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RESUMEN

El higado graso no alcohdlico (HGNA) se caracteriza por una acumulacion anormal
de lipidos en los hepatocitos. El alto consumo de azucar se asocia con la obesidad,
diabetes y resistencia a la insulina. Estudios sugieren que el ejercicio aerdbico podria
tener efectos positivos para mejorar HGNA debido a que el ejercicio induce al
metabolismo oxidativo que promueven el suministro de combustible a los musculos,
estimulando la captacién y oxidacién de la acidos grasos. Objetivo. Evaluar el efecto
del ejercicio aerdbico a 75% VO:2max sobre ratones de la cepa C57BL/6N con higado
graso no alcohdlico inducido con una solucion de sacarosa al 50%. Metodologia. Al
concluir las 20 semanas de induccidn con sacarosa, aleatoriamente se escogieron
los grupos para el tratamiento de ejercicio. Los grupos elegidos para realizar el
tratamiento con ejercicio aerobico se colocaron en una cinta rodante motorizada
durante 8 semanas a una velocidad de 12 m/min, 60 minutos alcanzando el 75%
VO2max, 5 veces por semana. Resultados. En el peso corporal de la semana 20 a la
30 se encontraron diferencias estadisticamente significativa entre los grupos
sacarosa sin ejercicio (17.28 [1.160-18.44] g) y sacarosa con ejercicio (13.16 [-12.97-
0.1900] g) p<0.01. Se encontré diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de glucosa en suero en el grupo sacarosa sin ejercicio en la semana 20 (160
[128-288] mg/dL) vs. 30 (137.8 [177.9-315.7] mg/dL) *p=0.0218. También se
encontro diferencia significativa entre el grupo control con ejercicio (a) (83.90 [120.7-
204.6] mg/dL) vs. grupo control sin ejercicio (a) (173.5 [131.5-305.0] mg/dL) p=0.0196
y entre el grupo control con ejercicio (b) (83.90 [120.7-204.6] mg/dL) vs. grupo
sacarosa sin ejercicio (b) (137.8 [177.9-315.7] mg/dL) p=0.0297. Se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de colesterol total en suero en
en el grupo control con ejercicio en la semana 20 (61.60 [133.1-194.7] mg/dL) vs.
semana 30 (56 [103.7-159.7] mg/dL) *p= 0.0156 y en el grupo sacarosa con ejercicio
en la semana 20 (114 [141.3-255.6] mg/dL) vs. semana 30 (88.75 [112.8-201.6]
mg/dL) *p=0.0156.Se encontro diferencia estadisticamente significativa en los niveles
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de colesterol-HDL en suero en el grupo sacarosa con ejercicio en la semana 20
(50.75 mg/dL * 6.336) vs. la semana 30 (80.07mg/dL+ 18.77) **p= 0.0050 y en el
grupo control sin ejercicio (48.63 mg/dL + 9.494) vs. grupo sacarosa con ejercicio
(80.07 mg/dL + 18.77) *p=0.0174. Diferencias estadisticamente significativas en los
triglicéridos hepaticos entre el grupo control con ejercicio (906.0 mg/g [29.49-935.5]
g) vs. el grupo sacarosa sin ejercicio (1052 mg/g [611.9-1664]) p=0.0044. Segun el
sistema de puntuacion histolégica de la red de investigacion clinica de EHNA la
puntuacion en el grupo de sacarosa sin ejercicio fue el mas alto de EHNA a
comparacion de los demas grupos. Conclusién. El ejercicio aerdbico previene los
efectos del consumo de sacarosa, debido a que promueve el aumento en el gasto
energético, mejora el metabolismo de las grasas y carbohidratos. Reflejando cambios
positivos en el peso corporal, niveles de glucosa plasmatica, perfil de lipidos,
acumulacion de triglicéridos hepaticos y en la disminucion de esteatosis hepatica.
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INTRODUCCION

El higado graso no alcohdlico (HGNA) es la terminologia que abarca un amplio
espectro de trastornos metabdlicos caracterizados predominantemente por
esteatosis hepatica macrovesicular que ocurre en ausencia del consumo de alcohol
en cantidades consideradas perjudiciales para el higado. Esta enfermedad puede
conducir a esteatohepatitis no alcohdlica, fibrosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular.
La acumulacion hepatica de grasa, principalmente en forma de triglicéridos, refleja un
desequilibrio entre las vias de suministro de acidos grasos y la eliminacion de acidos
grasos del higado. El alto consumo de carbohidratos promueve la conversion de
carbohidrato a grasa por medio de la lipogénesis de novo. Los cambios en el estilo
de vida como el ejercicio aerdbico se considera una estrategia importante para el
tratamiento no farmacologico del HGNA.

En México, el higado graso no alcohdlico es la causa mas frecuente de hepatopatia
cronica. Actualmente es considerado un problema de Salud Publica reportandose un
17.1% de la poblacibn mexicana que padece esta enfermedad e incrementa
conjuntamente con la obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico.
Entre los principales factores que desencadena el desarrollo de la enfermedad, se
encuentran una dieta alta en carbohidratos simples como lo son la frutosa vy
sacarosa las cuales componen la dieta mexicana y el sedentarismo. Se han
encontrado estudios los cuales prueban que el ejercicio aerdbico mejora esta
enfermedad sin embargo no se ha descrito a la intensidad y el tiempo de ejercicio

que potencian la mejor respuesta a esta enfermedad.

Por ello, es importante seguir realizando estudios experimentales en modelos
animales para analizar el efecto del ejercicio aerdbico en el higado graso no
alcohdlico y determinar las condiciones, tipo de ejercicio, el tiempo y duracion que se
debe cumplir para poder lograr una disminucidn de la esteatosis hepatica,
independientemente de la pérdida de peso y restriccidn caldrica. Asi, basados en



evidencias, puede resultar mucho mas factible recomendar el ejercicio como una
alternativa de tratamiento no farmacologico para prevenir, controlar y revertir la

enfermedad de higado graso.

REVISION DE LA LITERATURA

Definicion y patogénesis del higado graso no alcohdlico

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (HGNA) se define como la
acumulacion de grasa en el higado, comunmente conocida como esteatosis (> 5 -
10% de los hepatocitos grasos) (Ordofiez et al., 2015; Yki-Jarvinen, 2014), que no se
debe al consumo excesivo de alcohol (> 20 gr/dia mujeres y >30 gr/dia hombres)
(Yki-Jarvinen, 2014). El HGNA es la terminologia utilizada para un amplio espectro
de trastornos que van desde la esteatosis simple hasta la esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA) con presencia de inflamacion y cambios en las caracteristicas
histologicas, en casos mas graves progresa a fibrosis hepatica, cirrosis y carcinoma
hepatocelular (Shamsoddini et al., 2015; Ordofez et al., 2015; Cho et al., 2014; De
Jesus Acosta-Cota et al., 2019).

El HGNA es la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico, ya que esta
enfermedad esta relacionada con la presencia de diabetes, resistencia a la insulina,
obesidad y alteracién en el perfil lipidico (Ryu et al., 2015; Fazel et al., 2016; Cicero
et al., 2020; Romero-Gomez et al., 2017; Croci et al., 2019). Una de sus
caracteristicas es el almacenamiento de triaciglicerol (TAG) en los hepatocitos, el
cual se encuentra en forma de macro y micro vesiculas lipidicas; como consecuencia
el higado sufre de un desequilibrio entre las vias de suministro y la eliminacion de los
acidos grasos (Schultz et al., 2012; Cho et al., 2014). Esta enfermedad es
asintomatica y la mayoria de los pacientes reportan en ensayos bioquimicos las
enzimas hepaticas elevadas como la alanina aminotransferasa (ALT) >55 UI/L y
asparato aminotranferasa (AST) >34 UI/L (Yki-Jarvinen, 2014; Carlino et al., 2017),

en otras ocasiones, se debe recurrir a pruebas de imagen para identificar su
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presencia y existen ocasiones en que ambas formas de diagndstico son utilizadas

para confirmar la presencia de la enfermedad.

Para describir la patogénesis del HGNA, Day y James en 1998 (Day & James, 1998)
formularon la teoria de los dos impactos que describe la patogénesis del higado
graso no alcohdlico. En el primer impacto, debido a la resistencia a la insulina se
produce un aumento de flujo de acidos grasos libres en el cual dentro del higado se
esterifica con glicerol formando triglicéridos mediante la lipogénesis de novo, como
consecuencia se acumulan los triglicéridos en el higado y esto es conocido como
esteatosis (Ordonez et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Lau et al., 2017; Alwahsh &
Gebhardt., 2017). La acumulacién de los triglicéridos en los hepatocitos hace mas
vulnerable al higado a eventos que constituyen el segundo impacto, donde se
produce estrés oxidativo, aumento de citosinas pro-inflamatorias y estrés del reticulo
endoplasmatico, dando como resultado dafio hepatocelular, inflamacion y fibrosis
(Figura 1) (Ordonez et al., 2015; Friedman et al., 2018; Oliveira et al., 2016).

La acumulacién excesiva de los acidos grasos libres se dirigen hacia la mitocondria
de los hepatocitos para oxidarse mediante la B-oxidacion promoviendo disfuncion
mitrocondrial debido al déficit del mecanismo de la fosforilacion oxidativa y
produccion de adenosin trifosfato (ATP) provocando lesion hepatica (Oliveira et al.,
2016; Basaranoglu et al., 2015) y sobreproduccién de ROS (Especies Reactivas de
oxigeno) como consecuencia aumenta el estrés oxidativo hepatico (Oliveira et al.,
2016).



“La Teoria de los Dos Impactos”

Primer Segundo
HGNA EHNA

* Flujo * Estrés oxidativo
4 AGL 4 Citocinas pro-inflamatorias

v TG 4 Estrés reticulo endoplasmatico

Figura 1. La teoria de los dos impactos

La teoria de los dos impactos. En 1998, Day & James formularon la teoria de los dos
impactos que describe la patogénesis del higado graso no alcohdlico. HGNA: Higado graso
no alcohdlico;, EHNA: Esteatohepatitis no alchélica; AGL: Acidos grasos libres; TG:
Triglicéridos; VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.



Los carbohidratos, los lipidos y las proteinas de la dieta pueden usarse como
sustratos para la lipogénesis de novo. Los carbohidratos consumidos como almidén
(polimero de glucosa) o azucar de mesa (sacarosa, un disacarido de glucosa-
fructosa), se descomponen en seis monosacaridos de carbono, glucosa o fructosa,
cuyo metabolismo converge en la produccién de tres intermedios de carbono, el
gliceraldehido-3 fosfato (GA3P) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP). Estos intermedios
GAP y DHAP pueden ser metabolizados a piruvato el cual entra a las mitocondrias
para ser utilizado para produccién de energia convirtiéndose en acetil-CoA, para ser
usado en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) (Softic et al., 2016). Cuando hay
abundantes reservas de energia el acetil-CoA se une al oxaloacetato para formar
citrato y este se transporta de nuevo al citoplasma y se convierte en acetil-CoA por la
enzima ATP citrato liasa (ACL) . El acetil-CoA se convierte en malonil-CoA por medio
de la acetil-CoA carboxilasa (ACC). EI malonil-CoA se convierte en palmitato (16:0)
por medio de la sintasa de acidos grasos (FAS), es el primer producto de la sintesis
de los acidos grasos (Softic et al., 2016; Harris et al., 2016). El palmitato puede
alargarse aun mas a estearato o acidos grasos mas largos por la accion del
alargamiento de los acidos grasos de cadena muy larga (ELOVLG). La accion del
estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD1), convierte los acidos grasos saturados en acidos
grasos monoinsaturados. La glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) agrega acil-
CoA al fosfato de glicerol-3 (G3P) para formar acido lisofosfatidico (LPA). La accién
enzimatica de la 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (AGPAT) agrega el segundo
acil-CoA para producir acido fosfatidico (PA), que luego es desfosforilada por la
lipina1 (LPIN1) para formar 1,2-diacilglicerol (DAG). La diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT) convierte los diacilgliceroles en triglicéridos (TG), que pueden almacenarse
en el higado o ensamblarse en VLDL y exportarse para circular en la sangre (Softic
et al., 2016). Se ha reportado que el alto consumo de carbohidratos como la fructosa
aumenta la lipogénesis de novo y las actividades de las enzimas lipogénicas
(Alwahsh & Gebhardt., 2017).



Las grasas provenientes de la dieta suministran acidos grasos libres o por la lipdlisis
de los triglicéridos almacenados en el higado. Cuando son provenientes de la dieta
se transportan en quilomicrones al tejido adiposo, donde se liberan los acidos grasos
por la accion de la lipoproteina lipasa, lo que permite su almacenamiento en los
adipocitos. Los restos de quilomicrones son transportados al higado para su
metabolizacién. En los hepatocitos se reesterifican a triglicéridos y se exportan en
VLDL (Softic et al., 2016; Ordonez et al., 2015).

Segun diversos estudios, reportan que los acidos grasos libres promueven lesiones
hepaticas, obesidad y la resistencia a la insulina debido a un incremento en la
captacion de acidos grasos libres en higado, incremento de la lipogénesis de novo,
una disminucién en la (B-oxidacion hepatica y una disminucion en la liberacion de
acidos grasos como VLDL (Ordonez et al., 2015; Dongiovanni et al., 2016; Oliveira et
al., 2016). En el caso de las proteinas, se degradan a aminoacidos, algunos de los
cuales pueden usarse para la gluconeogénesis y / o la cetogénesis (Softic et al.,
2016).

La lipogénesis de novo depende de la actividad y regulacion de tres diferentes
proteinas como: 1. El receptor hepatico x a (LXRa), 2. Proteina reguladora del
elemento esterol 1-c (SREBP-1c); y 3. Proteina de union al elemento de respuesta a
los carbohidratos (ChREBP) , asi como a tres enzimas claves: acetil-CoA carboxilasa
1 (ACC1), acido graso sintasa (FASN), y estearoil-coenzima A desaturasa 1 (SCD-
1). Las alteraciones desfavorables en la expresion de estas proteinas se asocian con
una mayor concentracion de lipidos hepaticos por que inducen a la expresion de las
enzimas lipogénicas que provocan una disminucion a la B-oxidacién y favorecen el
almacenamiento de grasa en higado (Ordonez et al., 2015; Wooten et al., 2016). Por
lo mencionado anteriormente, las proteinas (LXRa, SREBP-1c y ChREBP) inducen la
expresion de las enzimas lipogénicas (ACC1, FAS y SCD-1).



Prevalencia

Actualmente, el HGNA es considerado la enfermedad hepatica mas prevalente en
paises industrializados, que afecta hasta al 30% de la poblacion adulta y mas del
65% de las personas obesas (Croci et al., 2019). En México se ha reportado una
prevalencia del 17.1 % en poblacién general asintomatica (Delgado Cortés et al.,
2018; Lopez-Velazquez et al., 2014); sin embargo, un meta analisis realizado en el
2016 se observo la prevalencia mundial de 25.24% con los indices mas altos en
Medio Oriente y Sudamérica (Delgado Cortés et al., 2018; Lonardo et al., 2016).

