hace que sea mucho mas facil extirpar
un segmento de higado en los roedores. Otra gran diferencia es la presencia de la
vesicula biliar en el higado humano, la cual estd ausente en la rata. Se han
encontrado tendencias en mamiferos que presentan vesicula biliar, los cuales son
carnivoros y presentan una dieta alta en grasas. (Kruepunga, Hakvoort, Hikspoors,
Kohler, & Lamers, 2019) En la Figura 3 se muestran los diferentes I6bulos que
componen el higado de rata (A y B) y los dos Iébulos del higado humano unidos por
el ligamento falciforme (C).

Bifurcacion vena porta

Vena cava
inferior

Lébulo izquierdo

Ligamento falciforme

Lébulo derecho

Figura 3. Anatomia del Higado. A) Higado de rata, se observa la bifurcacion de
la vena porta a todos los l6bulos que lo componen. B) Higado de rata perfundido,
libre de sangre. C) Esquema de higado (cara diafragmatica). Informacion
obtenida de Rouviere, 2005



Funciones metabdlicas

Entre las principales funciones del higado se encuentran: participa activamente en
el metabolismo hormonal, en los procesos de desintoxicacién, aclaramiento de
productos enddgenos y exdgenos nocivos, en la sintesis de colesterol y acidos
biliares, en la sintesis de factores involucrados en la coagulacion, en mecanismos
inmunitarios, entre otros. (Tresguerres, 2005)

Después de la digestion, el higado clasifica las moléculas obtenidas para su
metabolismo, almacenamiento o distribucion hacia los tejidos. Asimismo, el higado
mantiene las concentraciones de glucosa en sangre dentro de un rango estrecho,
es un proceso dindmico que implica la produccion y utilizacion de glucosa. [1]
Cuando los requerimientos energéticos son cubiertos y la glucosa se almacena en
la forma de glucogeno. La sintesis de glucdégeno esta regulada por la secrecion de
insulina. (Rojas Lemus, y otros, 2017) El glucégeno almacenado representa de un
2 al 10 por ciento del peso total del higado de varias especies de mamiferos;
después de un periodo de ayuno de 24 horas la reserva se agota totalmente.
(Garcia-Porrero & Hurlé Gonzalez, 2005) (Cantrell & Mohiuddin, Biochemistry,
Ketone Metabolism, 2023) Cuando se ha alcanzado el limite de almacenamiento de
glucogeno, el hepatocito tiene la capacidad de sintetizar en acidos grasos a partir
de precursores como aminoacidos y carbohidratos. Una vez sintetizados, los acidos
grasos son transportados por las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
también producidas en el higado, hacia el tejido adiposo blanco para ser
almacenado como fuente de energia. Adicionalmente, el higado también es capaz
de almacenar algunas vitaminas (A, Bi2, D, E y K) y algunos minerales como el
hierro y el cobre, que se liberan de acuerdo a las necesidades del organismo.
(Tortora & Derrickson, 2005)

Durante la fase de ayuno, el higado es capaz de convertir ciertos aminoacidos y
acido lactico en glucosa, asi como transformar la fructosa y galactosa en glucosa,
mediante la gluconeogénesis. De esta manera la glucosa sintetizada es secretada
al torrente sanguineo para distribuirla a otros tejidos, que necesitan de este sustrato
para la produccion de ATP. Uno de los precursores para la formacién de glucosa es
la alanina, proveniente del masculo esquelético. La glucosa, sintetizada a través del
ciclo de la alanina, sélo consigue reemplazar la glucosa que se ha convertido en
lactato, sin beneficio neto de glucosa. (Tortora & Derrickson, 2005) (Tresguerres,
2005) Otra fuente para la obtencién de energia son los cuerpos cetonicos. El higado
convierte los acidos grasos en cuerpos cetdnicos durante ayunos prolongados. Los
cuerpos cetdnicos se generan a partir del acetil-CoA proveniente de la B-oxidacion
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de acidos grasos, su metabolizacién produce NADH y FADH2 para la cadena de
transporte de electrones. (Cantrell & Mohiuddin, National Library of Medicine, 2023)

Finalmente, en el higado se metaboliza el amoniaco proveniente de la desaminacion
de los aminoacidos en urea. Los hepatocitos también sintetizan la mayoria de las
proteinas plasmaticas, como el alfa y la beta globulinas, la albimina, la protrombina,
la globulina de uniéon a hormonas sexuales (SHBG, por sus siglas en inglés) y el
fibrindgeno. (Garcia-Porrero & Hurlé Gonzalez, 2005) (Tortora & Derrickson, 2005)

1.2 Higado graso no alcohdlico

La enfermedad denominada higado graso no alcohdlico (NAFLD, Nonalcoholic Fatty
Liver Disease) o esteatosis hepdtica, es un trastorno metabdlico que se caracteriza
por la acumulacion excesiva de grasa infiltrada en forma de triacilgliceroles en mas
del 5% de los hepatocitos en el higado. Para ser considerado NAFLD, debe
manifestarse en ausencia de la ingesta significativa de alcohol, medicamentos
hepatotdxicos ni otras causas conocidas de esteatosis hepética demostrado por
biopsia hepética. (Mexico: instituto mexicano del seguro social, 2023)

La evidencia de esteatosis sugiere que se ha excedido la capacidad de
almacenamiento de grasa del tejido adiposo. La acumulacién de tejido adiposo
visceral y ectdpico en la obesidad, promueve la liberacién de acidos grasos libres
(FFA, por sus siglas en inglés) al torrente sanguineo. (Cuevas & Alonso, 2016)
Ademas, el aumento en los niveles plasmaticos de FFA interfiere con la supresion
de la lipdlisis en el tejido adiposo mediado por insulina; lo cual incrementa la tasa
de liberacion de FFA al torrente sanguineo. Los FFA liberados son absorbidos por
el higado y se esterifican en triacilgliceroles. Sin embargo, un exceso de FFA supera
la capacidad del higado para esterificar FFA induciendo el fendmeno de
lipotoxicidad. (Engin , 2017) La lipotoxicidad promueve la muerte de hepatocitos y
es un factor que contribuye a la fisiopatologia de los trastornos metabdlicos en la
obesidad y la DM2. La acumulacién de grasa en el hepatocito genera un estado de
estrés, con formacién de radicales libres de oxigeno y la liberacién de citocinas
inflamatorias que determinan la progresion de la enfermedad. (LaBrecque, y otros,
2014)

Es una causa frecuente de la elevacion de aminotransferasas en sangre y de dafo
hepatico cronico. Esta enfermedad comienza con inflamacion, fibrosis y progresa
con cirrosis 'y sus complicaciones; asi como el posible desarrollo de
hepatocarcinoma. Cuando el dafio al higado es severo, la fibrosis causada por la
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cicatrizacion del rompimiento de hepatocitos ralentiza el metabolismo hepatico,
llegando a bloquear completamente su funcionamiento. (Bataller & Brenner, 2005)
Diversos estudios sugieren que la etnicidad juega un papel importante en el
desarrollo del NAFLD. Esto debido a los habitos alimenticios y estilos de vida de
cada pais, como lo es un estilo de vida “occidental”’. Es decir, la abundancia de
calorias junto con un estilo de vida sedentario. También hay que tener en cuenta la
predisposicion genética al desarrollo de NAFLD, ya que se ha visto que hay
poblaciones que tienen predisposicion genética a desarrollar comorbilidades
relacionadas con el NAFDL. (Juanola, Martinez Lopez, Francés, & Gomez Hurtado,
2021) Parte de esta variabilidad se explica por factores de riesgo genéticos
conocidos. Hay al menos cuatro variantes genéticas comunes en cuatro genes
diferentes fuertemente asociados con el desarrollo y la progresion de NAFLD (Tabla
1). Todos estos genes codifican proteinas implicadas en la regulacion del
metabolismo lipidico hepatico, en particular la variacién en el gen 14 de la proteina
3 que contiene el dominio de fosfolipasa similar a la patatina (PNPLA3 1148M); el
cual es el principal determinante genético asociado al NAFLD. (Eslam, Valenti, &
Romeo, 2018)
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Variante

rs738409
C>G

rs58542926
C>T

rs12137855
C>T

rs780094
A>G
rs1260326
C>T

LYPLAL1

Tablal. Genes asociados con el desarrollo y progresion del NAFLD.

Gen

PNPLA3

TM6SF2

GCKR

Funcién

Remodelacion de gotas

de lipidos.

Secreciéon de VLDL

Catabolismo de TAG

Regulacion de la
lipogénesis de novo

Efectos

p.1148M

p.E167K

Intrénico

Impacto

Pérdida de
funcién

Pérdida de
funcién

MAF
(frecuencia de
alelos menores)

0.267

0.067

0.164

0.302

Fenotipo

1 NAFLD, NASH,

fibrosis, HCC

1 NAFLD, NASH,

fibrosis

1 NAFLD

T NAFLD, NASH,

fibrosis

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad; TAG: triacilgliceroles; HCC: hepatocarcinoma.

Tabla 1 Informacién obtenida de Eslam, Valenti, & Romeo, 2018.
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De igual manera, esta enfermedad es més frecuente en los hombres, debido a que
tienden a tener una mayor acumulacion de grasa visceral; en comparacion con las
mujeres que tienen una mayor acumulacion de grasa subcutanea. (White &
Tchoukalova, 2014) La acumulacién de grasa visceral es un factor de riesgo y se
correlaciona con una mayor susceptibilidad a las complicaciones metabdlicas; ya
que este tipo de grasa se comporta como un 6rgano endocrino. (Erickson , 2009)
(Marcano, y otros, 2006) El tejido adiposo secreta una serie de sustancias
bioactivas, como las adipocinas, entre otras. La produccion desequilibrada de
adipocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en el tejido adiposo obeso puede
contribuir al desarrollo del SM. Algunos de los factores secretados por el tejido
adiposo blanco son: la adiponectina, la leptina, la angiotensina, la proteina
estimulante de la acilacién (ASP), los esteroides sexuales, los glucocorticoides, el
factor de necrosis tumoral a (TNF- a), la interleucina-6 (IL-6), los &cidos grasos libres
(FFA), entre otros. (Coelho, Oliveira, & Fernandes, 2013)

Los métodos diagnosticos mas utilizados en estudios clinicos son: la ecografia
abdominal, la espectroscopia por resonancia magnética, la medicion de
aminotransferasas en plasma (ALT y AST) y la biopsia hepatica (esteatosis por
imagenes o lesiones tipicas por histologia). La biopsia hepatica es la Gnica forma
inequivoca que permite identificar de manera fiable la presencia de inflamacion,
ademas del grado de fibrosis. (Castro S. & Silva P., 2015)

Las pruebas de funcion hepatica son andlisis de sangre que permiten la deteccion
de diferentes enzimas, proteinas y sustancias liberadas por las células hepaticas
(Tabla 2) se utilizan para evaluar y monitorizar enfermedades que causan dafio
hepatico. (Tortora & Derrickson, 2005)
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Tabla 2. Marcadores plasméaticos empleados como parametros de funcion hepéatica.

Marcador

Albumina

Alaninamino
trasferasa (ALT)

Aspartato
aminotransferasa
(AST)

Gammaglutamil
transpeptidasa
(GGT)

Bilirrubina

Lactato-
deshidrogenasa
(LDH)

Funcién normal

Proteina producida en el
higado.

Enzimas producidas en el
higado.

Producto de desecho del
grupo hemo, es producido
en el higado

Enzima presente en la
mayoria de las células del
cuerpo. Se libera a la
sangre cuando las células
han sido dafiadas por una
enfermedad o lesion.

Concentraciones
normales
4-6 g/dL

0-35 U/L

0-35 U/L

0-30 U/L

Conjugada
<0.5mg/dL
No conjugada 0.2-
1 mg/dL

71-207 U/L

Las concentraciones
aumentan en
Deshidratacion, shock,
infecciones crénicas.

Hepatopatias o
lesiones hepaticas.

Infarto de miocardio,
hepatopatia,
traumatismo de los
musculos.
Obstruccion de
conductos biliares,
cirrosis, alcoholismo y
cancer de higado.
Conjugada: disfuncion
hepatica o litiasis

No conjugada: hemé
lisis excesiva de
glébulos rojos.
Infarto al miocardio,
hepatopatia,

Las concentraciones
disminuyen en
Hepatopatias, escasa
ingesta de proteinas,

diarrea.

Embarazo, DM2 no
controlada con

acidosis.
Hipertension

Apendice C, Valores normales de pruebas especificas en sangre. Informacion obtenida de Tortora & Derrickson, 2005
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1.2.1 Histologia del NAFLD

Debido a la acumulacion de lipidos dentro del hepatocito, se generan cambios
dentro de la célula como la contraccion del nucleo. La acumulacion de lipidos puede
ser macrovesicular o microvesicular como se muestra en la Figura 4 y puede llegar
a ser tan dréastica al grado de lisar al hepatocito. El dafio provocado en la célula
genera fibrosis; cuando la mayor parte de tejido sano es reemplazado por tejido
fibroso, se llega a cirrosis.