En un estudio de cohorte de 2,503 expedientes de pacientes mexicanos se detectd
una frecuencia de HGNA en 359 pacientes (14.3%), de los cuales 57 (15.87%) eran
mujeres y 302 (84.12%) eran hombres. De los 359 pacientes, 13 (3.62%) pacientes
presentaron diabetes mellitus y 49 (13.64%) hipertensién arterial sistémica. De estos
expedientes clinicos se reportaron 131 (36.49%) pacientes con obesidad,
hipercolesterolemia en 227 (63.23%) pacientes e hipertrigliceridemia en 157
(43.73%) pacientes (Lizardi-Cervera et al., 2006). Otros estudios sugieren que, la
prevalencia del HGNA aumenta con la edad, siendo mas alta en el rango de 40 — 65
afnos (Lépez-Velazquez et al., 2014).



Factores de riesgo
Actualmente algunos estudios han sugerido que la presencia de obesidad, diabetes y

sindrome metabdlico aumenta el riesgo de desarrollar HGNA (Augustin et al., 2017;
Martin-Dominguez et al., 2013; Idilman et al., 2016).

Factores ambientales

Los factores ambientales son los que estan relacionados al estilo de vida (Younossi
et al., 2018; Lépez-Velazquez et al., 2014; Montes & Arias, 2020) como el consumo
excesivo de alimento ricos en grasas saturadas, colesterol y carbohidratos (Montes &
Arias, 2020), la baja actividad fisica puede predisponer a los individuos a desarrollar
HGNA (Lépez-Velazquez et al., 2014; Montes & Arias, 2020). El HGNA es conocido
como la manifestacion hepatica del sindrome metabolico (Lépez-Velazquez et al.,
2014; Liu et al., 2018; Softic et al., 2016), se asocia principalmente con factores de
riesgo metabolicos como la obesidad, diabetes, hipierlipidemia, resistencia a la
insulina (Lizardi-Cervera et al., 2006; Lopez-Velazquez et al., 2014).

Factores genéticos

El HGNA se trata de una enfermedad poligénica implicado en algunos genes
involucrados en la lipogénesis, el cual esta relacionado a la alteracion del contenido
lipidico en el higado y su progresion a esteatohepatitis no alcohdlica y/o fibrosis
(Montes & Arias, 2020; Lopez-Velazquez et al., 2014). El polimorfismo en el gen
PNPLA3 (Patatin-like phospholipase domain-containing 3 gene) es el gen mas
investigado con relacibn al HGNA, se encuentra implicado en la lipogénesis
(esteatosis hepatica), estado celular redox y la inflamacién (Friedman et al., 2018;
Montes & Arias, 2020). La asociacion entre el HGNA y el polimorfismo en el gen
PNPLAS (rs738409) se descubrié en un estudio de Romeo y colaboradores (Romeo
et al., 2008) donde se realiz6 una asociacion genética (n=2,111), el cual midieron
9,222 variantes de ADN no sinébnimo.



Ademas, este polimorfismo se asocio con el contenido de grasa en el higado e inhibe
la hidrolisis de triglicéridos, lo que resulta en depdsitos de grasa en el higado
(Houghton-Rahrig et al., 2019). El receptor 120 es otro gen relacionado a la
progresion de HGNA a EHNA y esta acoplado a la proteina G (GPR120) el cual
induce la presencia de niveles patologicos de ALT, debido a una lesion hepatica por
el estrés oxidativo, disfuncion mitrocondrial y sobreproduccién de las citocinas
proinflamatorias (Montes & Arias, 2020).



Evaluacion diagnéstica

Los pacientes con HGNA no suelen presentar sintomas y el diagnostico se sospecha
a partir del hallazgo casual de alteracion hepatica (Augustin et al., 2017). La
evaluacion inicial de los pacientes en quienes se sospecha la presencia del HGNA,
debe ser individualizada (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros para la evaluacion inicial de HGNA.

Parametro Referencia
Interrogatorio e Consumo de alcohol <20 gr/dia e Graffigna et al,
mujeres y <30 gr/dia hombres. 2017.
e Historia personal vy familiar: e EASL & EASD,
presencia de enfermedades 2016.
cronicas como diabetes,
hipertension, enfermedades
cardiovasculares.
e Infeccibn por hepatitis B y/o
hepatitis C.
e Ingesta de farmacos.
Examen e Medicién de peso vy talla® para e Graffigna et al,
fisico determinar el IMC 2017

e Medicidbn de circunferencia de

cintura
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Examenes e Enzimas hepaticas e Graffigna et al,

de e Glucemia en ayuno, HBA1c, 2017
laboratorio PTOG, insulina de ayuno, indice e EASL & EASD,
HOMA 2016
e Hemograma o Stefan et al., 2019
e Colesterol total, HDL, e Augustin et al.,
triglicéridos, acido urico 2017

e Ecografiahepatica

Diagnéstico no invasivo

Existen diversos métodos no invasivos para evaluar la presencia de esteatosis,

necroinflamacion y fibrosis.

1. Pruebas de imagen: Permiten la evaluacion cualitativa y cuantitativa de la
grasa hepatica. Las mas utilizadas son la Ecografia, Ultrasonografia,
Tomografia Axial Computarizada (TC), Resonancia Magnética (RMN) vy
Espectroscopia por resonancia magnética de protones (ERM) (Martin-
Dominguez et al., 2013; Graffigna et al., 2017; Stefan et al., 2019).

2. indice de esteatosis hepatica: Modelos predictivos que combinan
parametros clinicos y de laboratorio para diagnosticar HGNA. Los mas
utilizados son SteatoTest, Fatty Liver Index (FLI), NAFLD Liver Fat Score,
Lipid Accumulation Product (LAP) y Hepatic Steatosis Index (HSI) (Graffigna et
al., 2017; Fazel et al., 2016; Augustin et al., 2017).
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Diagnéstico invasivo

3. Biopsia hepatica: Es el ““Gold Standard” para el diagnéstico y prediccion de
la evolucion a esteatohepatitis no alcohdlica. Es un método invasivo debido al
procedimiento en el que se debe someter originando una serie de
complicaciones como dolor, sangrado intraperitoneal, hematoma, infeccién y
posibles lesiones a otros 6rganos (Martin-Dominguez et al., 2013; Graffigna et
al., 2017; Fazel et al., 2016; Stefan et al., 2019; Augustin et al., 2017).
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Patologias asociadas al higado graso no alcohdélico

Asociacién de Higado graso no alcohdlico y Obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como la acumulacion
excesiva de grasa que podria perjudicar la salud y se diagnostica considerando el
IMC 2= 30 kg/m? (Bliiher, 2019). Se asocia con transtornos metabdlicos como la
dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2, resistencia a la insulina, enfermedades
cardiovasculares, cancer e higado graso no alcohdlico (Jung & Choi, 2014; Bluher,
2019). La indicencia del HGNA aumenta en paralelo al aumento de la incidencia de la
obesidad (Jung & Choi, 2014). EI aumento de circunferencia de cintura y/o la
relacion cintura-cadera se han demostrado ser predictores de la presencia de HGNA
(Liu & Mc Caughan, 2018).

En personas que viven con obesidad, el tejido adiposo muestra cambios como
hipoxia, mayor infiltracion de macrofagos, expresion de citocinas proinflamatorias y
deficiencia de adiponectina el cual contribuye a la acumulacién de grasa al higado.
Una disfuncion del tejido adiposo desempefia un rol en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas como la resistencia a la insulina (Yki-darvinen, 2014;
Jung & Choi, 2014) debido a que el tejido adiposo inflamado es resistente a la
insulina y como consecuencia aumenta el flujo de acidos grasos no esterificados al
higado (Yki-Jarvinen, 2014). Alterando también el metabolismo de la glucosa y
lipidos con riesgo a contribuir al desarrollo del sindrome metabdlico (Jung & Choi,
2014).

Un meetanalisis confirmé que los indicadores seroldgicos en pacientes con obesidad
e HGNA fueron significativamente mas altos que los pacientes con HGNA sin
obesidad (Lu et al., 2018). Sookoian y Pirola, descubrieron mediante una revision
sistematica que las personas con obesidad y HGNA tenian un puntaje de fibrosis
mas alto y riesgo a EHNA que las personas con HGNA sin obesidad (Sookoian &
Pirola, 2017). Por lo que se sugiere que la obesidad es un factor de riesgo que

desarrolla higado graso no alcohdlico y que ademas puede agravar la enfermedad.
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El exceso de los acidos grasos producidos mediante la lipogénesis de novo, circulan
en los tejidos periféricos, como el higado y el tejido adiposo, donde se acumulan y
resulta la resistencia a la insulina, debido a a una mayor sintesis de lipidos y
gluconeogénesis (Kitade et al., 2017; Jung & Choi, 2014).

Asociacién de Higado graso no alcohdlico y Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina (RI) se define como baja sensibilidad a la insulina en el
tejido y células, una respuesta deficiente a la insulina, menor absorcién y utilizacién
de glucosa en higado (Sheng et al., 2018). Es la incapacidad de los tejidos para
responder a la accion de la insulina (Jung & Choi, 2014). El incremento de la insulina
y glucosa circulante esta asociado con la resistencia a la insulina hepatica y esto
involucra la estimulacion de la lipogénesis de novo hepatico (Smith et al., 2020). La
resistencia a la insulina tiene un papel importante en la fisiopatologia de HGNA y su
progresion, debido a las asociaciones entre HGNA y diabetes (Liu & Mc Caughan,
2018).

La insulina suprime la lipdlisis del tejido adiposo, provocando un aumento del flujo de
acidos grasos e inhibe la -oxidacién y como consecuencia se acumula grasa en el
higado (Gaggini et al., 2013; Ordonez et al., 2015; Jung & Choi, 2014; Yang et al.,
2016; Lu et al., 2018; Kitade et al., 2017). La hiperinsulinemia causada por la RI
produce esteatosis por el exceso de los acidos grasos provenientes de la lipogénesis
de novo que circulan en el higado y son acumulados, disminuye la oxidacién de los
acidos grasos, disminuye la secrecion hepatica de VLDL (Kitade et al., 2017; Yki-
Jarvinen, 2014; Jung & Choi, 2014; Sheng et al., 2018).
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Asociacién de Higado graso no alcohdélico y Diabetes Mellitus Tipo 2

La definicién de diabetes mellitus tipo 2, segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) es la incapacidad del cuerpo para utilizar de manera eficaz la insulina a
consecuencia del exceso de peso o la baja actividad fisica (OMS, 2016). Las células
B no pueden mantener la secrecion de insulina, lo que lleva a la falla de células B y

desarrollo de diabetes tipo 2 (Yki-Jarvinen, 2014).

El higado graso no alcohdlico predispone a la diabetes mellitus tipo 2 al aumentar la
cantidad de insulina para mantener la produccion de glucosa hepatica (Yki-Jarvinen,
2014). En un estudio se reporté que la presencia de HGNA podria predecir la
presencia de diabetes mellitus tipo 2, siendo un factor de riesgo para su desarrollo. El
grupo uno con sobrepeso + HGNA tuvo una tasa significativa de incidencia de
diabetes mellitus tipo 2, pero el grupo dos sin sobrepeso + HGNA, tuvo mayor riesgo
a diabetes mellitus tipo 2 a comparacién del grupo uno, es decir, la presencia de
HGNA tiene mayor impacto en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 que el
sobrepeso (Facuda et al., 2016).

La asociacion entre HGNA y diabetes mellitus tipo 2 esta bien establecida y es
debido a la presencia de la resistencia a la insulina e hiperinsulinemia, en
consecuencia, hay una alteracién en el metabolismo de los lipidos provocando una
acumulacion de triglicéridos en el higado y una disfuncién en las células  (Dai et al.,
2017).
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Asociacién de Higado graso no alcohdlico y Sindrome metabélico

El sindrome metabdlico comprende a un grupo de factores bioquimicos, clinicos y
metabdlicos que aumentan directamente el riesgo de enfermedad cardiovascular,
diabetes tipo 2 y mortalidad en la edad adulta (Grundy, 2016; Yki-Jarvinen, 2014). Se
define como la presencia de obesidad y dos o mas de los siguientes factores de
riesgo: obesidad abdominal, glucosa alterada, hipertension  arterial,
hipertrigliceridemia y disminucién del colesterol HDL (Tabla 2).

El sindrome metabdlico y el higado graso no alcohdlico comparten mecanismos
fisiopatologicos similares y pueden ocurrir en inviduos no obesos (Yki-Jarvinen, 2014;
Yang et al., 2016). Las personas con sindrome metabdlico con frecuencia tienen un
aumento en la acumulacion de grasa hepatica y resistencia a la insulina (Yki-
Jarvinen, 2014). El higado es el sitio de alteracion de la glucosa plasmatica en
ayunas y VLDL, ambas alteraciones pertenecen a los componentes claves para el
desarrollo del sindrome metabdlico. Estas alteraciones afectan al contenido de grasa
hepatica, reflejando el desequilibrio entre el flujo de acidos grasos libres a través de
la lipdlisis, la oxidacion de acidos grasos, lipogénesis de novo y la secrecion de VLDL
(Yki-Jarvinen, 2014; Gaggini et al., 2013), desacadenando como consecuencia el
higado graso no alcohdlico.

Tabla 2. Componentes bioquimicos, clinicos y metabolicos del sindrome metabdlico.

Obesidad abdominal Circunferencia de cintura >90 cm

Glucosa alterada Glucosa en ayuno >100 mg/dL

Hipertension arterial Sistolica >130 mmg Hg, Diastolica >85 mm Hg
Hipertrigliceridemia Triglicéridos >150 mg/dL

Colesterol HDL <40 mg/dL
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Consumo de carbohidratos y su relacién con el higado graso

Los malos habitos alimenticios, en especial el alto consumo de carbohidratos simples
como fructosa y sacarosa se asocia con el desarrollo de diversas complicaciones
metabdlicas como la obesidad, resistencia a la insulina y diabetes tipo Il (Schultz et
al., 2015; Softic et al., 2019; Ordonez et al., 2015). La fructosa es un monosacarido,
se encuentra de forma natural en las frutas, algunas verduras y en la miel
(Basaranoglu et al., 2015; Jensen et al, 2018). La sacarosa es un disacarido
compuesto de fructosa y glucosa, tiene efectos adversos en el perfil lipidico, en el
desarrollo de obesidad e hiperglucemia. Es absorbida con facilidad y metabolizado
por la enzima sacarasa obteniendo seis monosacaridos de carbono (fructosa y
glucosa) (Schultz et al., 2015; Plazas Guerrero et al., 2019), cuyo metabolismo se
dirige a la produccién de tres intermedios de carbono, en el gliceraldehido-3 fosfato
(GA3P) y fosfato dihidroxiacetona (DHAP); estos intermedios se dirigen para ser
metabolizados a piruvato (Softic et al., 2016). La glucosa es transportada por el
GLUT-4 y la fructosa por el GLUT-5 a las células. La fructosa al ser metabolizada en
el higado estimula la actividad metabdlica de la lipogénesis de novo (Plazas Guerrero
et al., 2019; Basaranoglu et al., 2015). La ingesta de azucares en la dieta aumenta
niveles del malonyl-CoA hepatico (intermediario en la lipogénesis de novo) y grasa
hepatica (Softic et al., 2019; Chiu et al., 2018). La lipogénesis de novo no solo afecta
en la afluencia de grasa sino también en el flujo de salida, debido a una disminucién
de oxidacion de grasas hepatica por el aumento de las concentraciones de malonyl-
CoA (Chiu et al., 2018).

La fructosa tiene mayor dulzura a comparacion de otros azucares y se encuentra
principalmente en los dos edulcorantes mas utilizados en la industria alimentaria: la
sacarosa Yy el jarabe de maiz de alta fructosa (JMAF), especialmente en las bebidas
azucaradas (Jensen et al., 2018; Alwahsh & Gebhardt, 2017; Basaranoglu et al.,
2015; Marjot et al., 2020). Se recomienda limitar los azucares agregados en la dieta a
no mas del 5-10% de las calorias diarias (Chiu et al., 2018; Ordonez et al., 2015).
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Debido a que el consumo en exceso de fructosa y sacarosa esta relacionado con la
obesidad, acumulacién de grasa visceral, dislipidemias, enfermedad cardiovascular,
aumenta la produccion de ROS vy citosinas proinflamatorias, aumenta la sintesis
hepatica de triglicéridos y desarrolla el higado graso no alcohdlico (Ordonez et al.,
2015; Romero-Goémez et al., 2017; Dongiovanni et al., 2016; Anstee & Goldin, 2006;
Oliveira et al., 2016; Basaranoglu et al., 2015; Ferolla et al., 2015; Schultz et al.,
2015; Softic et al., 2016).

Plazas Guerrero y colaboradores han reportado que el consumo de azucar aumenta
la grasa intraabdominal y esto esta asociado a diferentes mecanismos biologicos

como:

(i) La ingesta de bebidas azucaradas aumenta el consumo de calorias.

(i) Las bebidas azucaradas disminuyen la termogénesis aumentando el
balance energético positivo promoviendo la acumulacién de grasa en el
tejido adiposo.

(iif)  Laingesta de bebidas azucaradas puede desarrollar también:

a. Resistencia a la insulina, promoviendo un aumento de peso corporal y
circunferencia de cintura.

b. Afectar de manera negativa el equilibrio de produccion de radicales
libres y antioxidantes. Lo que podria haber mayor susceptibilidad a

peroxidacion lipidica.

Se ha utilizado el consumo de carbohidratos simples en diferentes combinaciones y
cantidades en estudios con roedores para inducir higado graso no alcohdlico. En el
estudio de Acosta-Cota y colaboradores (Acosta-Cota et al., 2019) probaron si la
ingesta del 50% de sacarosa permitia el desarrollo el higado graso no alcohdlico en
ratas Wistar machos. Por lo que se determin6 que la ingesta del 50% de sacarosa
durante 20 semanas permite el desarroll6 de HGNA con esteatosis micro/macro
vesicular y fibrosis y esto se confirma en lo reportado en el estudio de Plazas
Guerrero y colaboradores (Plazas Guerrero et al., 2019), el cual utilizaron ratas
Wistar machos alimentados con una dieta enriquecida con sacarosa durante 25
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semanas concluyendo que el consumo de sacarosa es un factor de riesgo que esta
asociado con el desarrollo de diabetes tipo Il, aterosclerosis e higado graso no
alcohdlico.

En el estudio de Schultz y colaboradores (Schultz et al., 2015), mostraron que la
ingesta de fructosa y sacarosa tienen efectos adversos en el organismo. Utilizaron 30
ratones machos de la cepa C57BL/6, durante 15 semanas fueron alimentados con
dieta estandar, fructosa o sacarosa segun en el grupo que correspondian. Los
animales alimentados con fructosa y sacarosa mostraron hiperglucemia,
hiperinsulinemia e hiperleptinemia, niveles de adipocinas inflamatorias, baja
adiponectina, alto nivel de colesterol total, triglicéridos y enzimas hepaticas y en el
higado se observo infiltracion de grasa y necroinflamacion comparado con el grupo
alimentado con dieta estandar. Los hallazgos demostraron efectos adversos sobre el
metabolismo de los carbohidratos, perfil inflamatorio y desequilibrio antioxidante y el
desarrollo del HGNA.

En otro estudio reportado segun Pompili y colaboradores (Pompili et al., 2020),
deseaban demostrar si los carbohidratos podian desencadenar degeneracion
hepatica grave como las dietas altas en grasas que se utilizan comunmente en los
estudios. Para esto evaluaron la influencia a largo plazo de una dieta baja en grasa y
alta en carbohidratos (LF-HCD) (azucar 61.2 gr.) y una dieta alta en grasas (HFD).
Utilizaron 25 ratones de la cepa C57BL/6 machos el cual fueron divididos en grupos
LF-HCD y HFD. Concluyendo que el consumo de carbohidratos simples como el
azucar puede ser tan grave como el consumo alto en grasas. Destacando que la
sustitucidn de grasas por carbohidratos no es una estrategia comercial adecuada

para prevenir o mitigar la progresion del higado graso no alcohdlico.
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Tratamiento para el higado graso no alcohélico

Modificacion del estilo de vida

Debido a que no se ha establecido un tratamiento definitivo para el HGNA, la
intervencidon en el estiio de vida incluyendo la modificacion de la dieta,
suplementacion y el ejercicio son los tratamientos mas utilizados (Ordonez et al.,
2015; Delgado-Cortés et al., 2018; EASL & EASD, 2016; Augustin et al., 2017). Ya se
ha establecido que el alto consumo de carbohidratos y grasas se han asociado con el
desarrollo de HGNA, alterando funciones metabdlicas. En general las
recomendaciones dietéticas son las mismas que para el tratamiento con obesidad,
sindrome metabdlico, diabetes mellitus tipo Il, el cual se requiere una perdida de
peso ayudando a reducir la cantidad de grasa hepatica y atenuando la inflamacion
(Oliveira et al., 2016; Delgado-Cortés et al., 2018; Augustin et al., 2017).

La dieta debe ser modificada y personalizada segun el requerimiento nutricional de
cada individuo. Las recomendaciones dietéticas para los pacientes con HGNA deben
considerar una reduccion de 600-800 kcal de ingesta diaria habitual o restriccion
calorica de 25-30 kcal/kg por dia del peso corporal ideal (Brea et al., 2017). La dieta
debe contener carbohidratos (<45% ingesta total) como frutas, verduras, cereales
grano entero y legumbres, proteina (20-25% ingesta total) proveniente del huevo,
carnes magras, leguminosas y grasas (20-35% ingesta total) provenientes de
alimentos ricos en acidos grasos mono/poliinsaturados y acidos grasos n-3 de
cadena larga, la proporcion de grasas saturadas no debe superar el 10% del
contenido energético total de grasas (Oliveira et al., 2016; Dongiovanni et al., 2016).
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Alimentos funcionales

Las recomendaciones actuales alientan a el consumo de suplementos alimenticios
como la vitamina E, polifenoles y carotenoides, que contienen componentes
bioactivos con efectos beneficiosos debido a sus propiedades antiinflamatorias
(Dongiovanni et al., 2016). Los antioxidantes tienen efectos terapéuticos en el HGNA
debido al rol que desemperia el estrés oxidativo en la enfermedad (Pillon Barcelos et
al., 2017).

i. Vitaminas con actividad antioxidantes

La vitamina E es el nombre genérico de ocho isoformas lipofilicas: cuatro tocoferoles
(a, B, y, 6-Toc) y cuatro tocotrienoles (a, B, y, 6-T3) (Dongiovanni et al., 2016).
Estudios recientes muestran la actividad antioxidante de la vitamina E para tratar la
HGNA (Eslamparast et al., 2015), reduciendo la esteatosis, niveles séricos de ALT,
inflamacion, pero no la fibrosis (Ordonez et al., 2015). El estrés oxidativo es uno de
los mediadores principales del dafo hepatico y basandonos en la hipotesis de la
patogénesis del “segundo impacto”, es uno de los principales contribuyentes a la
progresion de la esteatosis simple a la esteatohepatitis.

Una mayor generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede inducir la
peroxidacion de lipidos, lo que lleva a la inflamacion y la fibrogénesis a través de la
activacion de las células estrelladas, aumentando el riesgo a desarrollar HGNA (Del
Ben et al, 2017). Dosis altas de vitamina E (800 Ul/dia) redujeron la

necroinflamacion hepatica (Dongiovanni et al., 2016).

En un estudio hecho con un modelo de ratones géneticamente obesos Lep ob/ob se
suplementé durante 5 semanas con a-tocoferol, disminuyo la peroxidacion lipidica, la
inflamacion y el dafio hepatico. Ademas, la vitamina E inhibio la expresion del gen
hepatico TGF-B1 y protegié contra la fibrosis hepatica en ratas (Dongiovanni et al.,
2016). La vitamina C es un antioxidante soluble en agua que actua como eliminador
de radicales libres (Del Ben et al., 2017; Li et al., 2016).
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El estrés oxidativo es uno de los factores involucrados en la patogénesis de la
HGNA, se considera que los agentes antioxidantes podrian ser beneficiosos en su
tratamiento. Se ha considerado la vitamina C como una de las principales fuentes
dietéticas de antioxidantes para tratar la HGNA (Eslamparast et al., 2015). Se ha
evidenciado que puede reducir los niveles de estrés oxidativo en HGNA al
suplementar con vitamina C a ratas con intolerancia a la glucosa inducida por

dexametasona, los animales mejoraron la sensibilidad a la insulina (Li et al., 2016).

ii. Polifenoles

Los polifenoles son un grupo de fitoquimicos investigados principalmente por su
papel potencial en la prevencion, el tratamiento del estrés oxidativo y la inflamacion.
Se caracterizan por la presencia de al menos un anillo aromatico en su estructura,
unido a diferentes grupos quimicos como grupos fendlicos, hidroxilo o carbono. Se
pueden clasificar segun su fuente, funcién biologica y estructura quimica. Los
polifenoles generalmente se subdividen en flavonoides y no flavonoides dependiendo
de su estructura quimica (Dongiovanni et al., 2016; Rodriguez-Ramiro et al., 2016).
Los flavonoides tienen una estructura basica comun de quince carbonos (C6- C3—
C6) con dos anillos de carbono aromatico (anillos A y B) conectados por un puente
de tres carbonos (anillo C) y los no flavonoides pueden subclasificarse en acidos
fendlicos y estilbenos. El acido fendlico incluye acidos hidroxibenzoicos (C6 — C1) y
acidos hidroxicinamicos (C6 — C3) (Rodriguez-Ramiro et al., 2016). Los efectos de
los polifenoles son beneficiosos en la prevencion y el tratamiento de la esteatosis
hepatica (Aguirre et al., 2014). Pueden controlar la lipogénesis de novo, inhibiendo la
actividad de las enzimas lipogénicas (ACC, SREBP-1, FAS, LXRa) y aumentando la
actividad de las enzimas lipoliticas (AMPK, PPARa, CPT-1) (Dongiovanni et al.,
2016).
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El resveratrol (trans-3,4',5-trihidroxistilbbeno) es un estilbeno que se produce
naturalmente en varias plantas y se proporciona en la dieta a través de diversos
alimentos como uvas, bayas, vino tinto y nueces. Las pruebas han demostrado sus
beneficios para la salud, como la mejora de la sensibilidad a la insulina y la tolerancia
a la glucosa, la reduccion de los lipidos en suero y la supresién de la inflamacion y el
estrés oxidativo. Ademas, el resveratrol puede modificar el metabolismo de los
lipidos y, mas especificamente, inducir una reduccién en el contenido de triglicéridos
en el higado. Estudios recientes en ratones alimentados con una dieta alta en grasas
mostraron que el resveratrol protegia al higado de la acumulacion de grasa al activar
Sirt1. Sirt1, una desacetilasa dependiente de NAD, estimula la actividad de FOXO1,
que a su vez puede inhibir indirectamente la expresion de SREBP1, lo que sugiere
que el eje AMPK / Sirt1 podria regular a la baja los genes de las vias lipogénicas
(FAS, ACC) y regular los genes de via lipolitica (PPARa, CPT-1) (Dongiovanni et al.,
2016; Aguirre et al., 2014; Eslamparast et al., 2015; Ordonez et al., 2015).

iii. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos solubles en grasa que dan color amarillo, rojo y
naranja a las frutas y verduras. Los carotenoides se pueden separar en carotenoides
de provitamina A (p. Ej.,, B-caroteno, a-caroteno y B-criptoxantina) y en no-
provitamina A (licopeno, luteina y zeaxantina). Solo pueden ser sintetizados por
plantas y microorganismos, por lo tanto, sus fuentes son principalmente de frutas y
verduras. Estos compuestos juegan un papel importante sobre el estrés oxidativo y la
inflamacion. Los carotenoides pueden actuar como potentes antioxidantes y proteger
las células contra el dafio oxidativo inducido por las especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Yilmaz et al., 2015). Los carotenoides se acumulan principalmente en el
higado y se incorporan a las lipoproteinas para su liberacion a la circulacion. Los
carotenoides ingeridos pueden participar en un sistema de defensa antioxidante
cuando los radicales libres se encuentran presentes en el higado en altas
concentraciones, y estas funciones fisiolégicas de los carotenoides podrian inhibir el
desarrollo de la disfuncion hepatica (Ni ef al., 2016).
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El B-caroteno tiene la mayor actividad de provitamina A porque se convierte en parte
en vitamina A, tiene un fuerte efecto antioxidante al eliminar los radicales libres y
extinguir fisicamente el oxigeno singlete. Como potente antioxidante, el B-caroteno
se ha estudiado como un agente protector potencial en NAFLD (Yilmaz et al., 2015;
Ni et al., 2016). La astaxantina es otro carotenoide de xantofila que se encuentra en
varios microorganismos y animales marinos, como el salmon, los cangrejos y los
crustaceos. La astaxantina es conocida por su fuerte capacidad antioxidante. Es 100
a 500 veces mas efectivo que la vitamina E para prevenir la peroxidacion lipidica.
Tiene efectos hepatoprotectores y puede proteger contra la inflamacion, ulceras,
cancer, neurodegeneracion, diabetes, ataques del sistema inmunitario y
enfermedades cardiovasculares (Yilmaz et al., 2015; Ni et al., 2016). Se ha reportado
que la astaxantina en la obesidad inducida por la dieta y la acumulacion de
triglicéridos hepaticos y la esteatosis en ratones, siendo efectiva como tratamiento
para la disminucion de la esteatosis (Ni et al., 2016).

Farmacoterapia

El tratamiento farmacologico debe estar indicado para EHNA en etapa temprana
(fibrosis) y etapa progresiva (fibrosis y cirrosis). No se puede recomendar con certeza
ningun medicamento en especifico, debe ser indicado por el médico. La seguridad y
tolerancia son requisitos esenciales para el tratamiento farmacologico, debido a las
comorbilidades y la polifarmacia asociadas con EHNA (Tabla 3) (EASL & EASD,
2016).
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Tabla 3. Tratamiento farmacologico

Medicamento

Agentes
sensibilizadores de

insulina

Agentes

Hipolipemiantes

Inhibidor de TNF-a

Efectos Referencias

Metformina, Mejora de la

resistencia a la

iazolidinedion . . |
Tiazolidinedion ;¢ lina, los niveles

as séricos de ALT y la

histologia hepatica y
mejora en la

esteatosis hepatica y

la fibrosis.