Figura 4. Grados de esteatosis. A) Esteatosis microvesicular, en la esquina
inferior izquierda y esteatosis macrovesicular en la parte superior. En B el grado
de esteatosis es evidentemente mayor y solo esta compuesta por el tipo
macrovesicular. En C se observa tejido fibroso teflido en azul, también se
observa un grado leve de esteatosis. Tincion: Tricromica de Masson 20x

El examen histolégico es util para identificar la causa subyacente de la enfermedad
hepatica, evaluar el grado necroinflamatorio y el estadio de la fibrosis. Algunas de
las tinciones mas utilizadas son hematoxilina-eosina, tricromica de Masson, Van
Geasson, rojo oleoso, entre otros. (Tabla 3)
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Tabla 3. Tinciones para diagnosticar NAFLD

Tincién Funcion Ejemplo

Tincion de rutina
Hematoxilina- -Nucleos (azul-morado)
Eosina -Citoplasma y matriz
extracelular en rosa

-Citoplasma, queratina,
Tricromica de fibras musculares en rojo
Masson -Colagena en azul
-Nucleos en negros

-Lipidos en rojo
Rojo Oleoso -Nucleos azules

1.2.2 Factores de riesgo para desarrollar NAFLD

La enfermedad de higado graso no alcohdlico es consecuencia de multiples factores
de riesgo como el sobrepeso, la obesidad, la dislipidemia, la resistencia a la insulina,
el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2. La mayoria de los factores de
riesgo tienen involucrada la acumulacion del tejido adiposo visceral. (Castro S. &
Silva P., 2015)

La NAFLD es una enfermedad reversible y puede corregirse generando cambios en
el estilo de vida, incluyendo una buena dieta y actividad fisica. Esta enfermedad se
presenta en el 70% de personas que tienen sobrepeso, en un 70% de las personas
con diabetes y cerca del 90% de las personas con obesidad mérbida. (Nassir,
Rector, Hammoud, & Ibdah, 2015)
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Obesidad y sobrepeso

De acuerdo con la OMS, la obesidad es la “acumulacion anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud”. La presencia de un 25% o mas de
grasa corporal total en hombres y un 35% o mas de grasa corporal en mujeres, es
considerada como obesidad. La obesidad es consecuencia de un mayor aporte de
energia en relacion con su consumo. (Hall & Hall, 2021)

Se puede clasificar el grado de contenido de grasa corporal de acuerdo al indice de
masa corporal (IMC) Tabla 4. Sin embargo, no se puede utilizar tnicamente el IMC
para diagnosticar la obesidad; ya que se pueden presentar individuos
metabdlicamente obesos de peso normal e individuos obesos con un IMC >30 y sin
alteraciones metabdlicas. (Ezquerra, Vazquez, & Barrero, 2008)

Tabla 4. Clasificacion del indice de masa

corporal.
En adultos un Grado de peso
IMC > 25Kg/m? Sobrepeso
IMC = 30Kg/m? Obesidad

Las alteraciones del tejido adiposo son un sello distintivo de la obesidad. Un claro
ejemplo es la falta de un almacenamiento adecuado del exceso de energia; el cual
puede conducir a la deposicion de lipidos en regiones ectbpicas, lo que puede
promover la resistencia a la insulina. También se ha observado que la inflamacion
del tejido adiposo en la obesidad puede conducir a una resistencia sistémica de la
insulina. (El Ourrat, y otros, 2021) Estudios demostraron que existe una relacion
directa entre la cantidad de tejido adiposo visceral y un perfil metabdlico alterado,
que conducen al desarrollo de DM2 y de enfermedades cardiovasculares.
(Ezquerra, Vazquez, & Barrero, 2008)

México tiene una de las tasas mas altas de obesidad de la OCDE. (OECD, 2022)
Segun la Encuesta Nacional de salud y Nutricibn (ENSANUT) realizada en México
en el afio 2018, a nivel nacional el porcentaje de adultos de 20 afios y mas con
sobrepeso y obesidad es de 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad); a
diferencia con el porcentaje obtenido en el afio 2012 fue de 71.3 por ciento (Figura
5)
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Porcentaje de poblacion de 20 anos y mas de edad con sobrepeso y
obesidad, por sexo

2012 - 2018
42 6 402 425
55 7 J6.5
305
268
.0% 4% .8% .0%
Mujeres Hombres Mujeres Hombres
202 2018
= Sobrepeso Chbesidad

Figura 5. Tasas de obesidad en México 2012-2018. (ENASUT, 2023)

Resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina (RI) ocurre cuando las células de algunos tejidos (higado,
musculo esquelético, tejido adiposo) se vuelven menos sensibles a la accién de la
insulina. La insulina es una hormona producida en las células beta del pancreas, la
cual facilita la absorcion de la glucosa y también evita que el higado produzca méas
glucosa inhibiendo a la glucogendlisis y la gluconeogénesis. La Rl es una condicion
multifactorial, dentro de los principales elementos implicados se encuentran la
inflamacion tisular derivada de la obesidad, el metabolismo de los lipidos que genera
lipotoxicidad, entre otras. Al no poderse absorber la glucosa por el tejido adiposo y
el masculo esquelético principalmente, esta aumenta su concentracion en sangre.
(IDF, 2023)

En diversos estudios se ha demostrado que la acumulacién de tejido adiposo
visceral genera la infiltracion de macréfagos que desencadenan una respuesta
inflamatoria. La cual tiene como consecuencia, la secrecion de citocinas con efectos
pro-inflamatorios y pro-fibréticos, que interfieren en la respuesta a la insulina. Una
consecuencia o causa importante de la Rl es la lipotoxicidad, ya que la Rl deja de
inhibir la lipdlisis. (Tresguerres, 2005) (Johnson & Olefsky, 2013)

Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es el tipo mas comun de diabetes y representa
casi el 90% de todos los casos de diabetes. (IDF, 2023) La diabetes mellitus es un
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trastorno endocrino causado por la incapacidad de producir insulina (tipo 1), o por
una menor sensibilidad a su accion por tejidos periféricos (tipo 2). Debido a que la
insulina es incapaz de promover el transporte de la glucosa hacia el tejido adiposo
y el musculo esquelético, la concentracion de glucosa en plasma aumenta y es
excretada en la orina. La hiperglucemia resultante induce dafio a 6rganos como los
0jos, los rifiones y el corazdén. (Ezquerra, Vazquez, & Barrero, 2008)

La DM2 aparece mas frecuentemente en personas obesas de mas de 35 afios. Sin
embargo, el nimero de nifios, adolescentes y adultos jévenes con DM2 va en
aumento debido a los crecientes niveles de obesidad, inactividad fisica y mala
alimentacion. (Tortora & Derrickson, 2005) De acuerdo con la American Diabetes
Association, la diabetes se diagnostica cuando varias determinaciones de glucosa
basal (después de 12h de ayuno) superan los 126 mg/dL o si la glucemia 2h
después de una carga oral de 759 de glucosa supera los 200 mg/dL.

Dislipidemia

Es un aumento de la concentracion de lipidos en sangre, caracterizada por el
aumento de los niveles de colesterol y el incremento de las concentraciones de
triacilgliceroles (TAG), o una disminucion en la concentracion de lipoproteinas de
alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés). Esta enfermedad va acompafada de
otras alteraciones como son la DM2, el alcoholismo, la insuficiencia renal cronica y
el SM. Todos los lipidos son hidrofébicos y en su mayoria insolubles en el plasma
sanguineo, por lo que requieren transporte dentro de las lipoproteinas. Las
lipoproteinas son estructuras esféricas que poseen proteinas de superficie que son
afines para las enzimas encargadas de procesar los lipidos y se clasifican de
acuerdo a su tamafo y densidad. (Davidson & Pradeep, 2023)

Los lipidos provenientes de la dieta son digeridos y absorbidos en el tracto
gastrointestinal (Figura 6), dando origen a los quilomicrones. Por otro lado, las
VLDL transportan sintetizados por el higado.

El aumento de ambas lipoproteinas en el plasma provoca un incremento en las
concentraciones de TAG circulantes. La sintesis de estas lipoproteinas incrementa
cuando aumenta la lipogénesis en el higado. (Soca & Pedro Enrique, 2023) En la
Figura 6 se muestran algunas lipoproteinas y también su componente principal.
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Figura 6. Metabolismo lipidico. Los lipidos de la dieta siguen una ruta por el
tracto intestinal donde son trasformados y absorbidos.
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Quilomicrones LDL

Derivados de la Lipoproteina de baja

absorcian intestinal. densidad, derivadas del
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Figura 7. Principales lipoproteinas. Las lipoproteinas son agregados esféricos
que contienen lipidos hidrofobicos en el nacleo y cadenas laterales hidrofilicas,
aportadas por proteinas trasportadoras especificas (apolipoproteinas), vy
fosfolipidos en la superficie. Las diversas combinaciones de apoproteinas y
lipidos forman los diferentes tipos de lipoproteinas de diferentes densidades.

La mayor parte de los quilomicrones se transforman en acidos grasos y glicerol, que
son absorbidos por los adipocitos del tejido adiposo y el musculo (cardiaco y
estriado), para su uso o almacenamiento. Los remanentes de los quilomicrones
circulan de regreso al higado donde son metabolizados (Davidson & Pradeep, 2023)
(Figura 7).

La dislipidemia también puede ser producto de la resistencia a la insulina, ya que
existe un aumento en la liberacion de FFA desde los adipocitos, principalmente los
de la grasa visceral. Los adipocitos inducen la sintesis hepatica de TAG y se
promueve una sobre produccion de particulas VLDL; lo que hace que los lipidos se
acumulen en otras partes del cuerpo, como el higado y los musculos. (Cuevas &
Alonso, 2016) (Swarup, Goyal, Grigorova, & Zeltser, 2022)

Sindrome metabdlico

La presencia del SM en un individuo es uno de los principales factores de riesgo
para generar NAFLD. El SM se define de forma variable, ya que es la acumulacion
de varias anomalias metabdlicas y cardiovasculares, que en conjunto aumentan el
riesgo a desarrollar una comorbilidad; por ejemplo, DM2 o alguna enfermedad
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cardiovascular. Las principales causas para el desarrollo del SM son la obesidad, la
RIl, la dislipidemia, hipertension, asi como factores genéticos. (Swarup, Goyal,
Grigorova, & Zeltser, 2022)

El riesgo del desarrollo de SM aumenta con la edad, un IMC alto y una dieta alta en
grasas, carbohidratos simples, sal combinados con sedentarismo. (Van der Pal, y
otros, 2018) En un consenso, la Federacion internacional de Diabetes (IDF, por sus
siglas en inglés) el SM se diagnostica cuando el paciente cumple con dos 0 mas
criterios de la siguiente lista:

1- Circunferencia de cintura mayor a 40 pulgadas (101.6 cm) en hombres y
mayor a 35 pulgadas (88.9 cm) en mujeres.

2- TAG en sangre iguales o mayores a 150 mg/dL.

3- Colesterol HLD a menos de 40 mg/dL en hombres o 50 mg/dL en mujeres.

4- Glucemia en ayunas igual o mayor a 100 mg/dL.

5- Presion arterial sistolica mayor o igual a 130 mmHg y/o diastdlica mayor o
igual a 85 mmHg.