Atorvastatina, Mejora de la

inflamacién hepatica
Estatinas y reduccion de la

esteatosis hepatica.

Pentoxifilina Reduccién de
esteatosis,
inflamacion y

fibrosis.

Ordonez et
al., 2015
Takahashi et
al., 2015
Delgado-
Cortés et al.,
2018

Brea et al,,
2017

Ordonez et
al., 2015
Takahashi et
al., 2015
Brea et al,,
2017

Ordonez et
al., 2015
Takahashi et
al., 2015
Brea et al,,
2017
Augustin et
al., 2017
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Efecto del ejercicio aerébico en el higado graso no alcohélico

La actividad fisica es definida como cualquier movimiento corporal generado por la
contraccion de los musculos esqueléticos que aumenta el gasto de energia por
encima de la tasa metabdlica. Se caracteriza por la modalidad, frecuencia,
intensidad, duracion, estructura y repeticiones. El ejercicio es una subcategoria de
actividad fisica planificada, estructurada y repetitiva que favorece el mantenimiento o
desarrollo de la condicion fisica (Marjot et al, 2020). Las recomendaciones
canadienses y de la OMS de actividad fisica indican que los adultos 18-64 afos
deben acumular al menos 150 minutos de actividad fisica aerdbica de intensidad
moderada por semana (Da Silva et al., 2014; OMS, s.f.).

American Heart Association recomienda realizar 150 minutos — 300 minutos de
actividad fisica de intensidad moderada por semana en adultos (Sullivan et al., 2012).
Y las recomendaciones del Departamento de Salud y Servicios Humanos, y el
Departamento de Agricultura de EE. UU. Recomiendan 150 minutos de actividad
fisica por semana (Kwak et al., 2015).

Ejercicio aerébico como tratamiento para HGNA

El ejercicio aerobico es bien reconocido por reducir la incidencia y mortalidad de
diversas enfermedades cronicas como obesidad, resistencia a la insulina, diabetes
tipo Il e HGNA (Ryu et al., 2015). El ejercicio es un elemento muy importante para la
prevencion y tratamiento del HGNA (Ordonez et al., 2015; Kwak et al., 2015; Guo et
al., 2015), debido a que mejora la sensibilidad muscular de la insulina (Yki-darvinen,
2014; Jonhson & George, 2010), produciendo una mejora en la accion de la insulina,
reduciendo la actividad de la lipogénesis de novo (Romero-Gomez et al., 2017; Kwak
et al., 2015). El ejercicio mejora la histologia hepatica, debido a que reduce el
contenido de grasa intrahepatica, disminuciéon al estrés oxidativo, inhibicion de
mediadores proinflamatorios y valores bioquimicos en los individuos con HGNA (Cho
et al., 2014; Gongalves et al., 2017; Dongiovanni et al., 2016).
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Uno de los efectos positivos del ejercicio aerdbico es la utilizacion de grasas por el
aumento de oxidacion lipidica durante el entrenamiento (Marques et al., 2010) y esta
relacionado con la activacion/inactivacion de algunas enzimas hepaticas que se
asocian a la oxidacion de acidos grasos y formacion de los triglicéridos (Cintra et al.,
2012; Pillon Barcelos et al., 2017). Algunos ejemplos de ejercicio aerobico de
intensidad moderada a vigorosa es trotar, andar en bicicleta, nadar, esquiar y jugar
con pelota, como futbol o basquet (Johnson & George, 2010).

En diversos estudios han reportado que el ejercicio aerdbico per se reduce los lipidos
hepaticos independientemente de la pérdida de peso corporal (Ordonez et al., 2015;
Dongiovanni et al., 2016; Cintra et al., 2012; Cuthbertson et al., 2016; Jonhson &
George, 2010; Whitsett & Vanwagner, 2015; Montesi et al., 2014). En el estudio de
Cintra y colaboradores (Cintra et al., 2012), desmostraron que el ejercicio en ratones
machos suizos de 1 km/h, 5 veces a la semana, 50 minutos disminuyo la expresion
de la proteina SREBP-1c y enzimas lipogénicas como FAS y SCD1. En otro estudio
publicado por Cho y colaboradores (Cho et al., 2014), indicaron que el ejercicio
aerdbico en roedores a 10m/min con una inclinacion de 5°, durante 55 min/dia, 5
veces por semana, por 8 semanas, es eficaz para disminuir la acumulacién de grasa

hepatica y sus complicaciones metabdlicas.

Schultz y colaboradores (Schultz et al., 2012), mostraron en ratones machos de la
cepa C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasas que el ejercicio aerobico
alcanzando 40-60% VO2max, 60 min/dia durante 10 semanas, fue suficiente para
disminuir masa corporal total, mejorar sensibilidad a la insulina e inactivacion de
genes lipogénicos. Alex y colaboradores (Alex et al., 2015), utilizaron ratones de la
cepa C57BL/6 alimentados con una dieta deficiente en colina enriquecida con
sacarosa (SECDD) durante 5 semanas. Al terminar la semana dos, coloc6 un grupo
de ratones alimentados con SECDD en una cinta rodante motorizada. En la semana
tres realizaron 14 m/min y en la semana cuatro y cinco realizaron a 16 m/min con una
inclinacién de 2°. Como resultado obtuvieron disminucion de las vesiculas de lipidos

y triglicéridos hepaticos. Sugieren que la disminucion de esteatosis por el ejercicio

27



probablemente se deba a la activacién de vias de oxidacion de combustible en el

higado.

En un estudio desarrollado por Yuan y colaboradores (Yuan et al, 2013),
sometieron a ratones de la cepa C57BL/6 a una cinta motorizada alcanzando 75%
VO2max de ejercicio de intensidad alta, equivalente a 12 m/min, 60 minutos, 5 veces
por semana durante 6 semanas en total. Como resultados observaron una
disminucién de grasa hepatica, el cual reportan que el ejercicio aerdbico a un 75%

VO2max tiene un efecto sobre la resistencia a la insulina.

En el estudio de Zheng & Cai, realizaron 12 semanas de intervencion con el ejercicio
utilizando veinte ratones machos knockout ApoE el cual se dividieron aleatoriamente
en dos grupos: grupo HFD (n = 10) alimentado con una dieta alta en grasas, grupo
HFDE (n = 10) alimentado con una dieta alta en grasas con ejercicio y grupo control
(n =10). Como resultados obtuvieron que niveles de triglicéridos, colesterol total, LDL
en el grupo HFD fueron significativamente mas altos que en el grupo control,
mientras que estos valores disminuyeron significativamente en el grupo HFDE en
comparacion con el grupo HFD. Los resultados de histologia hepatica confirmé el
efecto del ejercicio sobre el cambio de la deposicién de lipidos en el higado. El
ejercicio alivio los trastornos del metabolismo de los lipidos de resistencia a la
insulina y HGNA (Zheng & Cai, 2019).

Volumen maximo de oxigeno

Las actividades diarias como caminar, trotar, correr, nadar, limpiar la casa, subir
escaleras, etc. Utilizan energia por el sistema oxidativo aerobico, el cual depende del
oxigeno para producir energia. El 90% del oxigeno en el cuerpo se consume en las
mitocondrias en la célula muscular. A medida que aumenta el consumo de ATP
muscular, la demanda de oxigeno (O2) es proporcional. EI musculo esquelético
demanda oxigeno durante el ejercicio aerdbico esto es resultado del aumento de

ventilacion y absorcién del oxigeno en la sangre, aumento de gasto cardiaco y una
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extraccion de Oz por el musculo. La respiracion es una funcion limitada, y el limite de
la tasa maxima de oxigeno que se puede consumir para producir energia en el

musculo se denomina volumen maximo de oxigeno (VO2max) (Wells et al., 2009).

El VO2max es un parametro indicador de la capacidad funcional de los individuos o
de su potencia aerdbica. Es la cantidad maxima de Oz que el organismo es capaz de
absorber, transportar y consumir por unidad de tiempo. Se expresa como VO
(ml/min) por kg de masa corporal (ml/ min/ kg) (Kantartzis et al., 2009).

La oxidacion de la grasa de todo el cuerpo aumenta durante el ejercicio y se ha
establecido que esta relacionado con la duracién e intensidad, el cual se ha
reportado en diferentes estudios que se logra la oxidacion de grasa alcanzando un
50-70% VO2omax en el ejercicio (Ordonez et al., 2015; Jonhson & George, 2010;
Oliveira et al., 2016). Se ha establecido el VO2max como un predictor independiente
de reduccion de grasa hepatica en individuos con HGNA (Ordonez et al., 2015).

En un estudio de Schefer y Talan determinaron el consumo de oxigeno maximo en
ratones machos C57BL/6J. El VO, se midié antes, durante y después del ejercicio
por medio de calorimetria indirecta en camaras metabdlicas. Establecieron que una
velocidad de carrera de 12m/min produjo un VO2 equivalente al 76% (Schefer &
Talan, 1996).

Posibles mecanismos implicados en el ejercicio

Los mecanismos por los cuales el ejercicio disminuye la acumulacién de grasa en el
higado aun no son muy claros. Sin embargo, en algunos estudios se ha reportado
que el ejercicio activa las vias del metabolismo de los lipidos reguladas por AMPK en
el higado, suprime la accion de ACC, FAS y SREBP-1 lo cual permite que mejore la
accion de la enzima carnitina acil transferasa 1, mejorando la oxidacion mitocondrial,
el transporte de los acidos grasos y promoviendo la B-oxidacion (Zheng & Cai, 2019;
Oliveira et al., 2016; Berzigotti et al., 2016; Hashida et al., 2017).

29



Modelo murino cepa C57BL/6 para estudio del higado graso no

alcohdlico
Existen numerosos estudios que indican que, una dieta alta en calorias proveniente
tanto de fructosa y como de grasa, influyen en el desarrollo de obesidad e HGNA.
Algunos de esos estudios han evidenciado que, la utilizaciéon de diversos modelos
animales, entre ellos los ratones de la cepa C57BL/6, alimentados con una dieta alta
en grasa y fructosa influyen de manera importante en la progresion de deposicion de
grasa hepatica y fibrosis, observando que los ratones aumentaban de peso, de grasa
corporal, desarrollaban resistencia a la insulina, asi como esteatosis hepatica (Lau et
al., 2017; Chyau et al., 2020). Se ha sugerido que el consumo de fructosa juega un
papel fundamental en el desarrollo y progresion del higado graso no alcohdlico. Un
estudio desarrollado por Santhekadur y colaboradores (Santhekadur et al., 2018),
demostré que, cuando los ratones de la cepa C57BL/6 consumian una dieta alta en
fructosa observaban mayor inflamacién hepatica, mayor estrés oxidativo y mayor

fibrosis en comparacién con los ratones que consumian una dieta alta en grasa.

Se ha reportado que los ratones de la cepa C57BL/6 son considerados como un
modelo muy conveniente para estudiar el higado graso, ya que su respuesta a la
dieta que induce a su desarrollo es muy similar a la respuesta que presentan los
humanos (Zhao et al., 2019). Ademas, esa cepa de ratones son considerados como
una herramienta valiosa para estudiar el sindrome metabdlico, ya que este modelo
tiene una tendencia genética a adquirir obesidad, hiperinsulinemia, intolerancia a la
glucosa, higado graso no alcohdlico y diabetes mellitus tipo 2 (Anstee & Goldin,
2006; Sanchez et al., 2015; Van Herck et al., 2017; Recena et al., 2019; da Silva
Filomeno et al., 2020), acentuandose aun mas todo el cuadro clinico cuando son
inducidos mediante una dieta alta en grasa o carbohidratos, provocando resistencia a
la insulina y esteatosis similar al humano (Sanchez et al., 2015).
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Modelo subcepa C57BL/6N

El raton de la cepa C57BL/6 es la cepa endogamica mas utilizada en la investigacion
biomédica. Los ratones se crian y se distribuyen desde muchas instalaciones
diferentes en todo el mundo, y por ello han surgido varias subcepas diferentes como
la C57BL/6J y C57BL/6N. Las designaciones 6J y 6N en la nomenclatura de las
subcepas C57BL/6 se refieren a que se derivan de colonias C57BL/6 del Laboratorio
Jackson (6J) en 1948 y del Instituto Nacional de Salud (NIH) (6N) en 1951. Los
modelos genéticos de ratones han enriquecido la informacion sobre nuestra
comprension de los mecanismos de las enfermedades. La subcepa C57BL6/N se
esta volviendo cada vez de mayor uso debido a que, grandes iniciativas como el
International Knockout Mouse Consortium, los han considerado como modelos
adecuados para el estudio de enfermedades humanas, estudios farmacologicos, asi
como para el desarrollo de farmacos (Kang et al.,, 2019). Los ratones de la cepa
C57BL/6N son mas suceptibles a dafo hepatico en comparacion con la cepa
C57BL/6J determinado bioquimicamente mediante la medicion de las actividades de
ALT en suero; la lesidon hepatica inducida podria conducir a la identificacion de
factores de riesgo potenciales, no solo para la lesion hepatica inducida por farmacos,
sino también para la lesidn hepatica causada por otras patologias. El estrés oxidativo
mitocondrial juega un papel patologico de lesion hepatica en ambas subcepas, sin
embargo, la mutacién Nnt en ratones C57BL/6J codifica una forma inactiva de Nnt
mitocondrial “C57BL/6J (Nnt -/-)” que normalmente cataliza la interconversién de
NADH en NADPH, el cual tiene un papel antioxidante importante en la regeneracion
del glutation reducido, por ello la cepa C57BL/6N (Nnt +/+) es mas suceptible a dafo
hepatico en comparacién que el C57BL/6J (Bourdi et al., 2011). Por otro lado
también se ha reportado que los ratones de la cepa C57BL6/N tienden a subir de
peso corporal con una dieta rica en grasas, de igual manera muestran una alteracion
en las pruebas de tolerancia a la glucosa, reflejando niveles altos de glucosa en
plasma (Enriquez, 2019; Simon et al., 2013). Por todo lo mencionado anteriormente,
este modelo murino de la cepa C57BL/6N fue utilizado en este proyecto de

investigacion.
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HIPOTESIS

Sesenta minutos de ejercicio aerobico a 75% VO2max 5 veces por semana durante 8
semanas reduce la esteatosis hepatica inducida por sacarosa en ratones de la cepa
C57BL/6N

OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

General

Evaluar el efecto del ejercicio aerdbico a 75% VOomax en el higado graso no

alcohdlico inducido con sacarosa en ratones de la cepa C57BL/6N.

Especificos
1. Generar el modelo murino con higado graso no alcohdlico inducido con una dieta
alta sacarosa durante 20 semanas.
2. Desarrollar la intervencidn con ejercicio aerobico al 75% VOomax durante 8
semanas consecutivas con una frecuencia de 5 veces por semana.
3. Analizar el perfil de lipidos, glucosa, insulina, y enzimas alanina aminotransferasa
y aspartato aminotransferasa en suero, y triglicéridos en higado.
4. Analizar las concentraciones de triglicéridos en tejido hepatico, y revisar mediante

pruebas histologicas el efecto del ejercicio aerdbico en el tejido hepatico.
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MATERIALES Y METODOS

Diseno del experimento
Para la realizaciéon de este estudio se utilizaron 40 ratones machos de la cepa
C57BL/6N, los cuales se alojaron en una habitacion a una temperatura controlada
de 20 — 23° C, con control del ciclo de luz de dia y noche de 12/12 h. El protocolo fue
aprobado por un comité de ética de la Facultad de Ciencias Nutricion y Gastronomia
(CE-UACNyG-2015-AGO-001).