Segun la IDF, se estima que alrededor del 20-25% de la poblacién adulta del mundo
esta diagnosticada con el SM. Por lo tanto, tienen el doble de probabilidades de
morir, debido a las complicaciones generadas por las enfermedades que
desarrollan; asi como el triple de posibilidades de sufrir un ataque cardiaco o un
derrame cerebral, en comparacion con las personas sin SM. Adicionalmente, una
persona con SM tiene un riesgo cinco veces mayor a desarrollar DM2. Al igual que
con las otras comorbilidades, el principal tratamiento para el SM es mejorar el estilo
de vida con ejercicio y una dieta saludable. (International Diabetes Federation, 2023)

1.3 Propiedades mecanicas del higado

Un higado sano se sostiene por fibras de colageno y contiene alrededor del 1-4%
de tejido fibroso; mientras que uno con cirrosis esta cantidad aumenta del 15 al 35%.
El grado de rigidez del higado esta determinado por dos parametros biomecanicos:
su elasticidad y viscosidad. La matriz extracelular (MEC) del higado; es decir, su
contenido de colageno es uno de los determinantes de su elasticidad. Por otro lado,
la infiltracion de grasa, la presion de perfusion y la inflamacion determinan la
viscosidad. (Simon, y otros, 2020) Por lo tanto, la viscoelasticidad es un estado de
espesor o tenacidad basado en la estructura interna del material; donde se perciben
propiedades tanto elasticas como viscosas. Las propiedades viscoelasticas de las
células y tejidos actuan como importantes reguladores del crecimiento celular y
tisular, la motilidad celular y la homeostasis tisular. Los cambios en la
viscoelasticidad de tejidos se asocian con la progresion de enfermedades, como por
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ejemplo: el cancer, la cirrosis o la esclerosis multiple. (Simon, y otros, 2020) (Ogawa,
2016) (Chaudhuri, 2020) El higado tiene un comportamiento viscoelastico; es decir,
al aplicar una fuerza en el tejido la deformacion depende del tiempo, mientras que
vuelve a su forma original al eliminar la tension aplicada. Por lo tanto, la fuerza es
proporcional a la cantidad de cambio en la deformacién. (DuFort, 2011)

Un higado fibrotico aumenta en rigidez y tamafio; en la cual la respuesta a una
fuerza mecéanica dependera de la densidad del tejido, la estructura del tejido, la
fuerza de la MEC, el tamafio del higado y la edad. (Ogawa, 2016)

En el estudio de la rigidez con tejido hepatico con diferentes grados de
esteatohepatitis no alcohdlica, Saori Ogawa y colaboradores (2016) mediante
elastografia de ondas de corte (SWE, por sus siglas en inglés), se observa que la
viscosidad aumenta principalmente en paralelo con los cambios asociados con la
esteatosis, la inflamacién lobular y el abombamiento de los hepatocitos; mientras
que la fibrosis aumenta principalmente la elasticidad. (Ogawa, 2016)

1.3.1 Mecanotransduccion

Todas las células que conforman un tejido son sometidas a diferentes fuerzas,
incluidas la tension de compresion, la traccidn y el cizallamiento de fluidos, asi como
la presién hidrostatica. Las células interactian con estas fuerzas y responden a ellas
mediante sus propiedades fisicas, la MEC y las células adyacentes. (DuFort, 2011)

Avances tecnologicos en microscopia, gendémica y sistemas de cultivo celular en 3D
han demostrado que la mecanotransduccion es una parte integral de la regulacion
de la transcripcion, ya que las sefiales mecéanicas regulan cambios directos de la
accesibilidad de la cromatina. (Wagh K. I., 2021)

La mecanotransduccion es un proceso funcional de la célula, involucra la capacidad
de deteccion de sefiales mecénicas de su microentorno y de convertirlas en sefiales
bioguimicas para provocar respuestas transcripcionales adaptativas, para mantener
la funcion y estructura normal del tejido. Estas sefiales se detectan a través de
cambios organizativos o conformacionales inducidos por la fuerza en moléculas o
estructuras, como canales iénicos o complejos de cadherina, que al activarse se
desencadenan vias de sefializacion que modifican la fisiologia celular. En el
siguiente apartado se habla de algunas de estas vias. (DuFort, 2011)

El cambio en la rigidez de la MEC implica cambios en la regulacion del desarrollo
embrionario, la homeostasis celular, los procesos regenerativos y la progresion de
una enfermedad. El cambio de la viscoelasticidad de la MEC interfiere o disminuye
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la respuesta a las fuerzas aplicadas externamente, lo cual también puede alterar las
vias de mecanotransduccion que generan una respuesta bioquimica al estimulo.
Asimismo, multiples estados patoldgicos, como las enfermedades cardiovasculares
y el cancer, se derivan de perturbaciones en la mecanotransduccion durante
periodos de tiempo prolongados. (DuFort, 2011)

Las sefiales mecanicas generalmente regulan la arquitectura y expresion del
genoma. Por lo que existe una conexion entre la viscoelasticidad de la MEC, la
sefializacion celular, la activacion de factores de transcripcion y el epigenoma.
(Shivashankar, 2019) Las sefiales mecanicas se transmiten al ndcleo, lo que
conduce a amplios cambios en la estructura y accesibilidad de la cromatina. Los
cambios en la rigidez de la MEC activan los programas genéticos para dirigir el
desarrollo embrionario, la tumorigénesis y el destino de las células madre, entre
otros procesos (Graham, 2016) Figura 8.
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(Alteracén genética  (IV) Mecanodeteccion

Cambio fenotipico Cambios en la accesibilidad y
transcripcién de la cromatina
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mecanicas adaptativas a la rigidez

Trends in Cell Biology

Figura 8. Alteraciones en la matriz extracelular (MEC). La percepcién de
sefiales o estimulos (externos o internos), genera una respuesta bioquimica; la
cual, modifica la arquitectura celular y la expresion del genoma.

Adaptado de Wagh K. , 2021

Janmey y colaboradores (2013) nos muestran los diferentes modelos en la
identificacion de vias de sefalizacion. La mayoria de los modelos de transicién de
estimulos fisicos a una respuesta bioquimica, sugieren que estos inician en la
membrana plasmatica o dentro del citoplasma y conducen a cambios bioquimicos
en los factores de transcripcion o reguladores transcripcionales, provocando su
entrada en el ndcleo para regular la expresion génica. En uno de estos modelos, la
mecanotransduccion se inicia mediante un paso dependiente de la fuerza, como la
activacion de una cinasa. Una vez que ocurre el evento inicial estimulado
mecanicamente, el proceso es independiente de las sefales fisicas. Otro modelo
sugiere que el estrés mecanico causado por una fuerza externa o por la misma
tensién entre células, se transmite directamente a los reguladores transcripcionales
o desde la superficie celular hasta el nucleo. (Janmey, 2013)
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1.4 Factores o reguladores de transcripcion involucrados en los cambios
mecéanicos y el NAFLD

La via de sefalizacion Hippo desempefia un papel clave en la regulacion del
crecimiento de los tejidos y o6rganos, la homeostasis, el metabolismo y la
regeneracion de tejidos. Esta via se mantiene regulada por los cofactores
transcripcionales YAP y TAZ, los cuales bajo ciertas condiciones pueden conducir
al desarrollo de enfermedades. YAP y TAZ son genes ortologos del gen Yorkie de
Drosophila melanogaster, un regulador transcripcional que promueve el desarrollo
de tumores en moscas. (Driskill, 2021)

En la via Hippo se han identificado 4 genes supresores, los cuales generan una
cascada de fosforilacion que activan o inhiben a los cofactores transcripcionales
mecanosensibles YAP y TAZ. La fosforilacion inactiva a YAP/TAZ, la cual esta
mediada por el secuestro citoplasmatico de estos cofactores y también mediante su
degradacion en el proteosoma. (Driskill, 2021) En la Figura 9 se muestra que la
eliminacién de los genes supresores mantiene a YAP/TAZ en el nucleo (Hippo
apagado, YAP/TAZ activos), mientras que si existe una sobrexpresion de los genes
supresores conduce a una mayor translocacion citoplasmatica de YAP/TAZ (Hippo
encendido, YAP/TAZ inactivo). Por lo tanto el nivel de las proteinas y su localizacion
subcelular se utiliza como lectura de la actividad de la via Hippo y como un indicador
de mecanotransduccion. (Driskill, 2021)
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Figura 9. La via Hippo. En la via Hippo, la fosforilacion de YAP/TAZ genera un
sitio de unién a la proteina 14-3-3 que resulta en el secuestro citoplasmético y
también los marca para su degradacion por el proteosoma inhibiendo asi la
actividad de YAP y TAZ. Si la via esta desactivada YAP/TAZ se transloca al
nucleo. En el ndcleo, YAP ejerce su actividad transcripcional interactuando con
la familia TEAD de factores de transcripcién y activar la expresion del gen
objetivo; como por ejemplo, el gen para la proliferacion celular.

YAP and TAZ are transcriptional co-activators that associate with several DNA-
binding proteins to drive gene transcription. Adaptado de Institute, 2023

En el higado, una sobreexpresién transgénica de YAP provoca hepatomegalia
masiva; es decir, higados hasta cinco veces mas grandes que su tamafio normal.
Mientras que la sobreexpresion de TAZ da como resultado la formacion de
carcinoma hepatocelular. Ademas, YAP y TAZ participan en la regulacién del
tamafo del higado, asi como la regeneracion de este. Por lo tanto, YAP/TAZ se ven
activados cuando existe una lesion hepatica. (Driskill, 2021)

Un paradigma emergente es que la via Hipo y la actividad de YAP/TAZ estan
reguladas por fuerzas biomecénicas, como el estiramiento celular. YAP/TAZ se
localizan en el citoplasma de las células que experimentan bajos niveles de
sefalizacion mecanica; en cambio, son nucleares en las células que perciben una
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sefalizacibn mecanica alta. Esto se ve claro en células cultivadas en sustratos
rigidos o blandos (Panciera, 2017) (Figura 10).
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Figura 10. Activacion de YAP. Algunos ejemplos de sefiales mecanicas que
perciben las células y proceden en la activacién de YAP/TAZ.

Mechanical and topological cues regulate the localization of the YAP effector
protein. Adaptado de: Institute, 2023

Al estar en el nlcleo se activa la transcripcion de genes que contribuyen a cambios
morfologicos, como la formacién de fibras de estrés, la proliferacion celular, el
crecimiento de érganos y la tumorigénesis. (Janmey, 2013) En particular, se cree
gue YAP/TAZ regulan el depdsito de colageno durante la fibrosis hepatica, mediante
su translocacion al nucleo en las células estrelladas. (Xu, 2021) Al activarse estos
factores de transcripcion, las células se transdiferencian a un estado
miofibroblastico, en el cual secretan factores que participan en el desarrollo de la
inflamacion y la reparacion de heridas. Sin embargo, la activacion continua de las
células estrelladas durante el dafio hepético cronico provoca un depdsito excesivo
de colageno y la formacion de tejido cicatricial patoldégico que conduce a la fibrosis
y, en su ultima fase, a la cirrosis. (Mannaerts, 2015) La fuerza mecanica parece
influir en la identidad celular y la diferenciacién de hepatocitos en el higado mediante
YAP. Por ejemplo, hepatocitos que son expuestos a un estrés mecanico pierden su
fenotipo y translocan YAP a su nucleo. En primer lugar, formando fibras de colageno
y posteriormente se reprograman hacia un linaje de colangiocitos. (Sun, 2019) El
nivel de la proteina TAZ se ve significativamente aumentada en higados con
esteatohepatitis en comparacién con higados sanos. En modelos de raton de
esteatohepatitis no alcohdlica, la supresion de TAZ previene la inflamacién, la
fibrosis y la muerte celular, pero no la esteatosis. En los ratones donde su actividad
no fue suprimida, se promovié la progresion de la esteatohepatitis y de todas sus
caracteristicas, incluida la fibrosis. (Wang X. Z., 2016)
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Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR, por sus siglas
en inglés) son otros factores transcripcionales de importancia en el desarrollo del
NAFLD. Forman parte de la super familia de receptores nucleares que actian como
factores de transcripcion inducibles por ligandos especificos, de esta manera alteran
la expresion génica de forma especifica para cada tipo celular. Los PPAR controlan
la expresion de redes de genes implicados en la adipogénesis, el metabolismo de
lipidos, la inflamacioén, el mantenimiento de homeostasis metabdlica y el cancer.
(Ahmadian M. S., 2013)

En mamiferos se han descubierto tres subtipos de PPAR, las isoformas a, /3y y.
PPARa, estimula la oxidacion de los acidos grasos como sustratos energéticos y se
expresa predominantemente en el higado (hepatocito), el corazén (cardiomiocito) y
el tejido adiposo pardo. (Uauy D, 2000) PPARB/S tiene un papel crucial en la
oxidacion de acidos grasos en tejidos como el musculo esquelético, el higado y el
corazon. Por ultimo PPARy se expresa en tejido adiposo blanco donde es regulador
maestro de la adipogénesis, asi como del metabolismo de lipidos. De igual forma,
participa en la patogénesis de la DM2, la aterosclerosis, la Rl y el cancer. Al igual
que otros receptores nucleares, los PPAR son fosfoproteinas y su actividad
transcripcional se ve afectada por su interaccidbn con cinasas y fosfatasas.
(Ahmadian M. S., 2013) (Burns, 2007)

PPARy se considera un regulador maestro en la diferenciacién de adipocitos
(adipogénesis) y modula el papel del tejido adiposo en el metabolismo de la glucosa
en todo el cuerpo. La activacion de PPARYy en el tejido adiposo induce la expresion
del ARNm del transportador de glucosa dependiente de insulina Glut4. La activacion
de PPARy mediante farmacos es un método establecido para tratar la resistencia a
la insulina. (El Ouarrat, 2020)

En la literatura se estudian otros reguladores transcripcionales involucrados en la
mecanotransduccién como son los factores de transcripcion relacionados con la
miocardina (MRTF, por sus siglas en inglés). MRTF-A y MRTF-B son proteinas
mecanosensibles que se expresan en una amplia gama de tipos celulares. Son co-
activadores del Factor de Respuesta al Suero (SRF, por sus siglas en inglés) el cual
genera una respuesta al estrés mecanico. (Janmey, 2013) MRTF-A esta
ampliamente relacionado con la patogenia de la fibrosis hepatica. Cuando MRTF-A
se encuentra activo, se traslada al nucleo y forma un complejo activo SRF/MRTF-
A, conduciendo a la expresion de multiples proteinas fibréticas y componentes de
la matriz extracelular. (Al-Hetty, 2022)
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1.5 Modelos animales en el estudio de enfermedades metabdlicas

El uso de modelos animales sigue siendo un aspecto vital para investigar los
mecanismos moleculares que contribuyen a la desregulacion metabdlica y facilitan
la identificacion de nuevos objetivos farmacoldgicos. Los modelos de ratas son
invaluables para adquirir conocimientos basicos sobre enfermedades humanas.
(Saxena, 2022)