El proyecto se desarrollé en dos etapas, la de induccidén del higado graso con una
solucion de sacarosa al 50% y la de intervencion con ejercicio aerdbico. Para la
primero etapa los ratones se dividieron en dos grupos: el grupo control (n=20) el cual
se le aliment6 con agua y dieta estandar ad libitum (contenido dieta estandar:
proteina 23%, grasa 4.5%, fibra 6%, minerales afadidos 2.5%), y el grupo
intervencion (n=20), al que se le alimentd con una solucion de sacarosa al 50% y
dieta estandar ad libitum, durante 20 semanas, para inducir higado graso no
alcohdlico.

Al concluir la induccion del higado graso, se realizé la segunda etapa del proyecto en
donde los animales fueron asignados para el tratamiento con el ejercicio aerdbico,
los ratones del grupo control que consumieron agua y dieta estandar ad libitum se
dividieron en dos grupos: 1) control con ejercicio aerobico C+EA (n=10), 2) grupo
control sin ejercicio aerébico C-EA (n = 10), y el grupo que se le administraron una
solucion de sacarosa al 50% y dieta estandar se dividieron en dos grupos: 3) dieta
sacarosa sin ejercicio aerdbico S-EA (n = 10) y 4) dieta sacarosa con ejercicio
aerobico S+EA (n = 10), teniendo en total cuatro grupos con diferentes
intervenciones y tratamientos. Después de 8 semanas de intervencion, los ratones
fueron sacrificados mediante puncion intracardiaca. Los sueros y tejido hepatico
fueron almacenados a -80°C para su posterior analisis.
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Protocolo de ejercicio

Los ratones de la cepa C57BL/6N de los grupos 1y 4, correspondientes con ejercicio
aerobico se colocaron en una cinta rodante motorizada para roedores (PsymCon
Modelo 35500, Lafayette Instrument, Lafayette, EE. UU.) Para el periodo de
adaptacion, los ratones realizaron 3 semanas de ejercicio con ajuste progresivo de
tiempo y velocidad iniciando con 5 m/min en 10 minutos, progresando de 8 m/min en
12 minutos, 10 m/min en 20 minutos a 11 m/min en 25 min, alcanzando la velocidad
deseada de 12 m/min en 30 minutos. Se continuo con la adaptacion al ejercicio en la
velocidad de 12 m/min progresando en el tiempo de 35, 45, 50 a 60 minutos. Una
vez que los ratones fueron adaptados al ejercicio, se realizé la rutina establecida a
12m/min alcanzando el 75% VO2 por 60 minutos, 5 veces por semana durante 8
semanas en total (Figura 2). El protocolo del ejercicio esta basado en el estudio de
Yuan y colaboradores (Yuan et al., 2013).
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Peso corporal y consumo de alimento.
Los ratones fueron pesados una vez por semana durante el periodo experimental
hasta el dia que fueron sacrificados utilizando una bascula adaptada para roedores
(Sartorius Weighing balance). El consumo de alimento y bebida fueron registrados

diariamente.

Toma de muestras
Las muestras sanguineas fueron obtenidas en dos ocasiones distintas, la primera
antes del tratamiento con el ejercicio por medio de una amputacion en la cola y la
segunda, al finalizar el tratamiento con el ejercicio por medio de la puncién
intracardiaca. En la semana 20, antes de iniciar el tratamiento se retir el alimento y
agua a los ratones para un ayuno de 12 horas, posteriormente se obtuvieron
muestras sanguineas por medio de la cola del ratén. El roedor fue suavamente
sujetado y colocado en un tubo de centrifugaciéon adaptado para que se mantuviera
inmovil y permitiera la respiracion. Para aumentar el flujo sanguineo de la cola fue
calentada con una lampara de calor. Después, la amputacion fue realizada en la
extremidad de la cola cortando aproximadamente 1.0 mm de longitud y se
recolectaron las muestras en microtubos claros fabricados con polipropileno, para
centrifuga. Las muestras de sangre, fueron centrifugadas para separar el suero y
resguardarse en un ultracongelador a -80° centigrados para su uso posterior.
Transcurridas las 8 semanas de ejercicio fisico, los ratones fueron anestesiados
profundamente con pentobarbital en una dosis de 50 mg/kg de peso y
posteriormente sacrificados mediante puncion intracardiaca para obtener una
muestra de sangre, misma que fue centrifugada y separada para obtener el suero,

resguardarlo a -80°C para su posterior uso.
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MEDICIONES DE PARAMETROS BIOQUIMICOS, HORMONALES Y

ENZIMATICOS

Colesterol Total
Para determinar colesterol total en suero se utilizoé el método enzimatico colorimétrico
cuantificado por el espectrofotometro. Se utilizd el kit de la marca RANDOX (ref
CH201) para uso manual de acuerdo a las especificaciones establecidas por el
fabricante. Se colocaron 10 yl de suero y 1000 pl de reactivo en un microtubo, se
agité suavamente y se dejo reposar 10 minutos a 20° centigrados. Pasado el tiempo
el contenido se colocd en una cubeta con capacidad de 2 ml y se midio la
absorbancia en un espectrofotdmetro a una longitud de onda 500 nm. Todas las

pruebas se realizaron por duplicado.

Lipoproteina de alta densidad (HDL)

Para determinar HDL en suero se utilizé el método enzimatico colorimétrico
cuantificado por un lector de placas. Se utilizé el kit de la marca RANDOX (ref:
CH203) para uso manual de acuerdo a las especificaciones establecidas por el
fabricante, con ligeras modificaciones. Para obtener el sobrenadante, se realiz6 el
precipitado: en un microtubo se agreg6 90.91 pl de precipitado (Reactivo I) y 36.36 pl
de Reactivo CHOL para el estandar. Y para el suero en un microtubo se agregdé
90.91 pl de precipitado (Reactivo I) y 36.36 pl de suero. Se mezcld, incubd 10
minutos y se centrifugdé 2 minutos a 12 rpm. Al obtener el sobrenadante, se
seleccionaron los pocillos de la microplaca para las diferentes determinaciones, en el
pocillo del blanco se agregé 181.82 ul de Reactivo CHOL y 18.18 pl de agua
destilada. Para el pocillo del estandar y los pocillos de los sueros se agregaron
181.82 pl de Reactivo CHOL y 18.18 pul del sobrenadante correspondiente. Se incubo
10 minutos, se coloco en el lector de placas, se agitd y por ultimo se realizo la lectura
a 500 nm.
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Triglicéridos

Para determinar los triglicéridos en suero se utilizO el método enzimatico
colorimétrico cuantificado por el espectrofotometro. Se utilizd el kit de la marca
RANDOX (ref: TR1697) para uso manual de acuerdo a las especificaciones
establecidas por el fabricante. Se colocaron 10 yl de suero y 1000 pl de reactivo
preparado (se transfirio el contenido de reactivo enzima R1b en el frasco
amortiguador R1a) en un microtubo, se agitdé suavamente y se dejo reposar 10
minutos a 20° centigrados. Pasado el tiempo el contenido se colocé en una cubeta
con capacidad de 2 ml y se midié la absorbancia en un espectrofotometro a una
longitud de onda 500 nm, posterior a calibrar el equipo con un blanco. Todas las
pruebas se realizaron por duplicado.

Glucosa
Para determinar glucosa en suero se utilizd6 el método enzimatico colorimétrico
cuantificado por el espectrofotometro. Se utilizé el kit de la marca RANDOX (ref:
GL2623) para uso manual de acuerdo a las especificaciones establecidas por el
fabricante. Se colocaron 10 yl de suero y 1000 pl de reactivo en un microtubo, se
agité suavamente y se dejo reposar 10 minutos a 20° centigrados. Pasado el tiempo
el contenido se colocd en una cubeta con capacidad de 2 ml y se midio la
absorbancia en un espectrofotdmetro a una longitud de onda 500 nm, posterior a
calibrar el equipo con un blanco y un estandar. Todas las pruebas se realizaron por

duplicado.
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Insulina
Se realizé un inmunoensayo de ELISA tipo sandwich con el kit de ALPCO (ref: 80-
INSHU-EO1.1), siguiendo las especificaciones establecidas por el fabricante. La
microplaca de 96 pocillos esta recubierta con un anticuerpo monoclonal especifico
para insulina. Los estandares, controles y muestras se agregan a los pocillos de la
microplaca con el conjugado. Posteriormente la microplaca se incuba a temperatura
ambiente en un agitador de microplacas a 700-900 rpm. Una vez completada la
primera incubacién, los pocillos se lavan con tampdén de lavado y se secan. Se
agrega sustrato TMB, y la microplaca se incuba por segunda vez a temperatura
ambiente en un agitador de microplacas a 700-900 rpm. Una vez que se completa la
segunda incubacion, se agrega la solucion de parada y se mide la densidad 6ptica
(OD) mediante un espectrofotometro a 450 nm. La intensidad del color generado es

directamente proporcional a la cantidad de insulina en la muestra.

Calculo de Evaluacion del Modelo de Homeostasis de Resistencia a

la insulina (HOMA-IR)

Para determinar la resistencia a la insulina se realiz6 la evaluacion del HOMA-RI de
acuerdo con la siguiente ecuacion (Plazas Guerrero et al., 2019):

HOMA-RI = [glucemia ayuno (mg/dL) x insulina en ayuno (ulU/mL) / 405]
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Enzima Alanina aminotransferasa (ALT)

Para determinar ALT en suero se utilizd el método enzimatico colorimétrico
cuantificado por un lector de placas. Se utilizé el kit de la marca RANDOX (ref:
AL1200) para uso manual de acuerdo a las especificaciones establecidas por el
fabricante, con ligeras modificaciones. Se reconstituyé el vial RIb con 2 ml de Rla
para obtener el reactivo preparado. Se pipetea en la microplaca 181.82 pl del
reactivo preparado y se pipetea 18.18 uyl de muestra. Posteriormente se agita y se
realiza la lectura en el minuto 1, 2, 3y 4 a 340 nm.

Enzima Aspartato aminotransferasa (AST)

Para determinar AST en suero se utiliz6 el método enzimatico colorimétrico
cuantificado por un lector de placas. Se utilizé el kit de la marca RANDOX (ref:
AS1202) para uso manual de acuerdo a las especificaciones establecidas por el
fabricante, con ligeras modificaciones. Se reconstituyé el vial RIb con 2 ml de Rla
para obtener el reactivo preparado. Se pipetea en la microplaca 181.82 pl del
reactivo preparado y se pipete6 18.18 ul de muestra. Posteriormente se agita y se
realiza la lectura en el minuto 1, 2, 3y 4 a 340 nm.
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ANALISIS DE TEJIDO HEPATICO

Histologia
Para la obtencion del higado se realiz6 un corte sagital separando piel y tejido
muscular para extraer el tejido. El higado fue dividido para ser almacenado una parte
en tubo falcon con formaldehido al 10% para evaluar la esteatosis hepatica y la otra
parte fue almacenada en fresco a -80° centigrados para cuantificar triglicéridos
hepaticos.

Prueba histolégica para determinar esteatosis

El higado permaneci6 72 h en formaldehido para su impregnacion y fijacion.
Posteriormente se realizé la deshidratacion, el tejido se colocé en un cassette de
inclusion y en diferentes contenedores:

. Alcohol 70% (1 h)

2. Alcohol 70% (1 h)
3. Alcohol 80% (1 h)
4. Alcohol 95% (1 h)
5. Alcohol absoluto
6
7
8

-_

1 h)
1 h)
. Xileno-Etanol 1:1 (1h)
. Xileno puro (1 h)

. Alcohol absoluto

(
(

10. Parafina (

9. Xileno puro (1 h)
1h)
11.Parafina (1h)

Al concluir con la deshidratacion, se continué con la formacion de bloques de
parafina, fue realizado de la siguiente manera:
1. En un molde se colocé parafina e inmediatamente se agrego el tejido en el
centro del molde.
2. Se coloco la parte del cassette rotulado encima del tejido con parafina y se

agrego mas parafina.
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3. Se colocd con cuidado en una plancha fria para que se solidificara durante 15
minutos.
4. Una vez solidificado se separ6 del molde y se guardo el tejido para su

posterior uso.

Para realizar el corte de los tejidos se colocaron los bloques de parafina en el
congelador para posteriormente ser cortados utilizando un microtomo. El bloque de
parafina se colocé en la faceta de la cuchilla y se la aline6 entre la cara del bloque de
parafina y el borde de la cuchilla, se realizo el corte de 7 um, se tomé con la mano la
orilla del corte y con cuidado se colocé en porta objeto con etanol 50% entre el
portaobjeto y el corte del tejido para permitir que se impregnara. Se coloco el tejido
en el flotador (a 41-43°C con gelatina bacterioldgica 12 cucharadita) y se recolectd
con el portaobjeto los mejores cortes. Se dejdé secar y se colocaron las laminillas en
horno (10-15 min) a 65-70°C. Para realizar las tinciones con hematoxilina y eosina,

se realizé primero un desparafinado.

Desparafinado:

Se colocaron los portaobjetos en xilol durante 5 min.

Se realiz6 bafos de 20 inmersiones con xilol.

Se coloco el portaobjetos en etanol 100% (15-20 inmersiones).
Se realiz6 bafios con etanol 95% (15-20 inmersiones).

Se agrego en agua (15-20 inmersiones).

abkowbd =

Posteriormente se realiz6 la tincion con Hematoxilina-eosina:

1. Se tifi6 con hematoxilina por durante 3 min.

2. Se lavo con agua destilada (15-20 inmersiones).
3. Alcohol acido (1-2 inmersiones).

4. Se lavo con agua destilada nueva.

5. Se agreg6 bicarbonato de sodio al 0.1%.

6. Se lavo con agua destilada.

7. Se coloco en Etanol 96% (15-20 inmersiones).
8. Se tifii6 con eosina (15-20 inmersiones).

9. Se coloco en etanol 96% (10 inmersiones)

10. Etanol 96% (10 inmersiones).
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11.Etanol 100% (10 inmersiones).

12.Etanol 100% (10 inmersiones).

13. Xilol (10 inmersiones).

14. Xilol (15-20 inmersiones).

15.Se limpid el portaobjetos.

16.Se agrego entellan.

17. Y por ultimo se cubrié con cubre objeto y se almaneco para analizarlo
posteriormente al microscopio.

Analisis histopatolégico de tejido hepatico

El analisis histopatoldgico del higado se realiz6 mediante observacion de 25 campos
de cada una de las muestras de los grupos de experimentacion tefiidos con
hematoxilina y eosina. Se presentaran en el apartado de resultados las imagenes
mas representativas de cada grupo experimental mostrando parénquima, vena
central, triada porta para cada uno de ellos. Las imagenes fueron capturadas
mediante el software Zeiss Zen Imaging blue edition (Carl Zeiss Gottingen, Alemania)
a un aumento de 10X utilizando un microscopio ZEISS Primo Star LED (Carl Zeiss

Gottingen, Alemania).