La rata es uno de los animales de investigacion més utilizados para estudiar
fisiologia, farmacologia y metabolismo en la investigacion médica basica. Las ratas
Wistar son la cepa mas utilizada para las investigaciones en laboratorio; por lo que
son un modelo para el andlisis de un numero importante de caracteristicas
biomédicas y toxicoldgicas. Un ejemplo notable es su utilizacion como modelos para
los experimentos de metabolismo del colesterol. Son aceptables para el estudio de
los trastornos inducidos por una dieta alta en grasas con variaciones individuales,
incluida la dislipidemia y la patologia cardiaca anormal. Existen muchas ventajas
que brinda el uso de modelos animales para estudiar ciertas patologias y el
tratamiento de estas; por ejemplo, las ratas tienen un ciclo de vida més corto que
los humanos. Los cambios y la adaptacion se pueden observar a lo largo de su ciclo
de vida o incluso a lo largo de varias generaciones. (Udomkasemsab, 2019)

El modelo de obesidad inducida por la dieta imita de cerca la creciente disponibilidad
de alimentos ricos en grasas/alta densidad en la sociedad moderna durante las
Gltimas dos décadas; los cuales son los principales contribuyentes a la tendencia de
la obesidad en humanos. (Wang C.-Y. L., 2012)

Existen multiples modelos de enfermedades metabdlicas inducidas por la dieta.
Algunos ejemplos son: obesidad inducida por una dieta de la cafeteria,
sobrealimentacion materna y exposicion a dietas ricas en grasas. La eleccién del
modelo dependeré del objeto del estudio. (Lutz, 2012)

Se han utilizado una multitud de diferentes dietas altas en grasas (HFD, por sus
siglas eninglés) con fracciones relativas de grasa entre 20% y 60% de energia como
grasa. El componente basico de grasa varia entre grasas de origen animal; por
ejemplo, manteca de cerdo o sebo de res, y aceites vegetales como de maiz o de
cartamo. (Buettner, 2007)

Algunos estudios han informado que no todas las grasas son obesogénicas y que
el perfil de acidos grasos de la dieta, mas que la cantidad de energia de las grasas
es una variable importante en el desarrollo de la obesidad dietética. (Bourgeois,
1983)
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Planteamiento del problema

El NAFLD es una enfermedad sistémica asociada a la obesidad, la RI, DM2 y el
sindrome metabdlico. Es provocada principalmente por el consumo excesivo de
calorias en la dieta y un estilo de vida malo. La obesidad, la DM2 y otras
comorbilidades afectan a gran parte de los paises occidentales. Incluso, también
existe prevalencia del NAFLD en personas no obesas y sin RI. Por lo tanto, el
NAFLD aumentara  drasticamente en la poblacion mundial, adicionalmente es el
causante mas comun de enfermedades hepaticas cronicas. AUn no se conoce como
el NAFLD activa los factores de transcripcion y como estos modifican la arquitectura
celular. Aunque el NALFD no es una enfermedad mortal, puede progresar a
enfermedades que si lo son, como el cancer. Es por lo que en este estudio
estudiaremos los cambios biomecéanicos involucrados en el desarrollo del NAFLD,
mediante un modelo de ratas Wistar alimentadas con una dieta alta en grasas.

Hipotesis

Una dieta alta en grasa provocard higado graso no alcohdlico en las ratas
experimentales; esto mediante cambios en la arquitectura celular, el
comportamiento biomecanico del higado y del cambio en la actividad de los factores
de transcripcion.

Objetivo general

Demostrar que una dieta alta en grasa promueve el desarrollo de higado graso no
alcohdlico. Esto debido a la acumulacion de lipidos en los hepatocitos (esteatosis
hepética), lo cual modificara sus propiedades mecanicas del higado y sus funciones
bioquimicas.

Objetivos especificos
- Generar obesidad en ratas experimentales Wistar en un periodo aproximado
de 6 meses.
- Generar alteraciones metabdlicas en ratas experimentales Wistar.
- Obtencion de muestras y analisis histologico.
- Fraccionamiento nuclear y citoplasmatico de muestras hepaticas.
- Cuantificacion de proteinas y realizacion de Western Blots.
- Ensayo ALT en plasma Hepatico.
- Extraccion de lipidos en muestras hepaticas.
- Confirmacién del desarrollo de higado graso no alcohdlico.
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Metodologia

1. Animales

Se obtuvieron ratas Wistar macho de 3 semanas de vida (después del destete) de
la Unidad Académica Bioterio (UAB) de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los
animales fueron alojados en el vivario del Departamento de Embriologia y Genética
de la Facultad de Medicina. Fueron mantenidos en condiciones estandar (20° + 4
C, 65% de humedad relativa y ciclos de 12h luz/oscuridad). Durante el periodo
experimental, los animales fueron alojadas en cajas de acrilico (32x47x20 cm); con
dos cambios semanales de cama, cajas y agua potable. Asimismo, el alimento fue
cambiado 3 veces a la semana. Durante su estancia en el vivario tuvieron acceso
ad libitum al agua y al alimento correspondiente, de acuerdo con su grupo
experimental. Adicionalmente, de forma semanal se registré6 su consumo calérico
(Kcal/dia) y la ganancia de peso (g) hasta el final del experimento (Figura 11).
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Figura 11. Disefio experimental. Inicio de la dieta, cada grupo experimental comenz6 a ser alimentado con su dieta
correspondiente. Se llevd a cabo un seguimiento semanal de consumo y ganancia de peso. A las 22 SPN realizaciéon de
curvas de tolerancia de glucosa intraperitoneal (IPGTT) y de sensibilidad a la insulina (ITT). Finalmente, a las 23 SPN se

obtienen las muestras para el analisis.
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2. Disefio experimental

Las ratas se separaron de manera aleatoria en 2 grupos (nwta=16). El grupo 1
(n=11), considerado como el grupo experimental (EXP) fue alimentado con una
dieta alta en grasa (HFD). El grupo 2 (n=5), considerado como el grupo control
(CTRL) fue alimentado con dieta monocaldrica estandar (Laboratory Rodent Diet
5001).a dieta HFD estaba compuesta por: albumina, pellets de dieta estandar
(molidos), grasas de origen vegetal (aceite de oliva) y de origen animal (manteca de
cerdo). La dieta fue preparada en el laboratorio del Departamento de Embriologia y
Genética de la Facultad de Medicina de la UNAM (Anexo 1). El proyecto cuenta con
la aprobacion del Comité Institucional para el cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL). (Anexo 4) En la Tabla 5 se muestra la comparacion de la
composicion caltrica de ambas dietas.

Tabla 5. Composicion caldrica.

Tipo de dieta Carbohidratos Proteinas Grasa enA(;Fr)gg[t(iaco
0, 0, 0,
(%) (%) (%) (Kcallg)
Estandar 58 29 13 3.36
HFD 241 26.9 37.5 541

3. Peso corporal y consumo calérico.

El peso corporal se determind una vez por semana de la siguiente manera: la rata
se colocé dentro de un recipiente de plastico (previamente tarado) y se pesaba en
la balanza; los datos fueron registrados en gramos con una resolucion de 0.01g.
Para el consumo calérico: se dejé 24 h antes una cantidad de comida conocida
(aproximadamente 75g por animal) en el comedero de la jaula de los animales.
Pasadas las 24h, se recolect6 el remanente y fue pesado. Los datos se expresaron
en calorias/animal/24h.

4. Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) y de tolerancia a

lainsulina (ITT).

En la SPN 22 ambos grupos fueron puestos en ayuno durante 12h previo a la
realizacion de las pruebas. Para ambas pruebas el primer paso es la determinacion
de glucosa en plasma en ayuno.

Para la IPGTT, se les suministré una inyeccion intraperitoneal a cada uno de los
animales con una solucion estéril de glucosa al 40% (a una dosis final de 2g/kg de
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peso). Para la prueba de ITT se suministr6 una dosis de insulina humana
recombinante de accién rapida (Humulin, Lilly; 0.2 Ul/kg de peso).

Posterior a las inyecciones, se realizaron mediciones consecutivas de glucemia
mediante una puncion en la vena lateral de la cola a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos
(Imagen 1A). Si las ratas presentaban una glucemia menor a 50mg/dL durante el
experimento, se retiraban inmediatamente del experimento y se les proporcionaba
alimento y agua (datos que fueron excluidos de analisis experimental). Los datos
obtenidos de glucemia en sangre fueron graficados contra tiempo y se calcul6 el
area bajo la curva. Las concentraciones de glucosa fueron determinadas en mg/dL
mediante un glucometro (AccuCheck Instant, Roche) (Imagen 1B).

Imagen 1. Pruebas IPGTT e ITT. A) Aplicacion de glucosa intraperitoneal. B)
Medicion de glucemia por puncion en la vena lateral de la cola.

5. Determinacion de medidas somatométricas

A las 23 SPN, previo a las disecciones, se determinaron la talla y el perimetro
abdominal (PA) de los animales (Imagen 2). Ambas mediciones se realizaron bajo
anestesia general con pentobarbital sédico intraperitoneal (Pisabental, 100mg/kg).
Para la talla, se colocoé a la rata sobre una cinta métrica y se midié la distancia desde
la nariz al ano. Por otro lado, para determinar el PA, la cinta se coloco alrededor del
abdomen, a la altura de las crestas iliacas. Ambas medidas se reportaron en
centimetros (cm) y con los datos obtenidos se calcul6 el indice de masa corporal
(IMC), de acuerdo con la Ecuacion 1:

Ecuacion 1: IMC =222 - 9_
talla? cm?

Y también el indice de Lee (Ecuacion 2):

L, . 3 1/3
Ecuacién 2: Indice de Lee = Y222 =9 —
talla cm
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Imagen 2. Determinacion de talla y perimetro abdominal. La cinta
meétrica se coloca debajo de la rata y se procede a medir de la nariz al
ano.

6. Obtencion de muestras para analisis histolégico

Después de la determinacion de las medidas somatométricas, y aun bajo anestesia
se procediéo a comenzar las disecciones (Imagen 3A). Previo a la extraccion de
tejidos, se extrajeron 5mL de sangre a partir de la vena cava inferior y se colectaron
en tubos con EDTA (1.5mg por cada mL de sangre). La sangre se centrifugo y se
decantd, para conservar solo el plasma (Imagen 3B). Los tubos se almacenaron a
-80°C hasta la cuantificacién de ALT. Se tomaron dos porciones del tejido hepatico,
una se lavé en buffer de fosfato salino (PBS) para remover la mayor cantidad de
sangre, se fijo durante 24h en paraformaldehido (PFA) al 4% en solucién de PBS a
4°C, pasado el tiempo el tejido se trasfirio a PBS y se guardé a 4°C para su posterior
paso por técnica histoldgica. Por otro lado, la otra porcién de higado fue procesada
para la realizacion de Wester Blot (seccion 6). Finalmente, se extrajeron los
paniculos de tejido adiposo. El tejido adiposo supra-gonadal (TASG), retroperitoneal
(TARP), peri-pancreatico (TAPP) y sub-cutaneo (TASC) se pesaron por separado
en una balanza analitica y se reporta el peso de los depdsitos de grasa como un
porcentaje del peso total de cada animal (Ecuacion 3).

peso del tejido adiposo(g) +100

Ecuacion 3: %Tejido adiposo =

peso del animal (g)
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Imagen 3. Obtencion de muestras. A) Diseccion de una rata HFD. B) Muestras
de sangre después de la centrifugacion.

6.1Técnica histologica

Después de la fijacion, las muestras pasan por un tren de deshidratacion de
diferentes alcoholes en concentraciones (30-100%). Ya que el tejido se encuentra
deshidratado, pasa por el agente aclarante (xilol) y al final es infiltrado con parafina
liguida; posteriormente se coloca en un molde y se deja enfriar. El siguiente paso
es la obtencién de un corte histolégico de 5 um de grosor. Todos los cortes son
desparafinados en un horno (55 = 5°C) durante 10min. Ya desparafinadas, las
muestras pasas por un tren de rehidratacion. El altimo paso del tren de rehidratacion
es el agua, luego pueden ser tefiidas; en este caso las muestras fueron tefiidas con
la técnica tricromica de Masson. (Anexo 1)

6.2 Cortes por congelacion

Para la determinacion de lipidos en el tejido, las muestras fueron fijadas, lavadas en
PBS y posteriormente se colocaron secuencialmente en disoluciones de sacarosa
en PBS al 10%, 20% y 30% con azida de sodio (0.02%). El cambio de las muestras
se realiz6 cada 24hrs (o hasta que la muestra deje de flotar). En este punto las
muestras ya estan lista para ser cortadas en el criostato. Las muestras se embeben
a un soporte con OCT compound (Sakura, Tissue-Tek) y se dejan en la camara
refrigerada del criostato (-20 + 5 °C), ya congeladas se proceden a cortar. Los cortes
obtenidos son de 10 pum de grosor y son montadas en portaobjetos. Los cortes
fueron guardados a -20°C hasta su tincion.