Determinacion de grado de esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)

La determinacion del grado de actividad de EHNA se realiz6 de acuerdo al sistema
de puntuacion histolégica de la red de investigacion clinica sobre EHNA (LaBrecque
& UU, 2012) para lo cual fue necesario determinar el porcentaje de esteatosis de la
muestra, asi como la presencia y cantidad de células balonadas e infiltrados
inflamatorios presentes en 25 campos de cada una de las muestras de los grupos de
experimentacion tefidos con hematoxilina y eosina. Los criterios de analisis se
presentan en la Tabla 3, los resultados se presentan como grado de actividad de
EHNA de cada grupo experimental, el cual se obtuvo mediante la sumatoria de

puntuacion de esteatosis, inflamacion lobular y balonamiento hepatico.
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Tabla 4. Sistema de Puntuacion histologica de la Red de Investigacion Clinica sobre
EHNA

Grado de actividad de EHNA: grado = puntuacion total: S + L + B (rango 0-8)

Esteatosis Puntuacion S  Inflamacion Puntuacién L  Balonamiento  Puntuacién B

lobular hepatocitico
<5% 0 No hay 0 No hay 0
Unas pocas
5a33% 1 <2 1 células 1
balonadas
34 a 66% 2 2-4 2
Muchas células 2
>66% 3 >4 3 balonadas

Referencia Tabla: LaBrecque ef al., 2012
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Triglicéridos hepaticos
La cuantificacion de los triglicéridos hepaticos se realizé de acuerdo a la metodologia
de Zhou y colaboradores en un estudio (Zhou et al., 2017) con ligeras
modificaciones. Brevemente 0.15 g de higado fueron pesados, picados y se realizd
una extraccion lipidica afiadiendo 3 ml de cloroformo/metanol (2:1, v/v). La mezcla
fue homogeneizada por 2 minutos, sonicada por 30 segundos y agitada por 2 horas.
Posteriormente, se afiadi®6 1 mL de agua bidestilada y las muestras fueron
centrifugadas por 20 minutos a 3500 rpm. Al concluir la contrifugacion, se separo la
fase lipidica (fase del fondo) y se incub6 durante 12 horas. Al pasar las 12 horas, los
lipidos fueron disueltos con etanol absoluto. Finalmente los niveles de triglicéridos
fueron medidos a través de un método enzimatico colorimétrico con un kit comercial
marca RANDOX (ref: TR1697). Los resultados se expresan como mg/g de higado.
Por lo que también se incluye el peso promedio del higado de los grupos

experimentales.
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Diseno estadistico
Los analisis estadisticos inferenciales y descriptivos fueron realizados utilizando el
software GraphPad Prism version 8.0. La normalidad de los datos fue determinada
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las variables numéricas se presentan como
medias y desviacion estandar, o como mediana y rango intercuartilico dependiendo
de la normalidad de los datos. Las diferencias entre datos pareados (antes y después
de un tratamiento) fueron determinadas mediante una prueba t de student para
variables con distribucién paramétrica o una prueba de Wilcoxon para variables con
distribucion no paramétrica. Para determinar las diferencias entre grupos se aplicé un
ANOVA de una via, con una prueba de Tukey para variables con distribucion
paramétrica, y una prueba de Kruskal-Wallis con una prueba de Dunn para variables
con una distribucibn no paramétrica. Un valor de p<0.05 se considerd

estadisticamente significativo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Consumo de alimento
En la semana 1 del experimental se encontré en el grupo control con ejercicio (a*)
diferencias estadisticamente significativas contra el grupo control sin ejercicio
(***p=0.0006), grupo sacarosa sin ejercicio (****p<0.0001) y grupo sacarosa con
ejercicio (****p<0.0001). Y también se encontré en el grupo control sin ejercicio (b*)
diferencias significativas contra el grupo sacarosa sin ejercicio (****p<0.0001) y
sacarosa con ejercicio (****p<0.0001). En la semana 5 se encontré en el grupo
control con ejercicio (c*) diferencias significativas contra el grupo sacarosa sin
ejercicio (***p=0.003) y sacarosa con ejercicio (**p=0.0019). En la misma semana se
encontré también diferencias significativas en el grupo control sin ejercicio (d*) contra
el grupo sacarosa sin ejercicio (*p=0.0345). En la semana 10 se encontrd en el grupo
control con ejercicio (e*) diferencias significativas contra el grupo sacarosa sin
ejercicio (**p=0.0030) y el grupo sacarosa con ejercicio (****p<0.0001). En la misma
semana se encontré también diferencias significativas en el grupo control sin
ejercicio (f*) contra el grupo sacarosa con ejercicio (*p=0.0230). En la semana 15 se
encontré en el grupo control con ejercicio (g*) diferencias significativas contra el
grupo control sin ejercicio (****p<0.0001), grupo sacarosa sin ejercicio (****p<0.0001)
y grupo sacarosa con ejercicio (****p<0.0001). En la misma semana se encontro
también diferencias significativas en el grupo control sin ejercicio (h*) contra el grupo
sacarosa sin ejercicio (****p<0.0001) y grupo sacarosa con ejercicio (****p<0.0001).
En la semana 20 se encontr6 en el grupo control con ejercicio (i*) diferencias
significativas contra el grupo sacarosa sin ejercicio (****p<0.0001) y grupo sacarosa
con ejercicio (**p=0.0069), también se encontrd diferencias significativas con el grupo
control sin ejercicio (j*) contra el grupo sacarosa sin ejercicio (*p=0.0109). En la
semana 25 se encontré en el grupo control con ejercicio (k*) diferencia significativa
contra el grupo sacarosa sin ejercicio (**p=0.0014) y sacarosa con ejercicio
(***p=0.0006), en la misma semana se encontré diferencias significativas en el grupo
control sin ejercicio (I*) contra el grupo sacarosa con ejercicio (*p=0.0420) (Figura 3).
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En la semana 30 se encontré en el grupo control con ejercicio (m*) diferencia
significativa contra el grupo control sin ejercicio (***p=0.0009), grupo sacarosa sin
ejercicio (****p<0.0001) y grupo sacarosa con ejercicio (****p<0.0001). En la misma
semana se encontr6 también en el grupo control sin ejercicio (n*) diferencias
significativas contra el grupo sacarosa sin ejercicio (****p<0.0001) y sacarosa con
ejercicio (****p<0.0001) y por ultimo se encontré diferencias significativas en el grupo
sacarosa sin ejercicio (0*) contra el grupo sacarosa con ejercicio (****p<0.0001)
(Figura 3).
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Figura 3. Consumo de alimento durante las 30 semanas del experimental.

Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en el consumo de alimento por grupo experimental
de la semana 1 a la 30. Las letras iguales mindscula en una misma semana muestran diferencia

significativa (p<0.05) entre los diferentes grupos.

Similar a lo reportado en el estudio de Acosta-Cota y colaboradores (2019),
determinaron que la ingesta de sacarosa durante 20 semanas disminuyd
significativamente la ingesta de alimentos en comparacion con su respectivo grupo
de control (Acosta-Cota et al., 2019).
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El consumo de bebidas con alto contenido de sacarosa (50%) reduce
significativamente el apetito y aumenta la saciedad (Kilpatrick et al., 2014), lo que
lleva a una disminucién en la ingestion de otras fuentes nutricionales que se

encuentran en los alimentos solidos.

Consumo de bebida

En la semana 1 del experimental se encontré en el grupo control con ejercicio (a*)
diferencias estadisticamente significativas contra el grupo control sin ejercicio
(**p=0.0038), grupo sacarosa sin ejercicio (****p<0.0001) y grupo sacarosa con
ejercicio (****p<0.0001), en la misma semana se encontré6 también diferencias
significativas en el grupo control sin ejercicio (b*) contra el grupo sacarosa sin
ejercicio (*p=0.0259). En la semana 5 se encontré en el grupo control con ejercicio
(c*) diferencias estadisticamente significativas contra el grupo control sin ejercicio
(*p=0.0121) y grupo sacarosa sin ejercicio (**p=0.0062). En la semana 10 se
encontré en el grupo control con ejercicio (d*) diferencias estadisticamente
significativas contra el grupo control sin ejercicio (**p=0.0049), grupo sacarosa sin
ejercicio (**p=0.0055) y grupo sacarosa con ejercicio (*p=0.0230). En la semana 15
se encontrd6 en el grupo control con ejercicio (e*) diferencias estadisticamente
significativas contra el grupo control sin ejercicio (*p=0.0275) y grupo sacarosa sin
ejercicio (*p=0.0195). En la semana 20 se encontro en el grupo control con ejercicio
(f*) diferencias estadisticamente significativas contra el grupo sacarosa sin ejercicio
(***p=0.0010). En la semana 25 se encontré en el grupo control con ejercicio (g*)
diferencias estadisticamente significativas contra el grupo control sin ejercicio
(***p<0.0001), grupo sacarosa sin ejercicio (***p=0.0008) y grupo sacarosa con
ejercicio (***p<0.0001) (Figura 4).
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Y por ultimo, en la semana 30 se encontrd en el grupo control con ejercicio (h*)
diferencias estadisticamente significativas contra el grupo control sin ejercicio
(*p=0.0418), grupo sacarosa sin ejercicio (*p=0.0329) y grupo sacarosa con ejercicio
(**p=0.0019) (Figura 4).
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Figura 4. Consumo de bebida (agua o sacarosa) durante las 30 semanas del experimental

Efecto del consumo de sacarosa y/o el gjercicio en el consumo de bebidas por grupo experimental
de la semana 1 a la 30. Las letras iguales mindscula en una misma semana muestran diferencia

significativa (p<0.05) entre los diferentes grupos.

Una posible explicacion de porque el grupo control con ejercicio bebia mas agua
podria ser para prevenir la deshidratacion por el ejercicio y por el alto consumo de
alimento sélidos a comparacion de los otros grupos (Figura 3), se necesitarian mas

estudios para explicar este resultado.
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Peso corporal por grupos durante la etapa de induccién

En la semana 0 antes de la induccion al HGNA el grupo control con ejercicio inicio
con un peso promedio de 29.92 g, control sin ejercicio 30.27 g, sacarosa sin ejercicio
29.61 g y sacarosa con ejercicio 28.90 g, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos con los pesos iniciales (p>0.05). En el grupo control
con ejercicio se encontr6 un aumento estadisticamente significativo en el peso
corporal en la semana 0 y 12 (**p=0.0091), semana 0 y 16 (***p=0.0003) y semana 0
y 30 (**p=0.0010). En el grupo control sin ejercicio se encontré un aumento
estadisticamente significativo en el peso corporal semana 0 y 8 (*p=0.0336), semana
0y 12 (*p=0.0440), semana 0 y 16 (***p=0.0005), semana 0y 20 (**p=0.0035). En el
grupo sacarosa sin ejercicio se encontré6 un aumento estadisticamente significativo
en el peso corporal en la semana 0 y 16 (**p=0.0053), semana 0 y 20 (***p=0.0003).
Y en el grupo sacarosa con ejercicio se encontr6 un aumento estadisticamente
significativo en el peso corporal en la semana 0 y 16 (**p=0.0053), semana 0 y 20
(***p=0.0001) (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del consumo de sacarosa en el peso corporal por grupo experimental de la semana 0
ala 20.

Efecto del consumo de sacarosa en el peso corporal por grupo experimental de la semana 0 a la
semana 20. Los asteriscos (*) muestran diferencia significativa (p<0.05) entre las diferentes

semanas por grupo comparado con la semana 0. 51



Peso corporal por grupos durante el tratamiento

En el grupo sacarosa sin ejercicio se encontré un aumento estadisticamente
significativo en el peso corporal entre la semana 20 y 28 (a)(*p=0.0405), semana 20 y
30 (b) (**p=0.0091), semana 22 y 28 (c)(**p=0.0031), semana 22 y 30
(d)(***p=0.0005) y en la semana 24 y 30 (e)(*p=0.0405). Y en el grupo sacarosa con
ejercicio se encontré una disminucion estadisticamente significativa en el peso
corporal entre la semana 20 y 26 (f)(*p=0.0405) y entre la semana 22 y 26
(9)(*p=0.0405). Por otro lado, también se encontré significancia estadistica en el
peso corporal del grupo control con ejercicio entre la semana 22 y la 28
(h)(**p=0.0053) (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en el peso corporal por grupo
experimental de la semana 20 a la semana 30.

Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en el peso corporal por grupo experimental de la
semana 20 a la semana 30. Las letras iguales minuscula en un mismo grupo muestran diferencia

significativa (p<0.05) entre las diferentes semanas.
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El aumento de peso del grupo control con ejercicio podria ser porque el consumo de
alimento fue mayor durante el tratamiento con el ejercicio y ademas en este grupo no
se observd grasa abdominal ni acumulacién de grasa hepatica al momento del
sacrificio. Se necesitarian mas estudios para comprobar si el aumento de peso
podria ser derivado del aumento de la masa muscular ya que no hay evidencia

cientifica actual que lo indique claramente.

Esto es consistente con investigaciones que indican que los ratones que realizan
ejercicio y a pesar de consumir dieta alta en grasas, mantendrian un peso corporal
mas bajo que los ratones sedentarios como en el estudio de Marques y
colaboradores (Marques et al., 2010), intervinieron con ratones de la cepa C57BL/6
para evaluar los efectos del entrenamiento fisico sobre la enfermedad del higado
graso no alcohdlico en ratones. Se dividieron en dos grupos durante ocho semanas:
grupo estandar y grupo con dieta alta en grasa. En este estudio concluyeron que el
ejercicio permitio la disminucion de peso corporal disminuyendo los efectos nocivos
de una dieta alta en grasa. En el estudio de Harris y colaboradores (Harris et al.,
2016), determinaron el efecto del ejercicio en la prevencion de la esteatosis hepatica
y la expresion de genes lipogénicos, utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6
alimentados con una dieta 60% provenientes de grasa durante 10 semanas.
Después del aumento de peso, se asigno aleatoriamente a los ratones a una dieta al
10% de grasas con ejercicio o sin ejercicio para inducir la pérdida de peso durante 8
semanas. Concluyeron que el ejercicio contrarresté algunos de los efectos nocivos
del aumento del peso corporal en el desarrollo de HGNA. En el estudio de Yuan y
colaboradores (Yuan et al., 2013), intervinieron con dieciocho ratones de la cepa
C57BL/6 se dividieron en dos grupos: 6 ratones alimentados con dieta estandar (NC)
y 12 ratones alimentados con dieta alta en grasas (HFD) durante 10 semanas para
producir un modelo de resistencia a la insulina. El grupo de dieta alta en grasas se
subdividié en grupos de control sedentario + HFD (n=6) y grupo con ejercicio + HFD
(n=6). Los ratones del grupo con ejercicio se sometieron a 6 semanas de carrera en
cinta. El peso corporal de los ratones eran los mismos al comienzo de este estudio;

sin embargo, comenzaron a cambiar después de 4 semana, el peso corporal de los
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ratones del grupo con ejercicio + HFD que se sometieron a un régimen de ejercicio
aerobico de 6 semanas disminuyé significativamente en comparacion con el grupo

control sedentario + HFD.

Diferencia del peso corporal entre grupo

No se encontraron diferencias significativas en la diferencia del peso corporal durante
las semanas induccién al higado graso (Figura 7A). Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas entre peso corporal del grupo sacarosa sin ejercicio contra
el grupo sacarosa con ejercicio (**p=0.0012) al finalizar las semanas del tratamiento
(Figura 7B), en este grupo la pérdida de peso corporal es a consecuencia del
tratamiento con el ejercicio y debido a que existe una fuerte asociacién entre HGNA y
obesidad, se ha demostrado que la pérdida de peso y el ejercicio tienen efectos
positivos en los valores bioquimicos e histolégicos (Ordonez et al., 2015).
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Figura 7. Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en el peso corporal entre los
grupos experimentales.

Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en el peso corporal entre los grupos experimentales,
A. Induccién al higado graso (semana 1-20), B. Tratamiento con el ejercicio (semana 20-30).
**Diferencias estadisticamente significativa entre los grupos sacarosa sin ejercicio (17.28 [1.160-18.44]
g) y sacarosa con ejercicio (13.16 [-12.97-0.1900] g) p=0.0012.
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Algunos estudios mostraron hallazgos similares a los resultados de esta
investigacion. En el estudio de Mamikutty y colaboradores (2015), utilizaron como
modelo experimental ratas macho Wistar el cual consumieron una solucién de
fructosa al 20% durante ocho semanas. Como resultado el modelo del estudio
mostro diferencias significativas en el perfil metabdlico que cumplen los criterios de
sindrome metabdlico, aumentaron de peso corporal, IMC, circunferencia abdominal y
acumulacion de tejido adiposo abdominal a comparacion con el grupo control
(Mamikutty et al., 2015). En el estudio de Acosta-Cota y colaboradores (2019),
determinaron la ingesta de sacarosa al 50% durante 20 semanas. El grupo con
sacarosa disminuyo significativamente la ingesta de alimentos y tuvieron mayor peso
corporal de la semana 16 a la 20 (p <0.05) en comparacion con el grupo control
(Acosta-Cota et al., 2019). En el estudio de Togo y colaboradores (2019),
determinaron con la cepa C57BL/6 en diferentes grupos: en el grupo donde la
sacarosa se administré en forma solida (como parte de una comida para roedores) y
en el grupo donde se proporcioné dieta estandar y sacarosa en una solucién liquida
(en agua potable) durante 8 semanas. Se monitorizo el peso corporal, la composicion
corporal, la ingesta y el gasto energético, asi como las pruebas de tolerancia a la
glucosa e insulina. Como resultados obtuvieron que el consumo de agua endulzada
con sacarosa condujo a un aumento de grasa corporal en ratones de la cepa
C57BL/6, sugiriendo que el consumo de sacarosa liquida puede contribuir de manera
importante a la desregulacion del peso corporal y los sindromes metabdlicos
relacionados (Togo et al., 2019).

Lo contrario a estos hallazgos, Plazas-Guerrero reportdé que en su estudio que tuvo
como duracion 20 semanas no hubo diferencia significativa en el peso corporal entre
las semanas 0 y 2 y entre las semanas 15 y 24 de intervencion entre los grupos
experimentales: grupo control y grupo sacarosa. Sin embargo, el grupo de sacarosa
tuvo un peso corporal significativamente menor desde la semana 3 hasta la semana
14 de intervencion en comparaciéon con el grupo de control (p <0,05) (Plazas-
Guerrero et al., 2019). Schultz y colaboradores (Schultz et al., 2015), encontraron
que en los ratones de la cepa C57BL/6 no encontraron diferencias relevantes en el
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peso corporal en comparacion con los animales alimentados con una dieta rica en
sacarosa durante 15 semanas a comparacion con en el grupo control, reportaron que
ni la ingesta de alimentos ni la ingesta energética de los animales mostraron
diferencias significativas durante el experimento. En consecuencia, la evolucion del
peso corporal no fue diferente entre los grupos. McCluskey y colaboradores
(McCluskey et al., 2020), intervinieron con ratas hembras Sprague Dawley durante
40 dias con dos grupos diferentes: el primer grupo control con acceso a dieta
estandar y agua ad libitum. Un segundo grupo alimento rico en sacarosa tuvo acceso
libre a comida que contenia 66,6% de kcal provenientes de sacarosa y agua ad
libitum y el tercer grupo tuvo acceso a dieta estandar y solucion de sacarosa al 30%.
El consumo de sacarosa por las ratas del grupo con solucion de sacarosa al 30%
aumentd gradualmente y el dia 14 fue igual al de las ratas del grupo alimento rico en
sacarosa. La ingesta de alimento disminuyo en las ratas del grupo con solucion de
sacarosa al 30%, pero su ingesta energética se mantuvo mas alta que en las ratas
de los grupos control o grupo alimento rico en sacarosa. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en el aumento de peso entre los grupos durante el estudio.
Los estudios mencionados anteriormente reportan lo contrario a los hallazgos del
presente estudio, el peso corporal no se mantuvo igual en los grupos que fueron
alimentados con sacarosa. Se encontré un incremento de peso corporal en los
ratones que consumian sacarosa y eran sedentarios, esto puede ser debido al
tiempo de exposicidon con la solucion de sacarosa, el cual en la presente
investigacion fueron 30 semanas de exposicion, podria ser que, entre una mayor
exposicidn, mayor podria ser la alteracion metabdlica reflejado en el aumento de
peso corporal. Por otro lado, el ejercicio disminuyé el peso corporal en el grupo de
sacarosa con ejercicio y esto es porque se ha reportado que los ratones con ejercicio
mantienen el peso corporal mas bajo que los ratones sedentarios (Marques et al.,
2010), es decir, que el ejercicio puede contrarrestar algunos de los efectos nocivos
del aumento del peso corporal en el desarrollo de HGNA (Harris et al., 2016).
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Niveles de Glucosa, Insulina y HOMA-IR

Glucosa

Se encontré un aumento estadisticamente significativo en los niveles de glucosa
comparando la semana 20 y la semana 30 en el grupo sacarosa sin ejercicio *(*p=
0.0210). Se encontraron diferencias significativas entre el grupo control con ejercicio
con el grupo control sin ejercicio (a)(*p=0.0196) y el grupo sacarosa sin ejercicio
(b)(*p=0.0297) (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del consumo de sacarosa y/o el egjercicio en los niveles de glucosa en
suero.

*Diferencia estadisticamente significativa en el grupo sacarosa sin ejercicio en la semana 20 (160
[128-288] mg/dL) vs. 30 (137.8 [177.9-315.7] mg/dL) *p=0.0218. También se encontro diferencia
significativa entre el grupo control con ejercicio (a) (83.90 [120.7-204.6] mg/dL) vs. grupo control
sin ejercicio (a) (173.5 [131.5-305.0] mg/dL) p=0.0196 y entre el grupo control con ejercicio (b)
(83.90 [120.7-204.6] mg/dL) vs. grupo sacarosa sin ejercicio (b) (137.8 [177.9-315.7] mg/dL)
p=0.0297.
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Este hallazgo concuerda con otros resultados reportados en la literatura, donde se
indica que, el consumo cronico de sacarosa conduce a la hiperglucemia y al
desarrollo de intolerancia a la glucosa (Acosta-Cota et al., 2019; Plazas-Guerrero et
al., 2019; Van Herck et al., 2017). Esto puede ser por el aumento de la
gluconeogénesis que eleva los niveles de glucosa y a su vez aumenta la lipogénesis
de novo. Ambas vias metabdlicas producen un aumento de acidos grasos libres que
se esterifican como triglicéridos (Acosta-Cota et al., 2019; Plazas-Guerrero et al.,
2019).

Una posible explicacion del porque el grupo control con ejercicio aumentd los niveles
de glucosa sanguinea es debido a que la cepa de los ratones C57BL/6N tiene una
tendencia genética a adquirir hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa y diabetes
mellitus tipo 2 (Anstee & Goldin, 2006; Sanchez et al., 2015; Van Herck et al., 2017,
Recena et al.,, 2019; da Silva Filomeno et al., 2020) este grupo era sedentario y

comian a libre demanda.

Se ha reportado que el ejercicio promueve una disminucidn de la glucosa plasmatica
como el estudio de Cho y colaboradores (Cho et al., 2014), concluyeron que los
ratones que realizaron ejercicio de intensidad moderada mediante la cinta rodante
motorizada mejoraron la tolerancia a la glucosa alterada y la resistencia a la insulina
secundaria a una dieta alta en grasas. Rector y colaboradores (Rector et al., 2011),
observaron que un aumento de la B-oxidacion mitocondrial y la supresion de la
lipogénesis de novo hepatica mejord la tolerancia a la glucosa en el grupo que
realizaba ejercicio de intensidad moderada en una cinta rodante. Nikroo y
colaboradores (Nikroo et al., 2020), utilizaron 37 ratas macho con higado graso no
alcohdlico inducido con una dieta alta en grasas durante 12 semanas tenian como
objetivo evaluar el efecto del ejercicio de intensidad moderada sobre el higado graso
no alcohdlico y como resultado obtuvieron que el ejercicio tiene un efecto positivo
sobre la homeostasis de la glucosa debido a que el ejercicio aumenta la capacidad
de respuesta a la insulina mediante el aumento del transportado GLUT4, el aumento

del IRS y el aumento de la masa muscular, confirmando que ejercicio aerobico en la

58



mejora de la funcion de la insulina al reducir la acumulacion de triglicéridos
intracelulares y aumentar la oxidacion de los acidos grasos. También se ha reportado
que el ejercicio requiere de oxigeno y una de las maneras en las que se obtiene la
energia necesaria para distribuir oxigeno al musculo es mediante la oxidacion de la

glucosa (Berzigotti et al., 2016).
Insulina y HOMA-RI

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de

insulina ni en el calculo del HOMA-RI entre los grupos (Figura 9 Ay B).
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Figura 9. Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en los niveles de insulina en suero y el
calculo de HOMA-RI.

Los resultados de la insulina (A) se expresan como medianas y rangos. Y los resultados se del
HOMA-RI (B) se expresan como medias * deviacién estandar. No se encontraron diferencias

significativas en los grupos.

Como se ha mencionado, la dieta rica en sacarosa se ha relacionado con obesidad
mostrando hiperglucemia e hiperinsulinemia (Schultz et al., 2015) y los hallazgos de
este estudio muestran lo contrario a lo reportado en otros estudios sobre que el
ejercicio aerobico mejora la tolerancia a la glucosa alterada y la resistencia a la
insulina secundaria a una dieta alta en grasas (Cho et al., 2014; Nikroo et al., 2020).
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En el estudio de Wang y colaboradores (Wang et al., 2018), intervinieron en 20
ratones db/db con diabetes mellitus tipo 2, el cual se dividieron aleatoriamente en dos
grupos (n = 10 en cada grupo) un grupo recibio tratamiento con ejercicio aerdbico
durante 30 dias. El dia 30, se utilizaron ratones para evaluar la tolerancia y
resistencia a la glucosa e insulina. Concluyeron que el ejercicio aerdbico es
beneficioso para la mejoria de la resistencia a la insulina y los lipidos en sangre a
través de la via de sefializacion ERK / AMPK mediada por TLR-4 en la progresion de

la diabetes mellitus tipo 2.

En el estudio de Chen y colaboradores (Chen et al., 2020), utilizaron ratones macho
de la cepa C57BL/6J y los colocaron a ejercicios de natacion (60 min/dia, 5
dias/semana durante 8 semanas), encontraron que el ejercicio de natacion a largo
plazo mejoro6 la sensibilidad a la insulina en comparacion con los grupos sedentarios
segun lo indexado por la evaluacién del modelo de homeostasis de prueba de
resistencia a la insulina (HOMA-RI), glucosa e insulina.
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Perfil de lipidos

Colesterol total

Se encontr6 una disminucidn estadisticamente significativa de los niveles de
colesterol total en el grupo control con ejercicio entre la semana 20 y 30 (*p=0.0156)
y en el grupo sacarosa con ejercicio entre la semana 20 y 30 (*p=0.0156) (Figura
10). En el estudio de Fernandes-Lima y colaboradores (2016) reportaron que en
respuesta a la exposicién de la dieta alta en sacarosa en ratones machos Swiss
Webster mostraron cambios en los niveles séricos de colesterol (Fernandes-Lima et
al., 2016), sin embargo, a pesar del consumo cronico de una dieta alta en sacarosa
el ejercicio aerobico disminuye los niveles plasmaticos de colesterol total, elevando
los niveles de colesterol-HDL y disminuyendo el colesterol-LDL (Aoi et al., 2011;
Rocco et al., 2011; Wei et al., 2005).
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Figura 10. Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en el nivel de colesterol total en suero.
*Diferencias estadisticamente significativas en el grupo control con ejercicio en la semana 20 (61.60
[133.1-194.7] mg/dL) vs. semana 30 (56 [103.7-159.7] mg/dL) *p= 0.0156 y en el grupo sacarosa con

ejercicio en la semana 20 (114 [141.3-255.6] mg/dL) vs. semana 30 (88.75 [112.8-201.6] mg/dL)
*p=0.0156.
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La ingesta cronica de carbohidratos combinada con la resistencia a la insulina
periférica promueve la acumulacion de glucosa en higado, donde se convierte en
acidos grasos libres a través de la lipogénesis de novo lo que conduce a una
sobreacumulacion de triglicéridos y ésteres de colesterol en el higado (Zivkovic et al.,
2007) desarrollando el HGNA. El ejercicio puede mejorar el metabolismo de los
lipidos hepaticos al regular las enzimas que se relacionan con la oxidacion y la
lipogénesis de los acidos grasos libres. EI mecanismo subyacente al efecto inhibidor
del ejercicio sobre el trastorno metabdlico de los lipidos en el higado aun no esta
claro, se necesitan mas estudios al respecto (Aoi et al., 2011). Sin embargo, lo que
se menciona en la literatura es que se predice que el ejercicio mejora el HGNA a
través de diferentes mecanismos: 1) la reduccion del contenido de grasa
intrahepatica, 2) el aumento de la tasa de (3-oxidacion, 3) la autofagia hepatica de los
acidos grasos, 4) la activacion de PPAR-y, y 5) la disminucion del nivel de estrés
oxidativo inducido por la HGNA, la inflamacion y la apoptosis inducida por
mitocondrias (Farzanegi et al., 2019).

Se reportd en el estudio de Cho y colaboradores (2014) que los ratones alimentados
con una dieta alta en grasas con ejercicio ejercicio de intensidad moderada tenian
una concentracion de colesterol total significativamente mas baja (p <0,05) que los
ratones con dieta alta en grasas sedentarios (Cho et al., 2014), esto quiere decir que
el ejercicio es capaz de reducir el colesterol sérico debido a la actividad de la
lipoproteina lipasa que aumenta con el ejercicio, permitiendo la oxidacion de los
acidos grasos (Marques et al., 2010).
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Colesterol-HDL

Se presentd una disminucidn estadisticamente significativa en los niveles de
colesterol-HDL en el grupo control sin ejercicio en comparacion con el grupo
sacarosa con ejercicio (a)(*p=0.0174). También se observd que en el grupo sacarosa
con ejercicio aumento significativamente en los niveles de colesterol-HDL entre la
semana 20 y 30 (**p=0.0050) (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en el nivel de colesterol-HDL en suero.