Estas muestras fueron tefiidas mediante la técnica de rojo oleoso (RO) (Anexo 2);
posteriormente fueron observadas y capturadas con el ocular 40x en el microscopio
digital (Nikon elipse E600). Finalmente, se les realiz6 un analisis con el programa
Image J, donde se cuantific el area total de la foto y después el area que ocupan
las particulas lipidicas (tefiidas color rojo) y se obtiene un porcentaje promedio para
cada grupo CRTL y HFD (Anexo 2.1)
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7. Western Blot

Las muestras de higado colectadas durante las disecciones fueron almacenadas a
-80°C hasta su uso (maximo 24hrs después). Las muestras se maceraron y
fraccionaron en su componente nuclear y la citoplasmatico. A cada fraccion se les
cuantifico la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford;
posteriormente se diluyeron en buffer Laemmli hasta una concentracion de 2ug/uL.
En cada carril del gel de acrilamida (al 10%) se cargaron 40uL (80ug/uL) de cada
fraccion (nuclear y citoplasmatica) de muestra. Se dejé correr la electroforesis del
gel a 100V con un amperaje constante y se detuvo una vez que saliera el frente de
carga. Terminada la electroforesis, las proteinas en el gel se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Ya fijadas las proteinas a la
membrana, se procede a bloquear los sitios inespecificos con una disolucion de
leche en polvo (Svelty al 5%) en TrisBase buffer con Tween (1%) (TBS-T), el
bloqueo se realiz6 en agitacién durante 1h a temperatura ambiente. Posteriormente,
se procede a incubar con el anticuerpo primario. En este trabajo se utilizaron los
anticuerpos mostrados en la Tabla 4.

El anticuerpo primario (AB 1°) se colocé en diferentes concentraciones dependiendo
de su especificidad. En la siguiente tabla se muestran la dilucion utilizada por cada
anticuerpo. La membrana se coloca en una bolsa sellada con el volumen suficiente
para de anticuerpo primario y se deja en agitacion a 4°C entre 24 y 48hrs.
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Anti-YAP (anti-
ratén)
Santa cruz
biotechnology
#cat: sc-101199

Dilucion 1/1000
AB 1° en TBS-t
con timerosal.

AB 2°
Dilucién 1/1000
Disolucion de
leche en TBS-t
mas AB 2°
anti-ratén IgG-
HRP

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para Western blot

Anti-TAZ (anti-
conejo)
Cell Signaling
Technology
#cat: 4883S

Dilucion 1/2000
AB 1° en TBS-t
con timerosal.

AB 2°
Dilucién 1/20000
Disolucion de
leche en TBS-t
mas AB 2°
anti-conejo IgG-
HRP

Anti-PPARY (anti-

ratén)
Santa cruz
biotechnology
#cat: sc-7273

Dilucion 1/1000
AB 1° en TBS-t
con timerosal.

AB 2°
Dilucién 1/20000
Disolucion de
leche en TBS-t
mas AB 2°
anti-ratén lgG-
HRP

Anti-MRFT-B
(anti-conejo)
Cell Signaling
Technology
#cat: 14613S

Dilucion 1/2000
AB 1° en TBS-t
con timerosal.

AB 2°
Dilucion 1/20000
Disolucién de
leche en TBS-t
mas AB 2°
anti-conejo IgG-
HRP

Anti-Lamina B 1
(anti-ratén)
Santa cruz

biotechnology

#cat: sc-377000

Dilucion 1/1000
AB 1° en TBS-t
con timerosal.

AB 2°
Dilucién 1/10000
Disolucién de
leche en TBS-t
mas AB 2°
anti-ratén IgG-
HRP

*TBS:t: TrisBase buffer mas Tween; IgG-HRP: Peroxidasa de rdbano conjugada.

Anti-B-Tubulina
(anti-ratén)
Cell Signaling
Technology
#cat: 4466X

Dilucion 1/1000
AB 1° en TBS-t
con timerosal.

AB 2°
Dilucién 1/1000
Disolucién de
leche en TBS-t
mas AB 2°
anti-ratén IgG-
HRP
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Los anticuerpos secundarios estdn acoplados a la enzima de peroxidasa de rabano
(HRP, por sus siglas en inglés) contra raton o conejo respectivamente (Tabla 4). La
enzima HRP cataliza la reaccion quimica con luminol y Peroxido de hidrégeno
(immobilon western chemiluminescent substrato, Sigma Aldrich), la cual genera una
sefal luminosa. La sefal fue registrada en el equipo ChemiDoc XRS+ (Anexo 3).
El andlisis cuantitativo se realiz6 mediante el software Image J. 158

8. Determinacién de la actividad de ALT en plasma

El plasma colectado durante las disecciones fue almacenado a -80°C por un maximo
24h para evitar la degradacion de proteinas. Las alicuotas fueron descongeladas y
mantenidas en hielo durante la prueba.

La prueba se realiz6 con el kit ALT (Sigma-Aldrich, #CAT:MAK052-1KT) (Figura
12); siguiendo las indicaciones del proveedor. (Anexo 4)

Debido a que las muestras presentaron una baja actividad de la enzima ALT, se
decidié concentrarlas. La concentracion del plasma sanguineo se realiz6 con
dispositivos con membrana microporosa (Ultrafree-MC, Millipore). Se coloc6é un
volumen de 200uL por muestra y se centrifugaron 3 veces a 12000RPM a 4°C
durante 10min. El volumen concentrado final fue de 100uL.

Al suero concentrado se le realizé la prueba de acuerdo con el protocolo del
fabricante del kit. Al final los datos obtenidos se normalizaron y se reportaron en
U/L.

Figura 12. Componentes Kit ALT

e Buffer ALT
Sustrato fluorescente peroxidasa.
Mezcla de enzimas
Sustrato ALT
Estandar piruvato 100nmol/uL
Control positivo
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9. Extraccién de lipidos

Se obtuvieron 12 muestras de tejido hepatico durante la diseccion y se marcaron
con un codigo y se guardaron a -80°C. El analisis se realiz6 sin saber a qué grupo
experimental pertenecia cada muestra (en ciego). Cada una de las muestras se
descongeld a temperatura ambiente y se secé durante 10 min sobre una toalla de
papel. Posteriormente, se pesaron y se procedié a homogeneizar la muestra con un
homogeneizador mecanico (IKA T18 digital, ULTRA TURRAX) en una disolucion 2:1
de cloroformo:metanol, durante aproximadamente 10 min. La mezcla se transfiri6 a
un tubo Falcon previamente pesado, durante 1 h se sonicaron todos los tubos y
después se dejaron en agitacion toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 20 min a temperatura
ambiente. Se colectd el sobrenadante y se enjuag6 con 4 mL de una disolucion NacCl
(0.9%), para eliminar lipidos polares. Para hacer mas efectivo el lavado se utilizé un
vortex durante aproximadamente 1 min; después se centrifugo a 2500rpm durante
10 min. Se desecho la fase superior y la fase inferior (organica) se enjuagé dos
veces con una disolucion al 50% de metanol. Nuevamente se conservo la fase
organicay se dejé evaporar a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 h.
Finalmente, los tubos se llevaron a una estufa y se dejaron secar durante 16 h (40-
42°C).

Una vez evaporado todo el cloroformo se pesaron y por gravimetria se obtuvo el
peso total de lipidos por muestra. Los datos obtenidos se expresaron en porcentaje
de lipidos por peso de muestra.

10. Analisis estadistico

A los datos obtenidos de consumo de alimento, ganancia de peso y pruebas de
tolerancia tanto de insulina como de glucosa intraperitoneal se les realizo una
prueba t de Student y se reporto la significancia p< 0.05; previamente se determiné
si presentaban una distribuciéon normal. Se reporta la media de cada experimento +
el error estandar.
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Resultados

1. Modelo de HFD

Durante las 23 SPN que las ratas estuvieron en el experimento y fueron alimentadas
con alimento HFD o dieta estandar, dependiendo de su condicion. La Gréfica 1
muestra la ganancia de peso en ambos grupos.

Ganancia de peso

600 -
N ii{ff{i}}]
3 © 400+ }}
: 5 it
gﬁ -t e HFD
£ 'gm_ }1 CRTL
& :
o ]
0 s I I :
0 10 20 30

Semanas de vida

Grafica 1. Ganancia de peso. La ganancia de peso de los animales durante las
23 semanas de experimentacion. Las ratas alimentadas con dieta HFD ganaron
mas peso comparadas con las control. A la semana 22 HFD: n=11,
Media=483.8+9.776. CTRL: n= 5, Media=444.7+17.45.

Doénde: *** p< 0.001 **p <0.01 * p<0.05
En cuanto al consumo calérico, durante las 23 semanas del tratamiento, el consumo

fue variado. Sin embargo, al realizar una comparacion con los promedios de cada
semana, las ratas del grupo control tienen un mayor consumo calorico (Grafica 2).
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Consumo calorico
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Grafica 2. Consumo calérico. ElI consumo de calorias en cada semana del
tratamiento experimental. Se observa un consumo cal6rico variable sin una

tendencia clara entre los dos grupos experimentales.

Donde: *** p <0.001 *p<0.01 *p<0.05

2. Glucosa en ayuno

Pasadas las 23 SPN se realizaron las disecciones de los animales de la
experimentacién, previo a la aplicacién de anestesia y con 12hrs de ayuno se les
determind la glucosa en ayuno a partir de la vena posterior de la cola. También se
tomaron en cuenta los valores de glucosa plasmatica obtenidos al tiempo cero en la
realizacion de curvas IPGTT e ITT. Las ratas HFD presentaron un nivel de glucosa
en sangre significativamente mayor comparado con las ratas CTRL. El promedio de
la glucosa en ayuno en sangre de las ratas HFD fue de 90.06mg/dL, mientras que

el promedio las ratas CRTL fueron de 79.33mg/dL (Grafica 3).
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Glucosa en ayuno

* Gréfica 3. Glucosa en ayuno. Previo a las
100 I | disecciones y con ayuno, se tomo el indice
glicémico a los animales. También los
80+ —— valores obtenidos en el tiempo cero durante
la realizacion de las curvas IPGTT e ITT se
tomaron en cuenta. El promedio de la
glucosa en ayuno en sangre de las ratas
EXP fue de 90.06+£2.834mg/dL, mientras que
el promedio las ratas CRTL fue de
79.33£1.909mg/dL. En la prueba t de
T Student EXP vs CTRL se encontro
HDF CTRL significancia. EXP: n=11y CTRL: n= 5.

60+

mg/dL

40+

20+

3. Pruebas de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT) y de
sensibilidad a lainsulina (ITT)

Los resultados de las pruebas de tolerancia de glucosa intraperitoneal y de
sensibilidad a la insulina indican que las ratas del grupo HFD tenian una menor
capacidad de internalizar la glucosa (Grafica 4 y 5). Por ejemplo, la Gréafica 4A
muestra que el pico de glucosa al primer tiempo es mayor en las HFD. Por otro lado,
tres ratas del grupo CTR debieron abandonar la ITT debido a una hipoglucemia
(menos de 50 mg/dL); mientras que ninguna rata del grupo HFD presentd este
efecto.
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Curva de tolerancia de Area bhajo la curva IPGTT
glucosa intraperitoneal
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Gréfica 4. Prueba de tolerancia ala glucosa. A) Curva de tolerancia de glucosa
intraperitoneal. HFD: n=11, Media=204.4+40.99. CTRL: n= 5,
Media=151.9+28.07. B) En el &rea bajo la curva con la prueba t de Student HFD
vs CTRL se encontré una significancia <0.05.
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Gréfica5. Pruebadetoleranciaalainsulina. A) Curva de tolerancia a la insulina.
EXP: n=11, Media=92.55+2.514. CTRL: n= 5, Media=87.47+4.248. B) En el area
bajo la curva con la prueba t de Student HFD vs CTRL se encontré una
significancia <0.05.

Donde:  ***p <0.001 *p<00l *p<0.05
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4. Anéalisis somatométrico.

La Tabla 5 muestra las medias aritméticas de las medidas somatométricas de
ambos grupos. Los datos obtenidos previos a las disecciones de los animales nos
muestran nuevamente que las ratas HFD obtuvieron un PA mayor, al igual que el
IMC; aunque también una talla mayor.

Tabla 5. Medidas somatométricas por cada condicion.

Condicién PA (cm) Talla (cm) IMC (g/lcm?)  indice de Lee (g¥3/cm)
EXP 21.47+0.3298 25.71+0.243 0.786+0.0197 0.3127+0.003
CTRL 20.1+0.6336  24.9+0.4155 0.770£0.024 0.3141+0.004

Medias aritméticas + SEM. HFD n=11, CTRL n=5

*P.A: perimetro abdominal e IMC: indice de masa corporal.

5. Cuantificacion de los paniculos de tejido adiposo

Los porcentajes obtenidos del tejido adiposo supra-gonadal (TASG), retroperitoneal
(TARP), peri-pancreatico (TAPP) y sub-cutaneo (TASC) son mayores en las ratas
EXP, podemos interpretar que las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa tienen
un grado de obesidad mayor. En la Gréfica 6, se muestran los porcentajes
obtenidos en cada paniculo adiposo extraido de ambos grupos.
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Paniculos de tejido adiposo
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Grafica 6. Proporcion de los paniculos de tejido adiposo.
%TASG: EXP =2.407+£0.1547. CTRL = 1.145+0.0834, p<0.05
%TARP: EXP = 2.154+0.2242. CTRL = 1.028+0.1038, p<0.05

%TASC: EXP = 1.485+0.06956. CTL = 1.176+0.1867, no hubo
significancia p=0.0741.

%TAPP: EXP = 0.3845+0.0345. CTRL = 0.1940+0.028, p<0.05.
Doénde: EXP n=11 CTRL n=5
Donde:  *** p< 0.0001 * <0001 *p<0.05

6. Histologia del higado

La biopsia hepéatica es uno de los métodos para la confirmacion de NALFD. Con la
tincion tricromica de Masson fue evidente la observacion de los dafios en el tejido
hepatico por la acumulacién de gotas lipidicas (Imagen 4A) de las ratas alimentadas
con una dieta alta en grasa; mientras que el tejido de las ratas del grupo control no
presentaba dichas alteraciones (Imagen 4D). Por otro lado, la tincion de R.O
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confirma que la acumulacion de lipidos en mucho mayor en ratas HFD (Imagen 4B-
C).

Tricromica de Masson Rojo Oleoso

Imagen 4. Histologia de tejido hepatico de ambas condiciones. A) Corte de
tejido de una rata alimentada con comida alta en grasa, presenta esteatosis
macro y micro vesicular, el orden de los hepatocitos se ha perdido. B y C) Se
observa una acumulacion de gotas lipidicas de diferentes tamafios dentro de los
hepatocitos. D) Corte de tejido de una rata macho alimentada con una dieta
estandar. Cordones de hepatocitos rodean una vena central (superior izquierdo).
Se logra distinguir una triada portal (inferior derecho). E y F) se observa una leve
acumulacion de pequefias gotas lipidicas, en F se logran distinguir los nucleos de
los hepatocitos. A, B y C pertenecen al mismo animal, mientras que D, Ey F
pertenecen al mismo animal.

La cuantificacién del porcentaje que ocupan las gotas lipidicas en las laminillas
sugiere gue la dieta alta en grasa provoco la acumulacion de grasa ectdpica dentro
de los hepatocitos. En promedio las gotas lipidicas ocupan el 52.95% del area
observada en las laminillas de las ratas HFD y solo el 16.72% en las laminillas de
las ratas CTRL (Grafica 7).
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Gréfica 7. Cuantificaciéon del area de las gotas
lipidicas. El porcentaje de gotas lipidicas es
mayor en las ratas HFD. HFD: n=11, Media=
52.95+6.086. CTRL: n= 5, Media=16.72+5.684,

p<0.05
Dénde: ***p<0.001 **p<0.01 * p=0.05

7. Cuantificacién de la actividad de la enzima ALT en plasma

Cuando la concentracion en el plasma sanguineo de la enzima alanina
aminotransferasa (ALT) es mayor de los valores de referencia, es un indicio de dafio
hepatico. En la Gréfica 8 la concentracion promedio de la ALT en las ratas HFD es
ligeramente mayor comparada con las ratas CTRL; sin embargo, esta tendencia no
presento significancia estadistica.
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Grafica 8. Concentracion ALT.

Los valores obtenidos de la
concentracion ALT en plasma para
ambos grupos.

HFD: n=3, Media= 0.1604+0.015.
CTRL: n= 3, Media=0.1307+0.01. En la
prueba t de Student HDF vs CTRL no
hubo significancia.
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8. Western Blots

Los cuatro anticuerpos analizados tuvieron respuestas diferentes, tanto en su
fraccion nuclear como citoplasmatica. YAP y PPARy se mostraron solo en la
fraccion nuclear y las bandas del grupo experimental se notan un poco mas
saturadas. TAZ fue mas heterogéneo, aunque en la muestra 1 y 3 la banda nuclear
se nota muy marcada; también la banda citoplasmatica de la muestra 5. Las bandas
de la muestra 6 en PPARy no se distinguieron (Imagen 5). En la Grafica 9 se
comparan las cuantificaciones colorimétricas de solo las fracciones nucleares. En la
Grafica 10 se comparan los grupos experimental y control con solo el anticuerpo
TAZ.

La incubacion de la membrana con anticuerpo contra MRTF-B no mostro bandas.

Grupo experimental Grupo control
1 2 3 4 5 6
N CN CN C N C N CN C

YAP P ‘ 70 KDa

TAZ & - & 44KDa
PPARYy — - 70KDa
Lamina A/C g - 5 -_ - 70KDa
Tubulina - 50KDa

Imagen 5. Experimento de Western Blot. Las bandas de la fraccién nuclear
del grupo EXP se muestran mayormente marcadas en comparacion con las
del grupo CTRL con los anticuerpos anti-YAP y anti-PPAR. Las bandas de
anti-TAZ se distribuyen tanto en fraccidon nuclear como en la citoplasmatica y
también son mayormente marcadas en el grupo EXP. Las bandas Lamina A/C
y Tubulina representan la constitucion nuclear y citoplasmatica,
respectivamente en la proteina total.

*N: fraccionamiento nuclear; C: fraccionamiento citoplasmatico
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Fraccion nuclear
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Grafica 9. Fraccién nuclear. La densitometria de las bandas de la faccién nuclear
y su normalizacion dio como resultado una intensidad promedio de bandas mayor
en el grupo EXP. En la prueba t de Student no se mostro significancia.

YAP EXP: n=3, Media=0.7005+0.2815. CTRL: n= 3,
Media=0.5795+0.137. p=0.7189

TAZ EXP: n=3, Media=0.5753+0.204. CTRL: n= 3,
Media0.3408=+0.1002. p=0.3605

PPAR  EXP: n=3, Media=0.5458+03654. @ CTRL: n= 3,
Media=0.2592+0.057. p=0.5878
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Gréfica 10. Fracciones nucleares y citoplasmaticas del anticuerpo TAZ.
Existe una mayor concentracion de TAZ en la fraccién nuclear del grupo
EXP y una mayor concentracion en el citoplasma del grupo CTRL. En la
prueba t de Student no se encontré significancia.
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9. Contenido de lipidos totales

Los porcentajes de contenido de lipidos en las muestras fueron similares, sin
alcanzar diferencia significativa.
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Grafica 11. Extraccién de lipidos.
Comparacion de porcentajes
promedio de lipidos en las muestras
EXP y CTRL. En la prueba t de
Student no se encontro significancia.
EXP n=7, Media=54.83+7.993.
CTRL n=5, Media=52.42+8.631
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Resumen de resultados

Grupo EXP Grupo CTRL
Alimentado con una dieta HFD. Alimentado con una dieta estandar.

¢Presenta diferencia significativa?

Ganancia de peso mayor a la

Ganancia de peso menor a la
semana 22 (483,8+9,776)

semana 22 (444.7+17.45)

Menor consumo calorico por animal

Mayor consumo calérico.
en 24hrs. y

Glucosa en ayuno alta

Glucosa en ayuno normal
(90.06+2.834).

(79.33+1.909)

IPGTT (204.4+40.99). AUC se

IPGTT (151.9+28.07). AUC menor
encuentra significancia.

a HFD.

%ITT (92.55+2.514). AUC se
encuentra significancia.

%ITT (87.47+4.248). AUC menor a
HFD.

P. a=21.47+0.33, talla=25.71+0.24,
IMC=0.786+0.243, Indice de
Lee=0.3127+0.003

P. a=20.1+0.633, talla=24.9+0.41,
IMC=0.77+0.024, Indice de
Lee=0.3141+0.004

Mayor acumulacién de tejido
adiposo. Todos los paniculos
adiposos presentan significancia,
excepto la subcutanea.

Menor acumulacién de tejido
adiposo visceral.

Tejido con morfologia normal, con
un porcentaje de area de gotas
lipidicas de 16.72%

Sefales de esteatosis, porcentaje
de area de gotas lipidicas de
52.95%

Actividad ALT de 0.1604+0.015
U/L.

Actividad de ALT de
0.1307+0.01U/L.

Mayor intensidad de banda en la

Menor intensidad de banda en la
fraccion nuclear. (YAP/PPARY).

fraccion nuclear. (YAP/PPARYy).

Mayor intensidad de banda en la
fraccion nuclear. Menor intensidad
en fraccion citoplasmatica. (YAP)

Menor intensidad de banda en
fraccion nuclear. Mayor intensidad
en fraccion citoplasmatica. (TAZ)

Porcentaje lipidico (54.83+7.99)

J=G=G-0=0=i=0-0-00C:

Porcentaje lipidico (52.42+8.63)
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Discusion de resultados

El experimento demuestra que alimentar ratas Wistar con una dieta alta en grasa
promueve una ganancia de peso corporal y la acumulacion de tejido adiposo
visceral. Las ratas del grupo EXP presentaron una ganancia de peso mayor durante
las semanas del experimento, aunque su consumo calérico fue menor. De acuerdo
a de Wit y colaboradores (2012) los mecanismos de disipacion de energia son
diferentes de acuerdo al tipo de grasa que contenga una dieta. Las formas mas
comunes de disipacion de energia son mediante la termogénesis y mediante la
lipogénesis de novo en el higado y tejido adiposo blanco. (de Wit, 2012)

La termogénesis inducida por dieta se relaciona con la energia requerida para la
absorcion intestinal, los pasos iniciales del metabolismo y el almacenamiento de
nutrientes. Esta energia es diferente para cada nutriente, siendo del 0 al 3% para
grasas, del 5 al 10% para carbohidratos y del 20 al 30% para proteinas. (Westertep,
2004) La composicion de la dieta CTRL contenia mas proteinas y carbohidratos, y
menos grasa que la HFD; por lo tanto, podemos suponer que la energia requerida
para la asimilacion y almacenamiento era mayor para esta dieta. También se ha
visto que los acidos grasos saturados no logran suprimir la lipogénesis hepatica de
novo, en comparaciéon con los acidos grasos insaturados. (Shillabeer, 1990) La
dieta HDF es rica en acidos grasos saturados provenientes de la manteca de cerdo
que la componen.

Respecto a la glucemia en ayuno, se encontraron valores significativamente mas
altos (> 10mg/dL) en ratas del grupo EXP; lo que nos indica alteraciones en la
homeostasis de glucosa plasmatica. Las pruebas de tolerancia de glucosa (IPGTT),
asi como de sensibilidad a la insulina (ITT) muestran diferencias entre los dos
grupos experimentales. Donde, todos los valores de la curva en el grupo EXP son
mayores que los del grupo CTRL. El decaimiento de glicemia tiene un
comportamiento lineal del tiempo 15 al 90 en el grupo EXP, mientras que en el CTRL
entre el tiempo 15 y 30 la caida de glicemia es pronunciada y finalmente tiene un
decaimiento con comportamiento lineal.

En la curva ITT, nuevamente el grupo EXP presenta valores de glucemia de ayuno
mayores que el grupo CTRL. Adicionalmente, no todos los animales del grupo CTRL
terminaron la prueba; ya que presentaron valores de hipoglicemia (<50mg/dl) y
salieron del experimento. Esto nos sugiere una menor sensibilidad a la insulina en
el grupo EXP, debido a una posible resistencia a la insulina.
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En el andlisis somatométrico, el IMC y el indice de Lee son parametros para
determinar el grado de obesidad. (Novelli, 2007) Sin embargo, en este estudio, no
mostraron diferencias entre las dietas. La dieta HFD del grupo EXP provoco un
perimetro abdominal mayor, podemos atribuirlo a la acumulacion visceral de tejido
adiposo. Sin embargo, la recoleccién del tejido adiposo permiti6 comprobar que las
ratas del grupo EXP presentaban un porcentaje de grasa corporal mayor que el
grupo CTRL. ElI peso de los paniculos de tejido adiposo visceral fue
significativamente mayor en el grupo EXP. Los paniculos de tejido adiposo
supragonadal, retroperitoneal y peripancreatico forman parte del tejido adiposo
visceral; todos ellos presentaron un mayor peso que su contraparte en ratas CTRL.
Por otro lado, el tejido adiposo subcutaneo no present6 significancia entre los
grupos.