**Diferencia estadisticamente significativa en el grupo sacarosa con ejercicio en la semana 20
(50.75 + 6.336) vs. la semana 30 (80.07 + 18.77) **p= 0.0050 y en el grupo control sin ejercicio
(a)(48.63+ 9.494) vs. grupo sacarosa con ejercicio (a)(80.07 + 18.77) *p=0.0174.

La dieta alta en sacarosa y el sedentarismo disminuye la concentracion de HDL
(Ordonez et al, 2015) sin embargo, el ejercicio aerObico aumenta las
concentraciones de colesterol-HDL (Cho et al., 2014; Mann et al., 2014; Wang & Xu,
2017). En el estudio de Tiainen y colaboradores (2016), probaron que el ejercicio
aerobico durante 6 meses puede mejorar la capacidad de transporte de peréxido de
lipidos de las HDL. El aumento de los niveles de HDL se correlacioné positivamente

con el aumento del VO2max durante la intervencion en este estudio.
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Rocco y colaboradores (2011), reportaron que el entrenamiento con ejercicio
aerdbico mejora el transporte inverso de colesterol de macrofagos en ratones de la
cepa CETP-tg al aumentar la concentracion de HDL en plasma y al modular los
niveles de proteina de los receptores hepaticos involucrados en la captacion del
colesterol esterificado.

Triglicéridos

Se observd una disminucion en los niveles triglicéridos en los grupos bajo el régimen
del ejercicio aerdbico y un aumento en los niveles de triglicéridos en los grupos
sedentarios, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p>0.05) (Figura 12). Similar a lo reportado en otras revisiones (Cho et al., 2014,
Yang et al., 2012) observandose niveles similares de triglicéridos entre los grupos en
estos estudios. Aun no son muy claros los mecanismos involucrados del ejercicio en
el metabolismo de las grasas, sin embargo, se ha reportado que el ejercicio podria
mejorar la capacidad de los musculos esqueléticos para utilizar los lipidos (acidos
grasos o triglicéridos almacenados) en lugar del glucégeno muscular reduciendo los
niveles bioquimicos en plasma del perfil de lipidos (Mann et al., 2014). EIl higado
sintetiza las lipoproteinas que se encargan de distribuir los triglicéridos hacia la célula
muscular y el tejido adiposo, como los quilomicrones y las VLDL que son los que
transportan los acidos grasos en forma de triglicéridos.
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Figura 12. Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en los niveles de triglicéridos en suero.
Los resultados se expresan como medias + y deviacion estandar. No se encontraron diferencias

significativas en los grupos.

Se ha descrito que el ejercicio aerébico aumenta la actividad de la lipoproteina lipasa
(LPL), enzima que permite la entrada de las lipoproteinas a otros tejidos o células
promoviendo la disminucion de las concentraciones bioquimicas del perfil de lipidos
(Wang & Xu, 2017). También se ha reportado en diferentes estudios que el ejercicio
activa las vias del metabolismo de los lipidos reguladas por AMPK en el higado,
promoviendo una reduccién de la actividad de malonyl-CoA, lo cual permite que
mejore la accion de la enzima carnitina acil transferasa 1, mejorando la oxidacion
mitocondrial, el transporte de los acidos grasos (Oliveira et al., 2016; Berzigotti et al.,

2016) y promoviendo la B-oxidacion.
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El ejercicio inhibe la actividad hepatica de esteraroil-Coa desaturasa 1 (SCD-1),
ACC, FAS y de SREBP-1 disminuyendo la actividad metabdlica de la lipogénesis de
novo (Berzigotti et al., 2016; Zheng & Cai, 2019; Farzanegi et al., 2019), por lo que el
ejercicio activa la lipolisis en varios tejidos incluyendo el adiposo, permitiendo la
produccion de acetil-CoA a través de la B-oxidacion (Hashida et al, 2017) y
permitiendo el flujo en el ciclo de acido tricarboxilico (TCA) en el mdusculo
esquelético, por lo que se sugiere que el ejercicio puede mejorar la oxidacion
completa de los lipidos tanto en el higado como en el musculo esquelético

(Farzanegi et al., 2019).

Se esperaba que en el grupo dieta alta en sacarosa sin ejercicio tuviera significancia
estadistica en el aumento de niveles de triglicéridos en suero comparando la semana
20 con la 30, sin embargo, no sucedio y esto podria ser debido a que se presentd
una mayor acumulacion de triglicéridos en el higado (Yang et al., 2012; Alex et al.,
2015). En la Figura 14B se podria demostrar lo mencionado anteriormente,
afirmando que el consumo cronico de sacarosa sin actividad fisica permite la
acumulacion de triglicéridos en el tejido hepatico aunque no se refleje de manera

significativa en suero.
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Aminotransferasas

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en los niveles de alanina
y aspartato aminotransferasa (Figura 13 A y B). Estos hallazgos muestran lo
contrario a la literatura revisada. En el estudio de Cho y colaboradores (2014) se
utilizaron diferentes grupos de ratones macho de la cepa C57BL/6. Los ratones del
grupo dieta alta en grasa con ejercicio tenian los valores significativamente mas altos
de niveles de ALT en suero que los ratones del grupo control sedentarios (p <0.001),
sin embargo, los ratones del grupo dieta alta en grasa con ejercicio tenian valores
significativamente mas bajos (p <0.001) de niveles de ALT en suero que los ratones
dieta alta en grasa sedentarios (Cho et al., 2014) por lo que se ha evidenciado que el
ejercicio mejora los valores bioquimicos de la alanina aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotranferasa (AST)(Schultz et al., 2012; Alex et al., 2015).
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Figura 13. Efecto del consumo de sacarosa y/o el gjercicio en los niveles de alanina (A) y aspartato
aminotransferasa

Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en los niveles de alanina (A) y aspartato
aminotransferasa (B). Los resultados se expresan como medianas y rangos. No se encontraron

diferencias significativas entre los grupos.
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Sin embargo, en el presente estudio experimental no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en los niveles de ALT y AST, una
posible explicacion seria que el reflejo de las enzimas transaminasas en los valores
bioquimicos depende del tipo de muerte célular que surgié en los hepatocitos, es
decir si fue por necrosis o por apoptosis. En ambas maneras se refleja un dafo
hepatico en la histologia pero si la muerte célular fue por apoptosis no se refleja en
los valores bioquimicos de las transaminasas (Torres, 2006). La apoptosis de los
hepatocitos es un proceso que se observa a menudo en pacientes con HGNA. Es
una muerte celular programada que conduce a cambios morfolégicos y muerte
celular. El ejercicio atenua la apoptosis tanto en el modelo humano como en el
animal, en un estudio reciente de Hajighasem y colaboradores (2018) demostraron
que los ejercicios continuos y por intervalos mejoran significativamente la apoptosis

de las células hepaticas en ratas con HGNA (Hajighasem et al., 2018).
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Peso del higado y triglicéridos hepaticos
No se encontraron diferencias significativas en el peso del higado entre los grupos
(p>0.05) (Figura 14 A). Estos resultados son lo contrario a lo reportado en la
evidencia cientifica donde concluyen que, a mayor ingesta de sacarosa, mayor

porcentaje en peso del higado (Acosta-Cota et al., 2019).
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Figura 14. Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en los niveles de ftriglicéridos
hepéticos y en el peso del higado.

Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio en los niveles de triglicéridos hepaticos y en el
peso del higado. (A) No se presentaron diferencias significativas en el peso del higado entre los
grupos. (B) **Diferencias estadisticamente significativas en los triglicéridos hepaticos entre el

grupo control con ejercicio (906.0 [29.49-935.5] g) vs. el grupo sacarosa sin ejercicio (1052 [611.9-

Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en los niveles de triglicéridos
hepaticos entre el grupo control con ejercicio y el grupo sacarosa sin ejercicio
(**p=0.0044) (Figura 14 B). En algunos articulos de revision se ha reportado que el
consumo cronico de sacarosa aumenta la acumulacion de triglicéridos hepaticos
(Romero-Gémez et al., 2015; Basaranoglu et al., 2015; Jensen et al., 2018). Y en
estudios experimentales como el de Sun y colaboradores (2019) reportaron que el
consumo cronico de sacarosa ad libitum en ratas macho Wistar aumentd la
acumulacion de lipidos hepaticos (Sun et al., 2019). Cruz y colaboradores (2020)
investigaron en un estudio experimental los efectos a largo plazo de la ingestion de

una solucion de sacarosa al 40% sobre los parametros séricos y hepaticos en ratas
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macho Wistar. Después de 180 dias, el consumo cronico de sacarosa aumento los
niveles de triglicéridos en el higado de los animales del grupo alimentados con
sacarosa (Cruz et al., 2020). Alex y colaboradores (2015) investigaron el efecto del
ejercicio en ratones machos de la cepa C57BL/6 alimentados con una dieta
deficiente en colina enriquecida con sacarosa durante 5 semanas. Los ratones
después de las 5 semanas fueron divididos en dos grupos: grupo de ejercicio y grupo
sedentario. La rutina de ejercicio fue durante 3 semanas, 5 veces por semana, 1
h/dia en cinta rodante motorizada. Como resultado obtuvieron una disminucion de los
triglicéridos hepaticos el grupo de los ratones que realizaron ejercicio. La explicacion
segun este estudio menciona que en cada sesion de ejercicio hay una disminucién
menor en la reserva de triglicéridos hepaticos, lo que lleva acumulativamente a una
reduccion del 30% en los niveles de triglicéridos hepaticos después de 3 semanas de
ejercicio (Alex et al., 2015). Ghareghani y colaboradores (2018) utilizaron en su
estudio un total de 24 ratones machos de la cepa C 57 divididos en 3 grupos n = 8
(grupo 1: control, grupo 2 y 3 dieta alta en grasas). Los grupos 2 y 3 se alimentaron
con una dieta rica en grasas durante 13 semanas. El grupo 3 fue sometido a una
rutina de ejercicio durante 10 semanas. Los resultados de este estudio encontraron
una reduccion de los triglicéridos hepaticos después de la intervencion con el
ejercicio al final del experimental. Como posible explicacidn, predicen que se debe a
una reduccién de la absorcion de acidos grasos y una reduccion de la actividad de la
lipogénesis (Ghareghani et al., 2018). Por ello, el ejercicio aerdbico se emplea como
una estrategia para inhibir la progresion de la HGNA en sus primeras etapas, debido
a que disminuye la captacion de los acidos grasos libres y estimula la hidrolisis de los
triglicéridos (Stefan et al., 2018).
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Cambios histopatoldgicos del higado

En las muestras histologicas hepaticas del C+EA se observé una estructura porta,
vena central y parénquima normal formado por hepatocitos con una arquitectura
conservada, en el que se aprecia el citoplasma y el nucleo (Figura 15 (a, b, c)). En el
analisis histopatolégico del grupo C-EA mostré escasa presencia de esteatosis
microvesicular (Figura 15 (d, e, f)). En el grupo S-EA se encontr6 presencia de
esteatosis macro, microvesicular, células balonadas (Figura 15 (g, h, i)) y una ligera
presencia de células inflamatorias (no mostrado). Y por ultimo el grupo S+EA mostro

una ligera presencia de esteatosis microvesicular.

EP VC

C+EA

S-EA

S+EA

Figura 15. Histologia hepatica.

Efecto del consumo de sacarosa y/o el ejercicio sobre la histopatologia del higado. C+EA: grupo
control con ejercicio (a, b, c), C-EA: grupo control sin ejercicio (d, e, f), S-EA: grupo sacarosa sin
ejercicio (g, h, i) y S+EA: grupo sacarosa con ejercicio (j, k, I). Se muestran la estructura porta (EP),
las venas centrales (VC) y parénquima (Pa) en los cuatro grupos experimentales. La esteatosis
microvesicular esta indicada por flechas. La esteatosis macrovesicular se indica mediante circulos y
las células balonadas en cuadrados. Hematoxilina y eosina, aumento 40X.
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Grado de actividad

En la Tabla 5 se representa el grado de actividad de la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA) segun el sistema de puntuacion histologica de la red de investigacion clinica
de EHNA (Tabla 4). Mostrando el grupo de sacarosa sin ejercicio con el grado mas

alto de EHNA a comparacién de los demas grupos.

Tabla 5. Resultados de grado de actividad EHNA

Grupo Esteatosis Inflamacién Células EHNA
lobular balonadas (grado)
Control con 0 0 0 0
ejercicio
Control sin 1 0 0 1
ejercicio
Sacarosa sin 3 2 2 7
ejercicio
Sacarosa 2 1 1 4

con ejercicio

Estos hallazgos son similares a lo reportado en la literatura donde encontraron
esteatosis macrovesicular y microvesicular asociado al consumo crénico de sacarosa
(Acosta-Cota et al., 2019; Plazas-Guerrero et al., 2019). Aoi y colaboradores (Aoi et
al., 2011), observaron cambios histologicos en los ratones KK / Ta, la acumulacion
de triglicéridos que tenian por la exposicion a una dieta alta en sacarosa se redujo
significativamente con el ejercicio. En el estudio de Cho y colaboradores (Cho et al.,
2014), el grupo con dieta alta en grasa tenia mas esteatosis micro y macrovesicular
que el grupo control. Sin embargo, 8 semanas de ejercicio aerdbico atenuaron la
esteatosis hepatica en el grupo de dieta alta en grasa con ejercicio a comparacion
del grupo sedentario. Por lo que concluyeron que el ejercicio aerdbico durante 8
semanas mejord la esteatosis hepatica a pesar del consumo de una dieta alta en

grasas.
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El consumo cronico de sacarosa presenta mayor porcentaje de esteatosis y mayor
grado de EHNA segun el sistema de puntuacion (LaBrecque et al., 2012). El ejercicio
disminuye la progresion de la enfermedad a pesar del consumo cronico de una dieta

alta en sacarosa.
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CONCLUSIONES

En modelos experimentales in vivo, el consumo de sacarosa durante 30 semanas
conduce a una alteraciéon en el peso corporal, incremento de la glucosa en suero,
acumulacion de triglicéridos hepaticos, esteatosis micro y macro vesicular, células

balonadas e inflamacion lobular.

En nuestro estudio se pudo apreciar que, el ejercicio previene los efectos negativos
asociados al consumo de sacarosa, debido a que promueve el aumento en el gasto
energético y mejora el metabolismo de las grasas y carbohidratos en los ratones
intervenidos. Esos beneficios se pueden ver reflejados en las mejoras observadas en
las variables como el peso corporal, los niveles de glucosa en suero, el perfil de
lipidos, las concentraciones de triglicéridos hepaticos, asi como en la evidente
disminucidn de esteatosis hepatica, de tal manera que con este estudio podriamos
decir que, el ejercicio aerobico a un 75% Vozmax en un tiempo estimado de 8
semanas consecutivas con una frecuencia de 5 veces por semana, detiene el
desarrollo del higado graso no alcohdlico relacionado con el consumo de altas

concentraciones de sacarosa.
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