El tejido adiposo visceral esta asociado mayormente con la resistencia a la insulina
y el riesgo de desarrollar DM2, en comparacién con el depdsito de grasa
subcutanea. (Kn, 2014) (Wagenknecht, 2003) Adicionalmente, existe una estrecha
relacion entre la alta morbilidad y un estado inflamatorio exagerado cuando existe
un exceso de grasa visceral. (Mittal, 2019)

El analisis histolégico de las biopsias hepaticas con la tincion tricréomica de Masson,
mostro niveles de esteatosis hepéatica en las ratas EXP; aunque no se present6 una
acumulacion de fibras de colageno. El NAFLD comprende un amplio espectro de la
enfermedad y se refiere a pacientes con esteatosis simple, a casos con
esteatohepatitis no alcohdlica y enfermos con fibrosis que progresan a cirrosis.
(Tsochatzis, 2018) Probablemente el dafio hepatico no fue tan grave debido al
tiempo de la experimentacion y que al finalizar el experimento las ratas aun no eran
consideradas de mediana edad. (Ghasemi, 2021)

En las laminillas tefiidas con RO, se observé diferencia en la acumulacion de lipidos
en los hepatocitos entre los dos grupos experimentales. La acumulacién de grasa
hepética es un sello distintivo del NALFD. (Liu, 2010) La resistencia a la insulina se
asocia a un aumento de la lipolisis y la liberacién de FFA, que se vuelven disponibles
para absorcion hepética y la reesterificacion a TAG. (Puri, 2009) Los FFA
sensibilizan a los hepatocitos a la apoptosis mediada por acidos biliares. (Pusl,
2008)

La enzima ALT es un biomarcador de dafio hepatico, la lesion de los hepatocitos da
como resultado una alteracion de la permeabilidad de la membrana celular, que
provoca una liberacidon excesiva de transferasas. (Kasarala, 2016) A pesar de que
los valores entre ambos grupos fueron similares, en el grupo experimental fueron
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ligeramente més altos, sugiriendo el inicio de dafio hepatico. Nuevamente se
plantea que el tiempo de experimentacion no fue el 6ptimo para tener significancia.

Mediante la técnica Western Blot, se observé mayor intensidad de banda en las
fracciones nucleares con los anticuerpos YAP y PPARYy, mientras que TAZ se
mostr6 mas concentrado en la fraccion nuclear del grupo EXP y en la fraccion
citoplasmatica del grupo CTRL. Una mayor intensidad de banda indica una mayor
cantidad de dicha proteina.

A pesar de que en ambos grupos se encontré a la proteina YAP translocada al
ndcleo, hubo una mayor concentracion en el grupo EXP. Al estar en el nlcleo
sabemos que YAP se encuentra desfosforilado; por lo tanto, se encuentra en su
estado activo. Sallum y colaboradores (2021) encontraron que la expresion del gen
codificante para YAP tenia relacibn con el aumento de la etapa de fibrosis,
sugiriendo un papel causal de YAP en la fibrosis relacionada con NAFLD. En su
estudio aparte de la demostracion de un mayor marcaje de YAP en pacientes que
presentaban fibrosis y/o esteatosis, se evalud la fosforilacion de YAP mediante la
cuantificacion de esta en el residuo serina 127 (S127). (Salloum, 2021) Podriamos
sugerir anexar un andlisis como el de Sallum para comprobar que YAP se encuentra
mayormente fosforilado en el grupo CTRL. También podriamos concluir que
tenemos un grado de fibrosis leve, lo cual se refleja en la insignificancia entre la
concentracion nuclear de YAP en el grupo EXP y CTRL.

El comportamiento de TAZ sugiere una mayor concentracion nuclear en el grupo
EXP, lo cual nos indica su activacion. En contraste, existe una mayor concentracion
citoplasmatica de TAZ en el grupo control. Wang y colaboradores (2016)
demuestran que la concentracion de TAZ es mayor en higados con esteatohepatitis
qgue en el higado normal. Ademas, el silenciamiento de YAP revierte la inflamacion
hepatica, la muerte de hepatocitos y la fibrosis, pero no la esteatosis. En el estudio
se concluye que TAZ interfiere en progresion de NALFD a hesteato-hepatitis; sin
embargo, no es el responsable de la generacion de esteatosis. (Wang X. Z., 2016)

En el estudio de Songtao Yu y colaboradores (2003), se demostré0 que la
sobreexpresion de PPARYy inducia esteatosis hepatica en ratones. En nuestro
trabajo se observéo una concentracion mayor de PPARy en el grupo EXP.
Adicionalmente, solo se observé la presencia de la proteina en dos de las tres
muestras del grupo control. Por lo tanto, la presencia de esteatosis hepatica se le
atribuye a una mayor activacion de PPARy.

Finalmente, al realizar la extraccién de lipidos, no se observé una diferencia
significativa. Asimismo, la nula observacién de la proteina MRTF-B nos confirma
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gue nuestra experimentacion no tuvo el desarrollo de un fenotipo completo de
NAFLD en el tiempo asignado. Probablemente el aumento del tiempo de
experimentacion, asi como una dieta enfocada al desarrollo de NALFD; como la rica
en grasas definida por L-aminoéacidos y deficiente de colina (CDAHFD, por sus
siglas en inglés), (Fang, 2022) generen una evidencia clara de cdmo se comportan
los factores transcripcionales estudiados en el desarrollo de la NAFLD.

Conclusiones

La biomecénica entre células es importante, en el higado existe una biomecanica
viscoelastica, pero cuando el entorno de sus células es perturbada el
comportamiento entre ellas cambia. El dafio provocado por la acumulacion de gotas
lipidicas dentro del hepatocito es reparado con la acumulacién de fibras de
colageno, las cuales interfieren en la comunicacion entre células dificultando las
funciones bioquimicas realizadas por el higado. Las funciones bioquimicas son
esenciales para un buen metabolismo lipidico.

La dieta alta en grasas (HFD) genero obesidad en las ratas EXP y también algunos
desordenes metabdlicos, como la resistencia a la insulina. Las laminillas obtenidas
de porciones de higado sugieren acumulacién de grasa. Sin embargo, la dieta no
fue suficiente para que en las pruebas de ALT se observara una diferencia
significativa entre el grupo CTRL y el EXP. Se logro el fraccionamiento nuclear y
citoplasmatico de las proteinas plasmaticas y la realizacion de Western Blots. Los
resultados sugieren que el dafio hepatico no fue lo suficiente grave como para
clasificarlo como NAFLD.

Perspectivas

Utilizar una dieta especializada para desarrollar NAFLD en ratas a sus 22SPN o en
su defecto mantener la dieta HFD por un mayor tiempo.

Estudiar un mayor numero de proteinas que se han visto involucradas en
desordenes metabdlicos, para saber cual es su prevalencia en el desarrollo de
NAFLD.

Hacer un estudio con un indentador mecanico, para conocer del cambio de la
biomecanica (viscoelasticidad) del higado.
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Anexos

1. Preparacién de la dieta alta en grasa (HFD)

e Limpiar lamesa a utilizar con alcohol, sacar todos los materiales e ingredientes.
Colocar y ajustar el molino en la mesa.

e Comenzar a moler los pellets de 5001 en el molino, posteriormente, moler en
el Nutribullet durante 20s, hasta obtener un polvo fino. Después cernir, para
eliminar lo que no se molié completamente.

e Una vez molido el 5001, pesar todos los ingredientes en la balanza, como lo
marca la Tabla Al.

Tabla Al. Composicién de 1Kg de HFD

Aceite de
: L
Albumina aborato_ry oliva Manteca de
Rodent Diet cerdo (g)
@
5001 (g) (9)
1Kg 150 495 177.5 177.5

e Con ayuda de un globo mezclar la manteca con el aceite de oliva, hasta tener
una mezcla uniforme. Una vez homogéneo agregar los sélidos y seguir
mezclando. Vaciar la mezcla en contenedores previamente etiquetados y
almacenar en el refrigerador hasta su uso (maximo 2 semanas).
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Imagen complementaria Al: A) Molido de croqueta en un molino manual. B)
Remolienda en procesador Nutribullet. C) Cernido de alimento. D) Pesado de
los ingredientes de acuerdo a la Tabla Al. E) Mezclado de manteca con aceite
de oliva. F) Mezcla final de todos los ingredientes.

2. Técnica histologica

Deshidratacion

Colocar las muestras en casetes para biopsia previamente etiquetados, se
introducen en un vaso de precipitado (el tamafio dependerd del numero de
muestras). Las muestras pasaran por un tren de alcoholes de concentraciones
ascendientes, xilol y al final en parafina liquida. En la siguiente tabla se muestran el
namero de disoluciones y los tiempos. Es importante considerar que en ningun
momento se debe permitir que el tejido se seque.
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Tabla A2. Deshidratacion

Disolucion Tiempo (min)
Alcohol 30% 45
Alcohol 40% 45
Alcohol 50% 45
Alcohol 60% 45
Alcohol 70% 45
Alcohol 80% 45
Alcohol 96% 45

Alcohol 100% | 45
Alcohol 100% Il 45
Xilol 1 45

Xilol 1l 45
Parafina | (56°C) 45
Parafina Il (56°C) 60

Ya que las muestras se encuentran en la parafina Il, estan listas para el siguiente
paso.

Inclusion

Las muestras se sacan de la parafina liquida 1l y se dejan escurrir en papel estraza
para quitar el exceso. Una vez solidificadas, se pueden almacenar en un lugar fresco
y seco hasta su uso.

La inclusidon de las muestras se realiza en el centro de inclusién del departamento
de Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina, el cual cuenta con una
camara térmica para las muestras (56°C + 2°C), un dispensador de parafina liquida
y una plancha de enfriado. Las muestras dentro de su casete se colocan en la
camara térmica y se dejan aproximadamente 1hr. Con ayuda de unas pinzas se
saca la muestra del casete y se orienta en un molde metalico, este se llena de
parafina en su totalidad evitando la formacion de burbujas y se colocan en la plancha
de enfriado. Ya sélido el bloque se desmolda y se guarda hasta su corte.

Corte

Previo a cortar, colocar los bloques a cortar al menos 1hr en el congelador o cuarto
frio, para que la parafina este lo mas soélida posible. Simultdaneamente, poner agua
en el bafio de flotacion hasta alcanzar la temperatura adecuada (40°C + 1°C).

Colocar el bloque en el micrétomo, ajustar el grosor de los cortes es de 5 micras y
orientarlo paralelo a la cuchilla. Comenzar a cortar el bloque hasta obtener la mayor
area del tejido. Cortar el bloque seguido para obtener una tira, y ponerla flotando
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suavemente en el bafo de agua; para que el tejido no presente pliegues. Ya en el
portaobjetos las laminillas se almacenan a temperatura ambiente hasta su uso.

Tincién

Las laminillas se colocan en una canasta porta laminillas y se colocan en un horno
a (56 £ 1°C) durante 10min o hasta que la parafina excedente se derrita. Pasado el
tiempo, quitar el excedente de parafina cuidadosamente con papel y colocarlas en
vasos de Coplin, para proceder al protocolo de tincién. En la tabla 5 se muestran los
pasos de rehidratacion de laminillas.

Tabla A5. Rehidratacién

Reactivo Tiempo (min)

Xilol | 5
Xilol 11 2
Etanol 100% | 2
Etanol 100% II 2
Etanol 96% | 2
Etanol 96% Il 2

Agua Lavados (2 x 1min)

Después de la rehidratacion las laminillas se separan para seguir el protocolo de
tincion elegida. Tabla 6 pasos de las tinciones Hematoxilina y Eosina (H-E)
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Tabla A6.Protocolo para las tinciones HE y Tricromica de Masson.

Hematoxilina & Eosina (HE)

Reactivo Tiempo
Hematoxilina 5 minutos
de Gill
2 Lavados
Agua .
rapidos

Carbonato de 10 segundos

Litio (1%)
2 Lavados
Agua .
rapidos
Eosina .
: 1 minuto
amarillenta

Deshidratacién

Etanol 96% | 2 minutos
Etanol 96% Il 2 mi
minutos
Etanol 100% | 2 mi
minutos

1 minutos
Etanol 100% Il

Xilol | 2 minutos
_ Hasta el
Xilol I montaje

Tricrémica de Masson

Reactivo

Bouin

Agua

Hematoxilina
Férrica

Agua
Agua destilada

Fucshina

Agua destilada

Acido fosfottngtico
fosfomolibdico

Azul de anilina

Agua destilada

Agua acética (1%)

Tiempo

20minutos a 56°C

Lavados hasta que
desaparezca el tono
amarillo

5 lavados rapidos

2 lavados rapidos
5 minutos

5 lavados rapidos

12 minutos

10 minutos

2 lavados rapidos

1 lavado rapido

Segquir pasos de deshidratacidon como se
muestra para HE

Terminado el tren de deshidratacion las laminillas se sacan del xilol hasta el
momento de su montaje. Se limpia el exceso de Xilol con una gasa, sin dafar el
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tejido y se afiaden de 2 a 3 gotas de resina y se coloca cuidadosamente un
cubreobjetos para no generar burbujas. Las laminillas se dejan secar 24hrs y se
guardan a temperatura ambiente hasta su observacion.

Por otro lado, las laminillas para la tincion de Rojo Oleoso (RO) tuvieron otro
tratamiento. Primero se prepar6 el colorante de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. En breve, se disolvieron 0.5g de RO en 100 mL de isopropanol al 60%.
Después las laminillas se colocaron en un vaso de Coplin y se procedi6 a seguir el
protocolo (Tabla A7)

Tabla A7. Tincion Rojo Oleoso

Sustancia Tiempo
Isopropanol al 60% Lavado rapido
Solucion de RO 20 min a 60°C
Isopropanol al 60% Lavado rapido
Agua destilada Lavado rapido
Hematoxilina de Gill 10 min
Agua destilada Hasta el montaje

Para el montaje se utilizé un medio de montaje acuoso (Mowiol), se colocaron 2 0 3
gotas sobre el tejido, evitando la formacion de burbujas y se colocé el cubreobjetos.
Se dejan polimerizar por 24 h y se almacenan a temperatura ambiente.

2.1 Cuantificacion de gotas lipidicas

Todas las fotos de las laminillas fueron analizadas en el software FIJI (Fiji is just
ImageJ)

e Ajustar brillo y contraste para definir mejor las gotas lipidicas y calibrar la
escala, realizando la equivalencia de micras a pixeles.

e Aplicar deconvolucion (RGB), para extraer el canal rojo, el cual contiene las

particulas de RO. A partir de este momento solo se trabaja con este canal.
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3. Lisis y fraccionamiento de tejido hepatico

Las muestras se sacan del ultracongelador (-80° C) y se dejan descongelar en una
hielera. Previo a la descongelacion de las muestras, se preparan las soluciones de
lisis para fraccionamiento nuclear y citoplasmatico. Las disoluciones a utilizar se
muestran en la Tabla A8.
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Buffer RIPA X

Tis-HCI pH 7.4
NaCl

EDTA

Desoxicolato de
sodio (DOC)

Nonidet P-40

Dodecilsulfato de
sodio (SDS)

250mM

750mM

5mM

2.5%

5%

0.5

Tabla A8. Soluciones homogeneizadoras.

Solucién de
homogenizacién

4ml por trozo de higado
(~1cm)
Aforar a 4ml con agua
desionizada

Sacarosa 0.342g

Imidazol
(1mM) 120mL
NasVO4 40mL
Nappi 40mL
NaF 100mL

Complete™ 100mL

Inhibidores de fosfatasas en
buffer RIPA 1x
(nacleos)

Por cada mililitro de RIPPA 1x
agregar:

Ortovanadato de sodio

(NasVOa) 10mL

Pirofosfato de sodio

(NaPPi) 10mL

Floruro de sodio (NaF) 25mL

(Complete™) cocktail

inhibidor de proteasas 40mL

Inhibidores de
fosfatasas en buffer RIPA

5X
(citoplasma)

Por cada mililitro de RIPPA

SX agregar:

NazVO4

Nappi

NaF

Complete™

10mL

10mL

25mL

40mL
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Dejar todas las disoluciones de fraccionamiento en la hilera para conservarlas frias.
Una vez descongeladas las muestras de higado, colocar 4ml de la disolucién de
homogenizacion en el tubo de ensayo de maceramiento y el fragmento de tejido
hepético. Comenzar a macerar hasta que las células estén en su mayoria lisadas,
esto se comprueba mezclando 10 pL de la disolucion macerada con 10ml de azul
de tripano observando en el microscopio. Todo el procedimiento anterior se realiza
con las muestras y disoluciones en la hielera.

Una vez que las células estan lisadas se pasa el homogeinado a tubos tipo Falcon
(15mL) y se centrifugan a 2000rpm por 10min a 4°C.

Terminada la centrifugacion, se colecta la fraccidon citoplasmatica (mas densa) en
otro tubo. Ya separadas por fracciones nucleares y citoplasmaticas, se afiade 1 mL
de buffer RIPA1x a la fraccion nuclear y 1mL de RIPA 5x a la fraccion
citoplasmatica. Se pipetean las disoluciones para homogeneizar y se dejan en
agitacion a 4°C por 90 min.

Pasado el tiempo de lisis, se pasan las fracciones a tubos Eppendorf, centrifugar a
maxima velocidad durante 10min, recuperar el sobrenadante y congelar a -80° C.

Imagen complementaria A2: A) Muestras almacenadas a 80°C. B) Fraccion
de higado en solucién de homogenizacion. C) Higado macerado. D) Células
en azul de tripano. E) Muestras en solucion de fraccionamiento, mezclado de
1:30hrs. F) Muestras fraccionadas.
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3.1 Cuantificacion de proteinas por el método Bradford

Los fraccionamientos nucleares y citoplasmaticos se dejan descongelar en una
hielera. Ya descongeladas, se sigue el protocolo (Bio Rad protein Assay). En una
placa de 96 pozos se colocan 5 L de las muestras a cuantificar, se agregan 25 [JL
de reactivo A a cada pocillo y 200 pL de reactivo B. Se mezclan con un pipeteo
suave para no generar burbujas. Después de 15 min se leen en un espectrometro
a 750 nm.

En cada ensayo se prepara una curva de calibracibn compuesta de 3 a 5
disoluciones de concentraciones estandar [0.25, 0.5, 0.75, 1 y 1.5] mg/mL de
albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés).

Con las absorbancias de las muestras y de la curva patrdon, se extrapolan las
concentraciones de las muestras en [mg/mL].

3.2 Precipitacion de proteinas

Se calcula el volumen necesario para precipitar 1 mg de proteina. En un tubo
Eppendorf se coloca el volumen calculado y el mismo volumen de una solucion de
metanol:cloroformo [5:1] se vortexea durante 1 min y se centrifuga a maxima
velocidad durante 10min; a partir de la cual se formaran dos fases. Se decanta la
fase superior, sin tocar la interfase y se agrega 1 mL de metanol absoluto;
nuevamente se vortexea durante 1 min y se centrifuga a maxima velocidad durante
10 min. La proteina queda precipitada en el fondo del tubo, se decanta el
sobrenadante y se deja secar para eliminar todo el metanol restante. Finalmente,
se agregan 500 pL de buffer Laemmli 2X, se disuelve la proteina y se deja hervir a
100° C durante 10min.
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Imagen complementaria 3A. A) Proteinas y mezcla de extraccion
metanol:cloroformo, volumen 1:1. B) Muestra vortexeada. C) Formacion de una
pastilla de proteinas después de centrifugar. D) Lavado de la pastilla en metanol
absoluto. E) Decantado y secado de pastilla de proteinas. F) Disolucion de
pastilla en buffer Laemmli y almacenamiento en tubos.

3.3 Elaboracion de gel de acrilamida-SDS para electroforesis (SDS-PAGE)

Limpiar las placas de vidrio, peines, separadores (1 mm) y gomas con etanol al 70%.
Comenzar a armar el molde para el gel, colocando la goma en una de las placas de
vidrio y los separadores. Colocar la otra placa, una encima de la otra y fijar con
pinzas; procurar que las pinzas no sobrepasen los separadores. Verificar que no
haya derrames agregando agua. Se prepara primero el gel separador y al final el
concentrador (Tabla A9).

Tabla A9. Reactivos para la elaboracién del gel SDS-poliacrilamida

Gel concentrador al 5% (5mL) Gel separador al 8% (10mL)
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
(mL) (mL)
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- Agua 3.4 -Agua 4.6

- Bisacrilamida al 40% 0.83 -Bisacrilamida al 40% 2.7

- Tris 1M (pH 6.8) 0.63 -Tris 1.5M (pH 8.8) 2.5

- SDS al 10% 0.05 -SDS al 10% 0.1

- Persulfato de amonio al 0.05 -Persulfato de amonio al 0.1
10% (APS) 10% (APS)

- TEMED 0.005 -TEMED 0.006

Colocar el peine entre las placas, marcar su borde y otra marca 1 cm abajo. Verter
la mezcla del gel separador entre las placas de vidrio y enseguida agregar 300 (L
de isopropanol, se generaran dos fases (tratar de que quede paralela respecto a la
mesa). Una vez que el gel polimerice retirar el isopropanol y lavar con agua
desionizada, secar lo mas que se pueda con papel. Colocar la mezcla del gel
concentrador encima del gel separador, evitando la formacion de burbujas, llegar
casi hasta el borde de las placas e insertar el peine, nuevamente evitando la
formacion de burbujas. Dejar polimerizar por al menos 25 minutos.

3.4 Electroforesis

Una vez que el gel estd listo, se retira el peine y la goma, se coloca dentro de la
camara de electroforesis. La camara se llena con buffer de corrida (Tabla 10A) y se
comienzan a cargar las muestras en los pocillos del gel, también se carga el
marcador de peso molecular. Todos los pocillos deben estar llenos, los que no llevan
muestra se cargan con buffer Laemmli. Se conecta la camara a una fuente de poder
a un amperaje constante y 100 V. Dejar correr el gel por 90 min o hasta que salga
el frente de corrida.

3.5 Transferencia a membrana

Terminada la electroforesis, se retira el buffer de corrida y también el gel de las
placas de vidrio. Con ayuda de una espatula se saca el gel de entre las placas de
vidrio y se corta la parte del gel concentrador. Se le da un lavado en buffer de
trasferencia (Tabla 10A) y se corta una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PDFV) de un tamafio similar al del gel, la membrana se humedece en metanol
absoluto por 5 minutos. Durante el lavado del gel, se arma la camara de trasferencia
y se comienzan a mojar esponjas y papel filtro con buffer de transferencia. Con
ayuda de los casetes de la camara de trasferencia se forma un “sandwich” en el
siguiente orden: esponja, papel filtro, membrana, gel, papel filtro y esponja (figura
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Ab); para que la transferencia sea eficaz se deben evitar burbujas entre el gel y la
membrana. El casete se coloca en la camara de transferencia y se llena con buffer
de transferencia, se conecta a una fuente de poder a un voltaje constante a 320A

Tabla 10A. Buffers

por 2.5 h.
Buffer de corrida
Tris 25 mM
Glicina 250mM (grado electroforesis
pH 8.3)
SDS al 0.1%

Buffer de transferencia

10X 1X
Tris base 30.3g  Buffer 10X 100mL
Glicina 1449 Metanol
Aforar a 1L agua abs.200mL
desionizada Agua desionizada
Ajustar pH a 8.6 700mL
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Imagen complementaria A4. A) Muestra de arreglo de elaboracion de geles,
fabricacion de gel separador. B) Arreglo con peine, polimerizacion de gel
concentrador. C) Cargado de las muestras en los pocillas del gel. D) electroforesis
de las muestras en el gel de bisacrilamida. E) Recorte de partes innecesarias del
gel. F) Camara de transferencia.
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Terminada la transferencia la membrana se bloquean los sitios de unién

inespecificos con una solucién de leche Svelty® al 5% en buffer Tris (TBS). La
membrana se sumerge completamente en la leche y se deja en agitacion durante 1
hora. Cuando los sitios inespecificos ya estan blogueados se procede a colocar el

anticuerpo primario.

3.7 Cuantificacién y normalizacion de bandas WB

Todas las fotos fueron analizadas con el software FlJI-ImageJ

e Ajustar brillo y contraste, rotar para que quede pareja la banda y recortarla
dejando un borde de al menos medio centimetro.
e Seleccionar con la opcion rectangular una de las bandas, presionar CTRL1
+ CTRL 3. Nos dara una normal de la banda, eliminar el ruido y con Wand

(tracing) tool sefalar el area del pico.
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Se cuantifican todas las bandas de cada muestra y anticuerpo ocupado.

Las bandas de los anticuerpos de control de carga nos ayudaran a normalizar
la banda de los demas anticuerpos. Simplemente dividir el area obtenida en
la banda por el anticuerpo y dividirla entre el valor del area de la banda del
control de carga nuclear o citoplasmatico.
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4. Comité Institucional para el cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL).

DIVISI®N ¢°

o |NVES‘HGAC|6N;. o

FACULTAD DE MEDICINA ) -
UNAM . .

COMISIONES DE INVESTIGACION Y DE ETICA

VNIVERSDAD NACIONAL
AVFNMA DE OFICIO NO. FMED/CI/RGG/091/2019
MEXICO
AsuUNTO: Dictamen Proyecto FM/DI/051/2019

Dr. José René Escalona Mugica
Profesor Asociado “C”" T.C.
Departamento de Embriologia
Presente.

Estimado doctor Escalona Mugica:

Me complace informarle que su proyecto FM/DI/051/2019 de titulo “Efecto de la obesidad paterna
sobre la capacidad reproductiva y la programacién metabélica de la progenie en un modelo
murino de obesidad inducida por dieta” ha sido revisado y APROBADO por las Comisiones de
Investigacién y de Etica en su sesion ordinaria de fecha 06 de agosto de 2019, con una vigencia
de 3 afios a partir de la fecha de |a sesion. Registro CICUAL: 012-CIC-2019

Debera ejecutar el proyecto de acuerdo a lo especificado en el protocolo, tanto en los aspectos
metodoldgicos como en los aspectos éticos y notificar cualquier modificaciéon o enmienda al mismo.
Por otro lado para conocer el seguimiento de esta investigacién, es necesario que entregue un
informe anual en la Divisién de Investigacion de esta Facultad, tomando en cuenta esta fecha de
elaboracion del dictamen. Asimismo le solicitamos nos envie una copia del o los articulos y/o copia
de la caratula y resumen de las tesis que pudieran generarse relacionadas con el proyecto.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.
ATENTAMENTE i

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 12 de agosto de 2019.

LA SECRETARIA TECNICA

S A 2
Z ) W

~ ALINDA GUEVARA GUZMAN uw
U-werydad .
'RGG/éF }:’df’b———
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