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RESUMEN

El Higado Graso No Alcohdlico (HGNA) involucra un mecanismo multifactorial en el
que la alteracion en el metabolismo de lipidos causa dafio hepéatico. Numerosos
estudios han demostrado que la administracion de Triglicéridos de Cadena Media
(TCM), en la enfermedad de HGNA, contribuyen en la mejora de la esteatosis hepatica.
Objetivo general: Evaluar el efecto de los TCM en el HGNA, inducido por sacarosa,
en ratones de la cepa C57BL/6n. Metodologia: Se utilizaron 40 ratones macho
C57BL/6n, a los que se les indujo el HGNA. Los ratones con HGNA sobrevivientes se
dividieron aleatoriamente en 4 grupos (n=6) y fueron intervenidos por 10 semanas con
dieta estandar o con la adicion de TCM ad libitum: grupo 1: control, (dieta estandar y
agua); grupo 2: TCM, (TCM); grupo 3: sacarosa, (alta en sacarosa); y grupo 4:
sacarosa con TCM, (dieta alta en sacarosa y TCM). EIl peso corporal se registro
semanalmente. Al inicio y al final de la intervencion se analizé: Colesterol Total (CT),
Colesterol HDL (c-HDL), Triglicéridos (TG), glucosa, insulina, Alanino
Aminotransferasa (ALT) y Aspartato Aminotransferasa (AST) y se calcul6 el Modelo de
Homeostasis de Resistencia a la Insulina (HOMA-IR). Al término de la intervencion,
se recolectd el higado, se analizé su peso, se cuantificaron TG, y se analizé la
histologia hepatica. Resultados: Se encontrdé una disminucion significativa de peso
corporal en el grupo TCM comparado con el grupo control (p=0.0361). EI CT, aumenté
significativamente al final de la intervencion en el grupo TCM comparado con el grupo
control (p=0.0014). EIl c-HDL aumentd significativamente en el grupo TCM en tiempo
final comparado con el tiempo basal (p<0.0001). Se encontré una disminucién
significativa en la glucosa, en el tiempo final, en el grupo TCM comparado con el grupo
sacarosa (p=0.0253). ALT y AST aumentaron significativamente en el tiempo final del
grupo TCM comparado con el grupo control (ALT, p=0.0365; AST, p=0.0040). Elgrupo
TCM disminuyo significativamente en los TG hepaticos comparado con el grupo control
(p=0.0084). En el andlisis histopatolégico del higado el grupo control desarrollé grado
4 de Esteatohepatitis No Alcohélica (EHNA), el grupo sacarosa grado 2, el grupo TCM

grado 3 y el grupo sacarosa + TCM grado 6. Conclusiones: el tratamiento con 25
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mL/kg/dia de TCM, durante 10 semanas, redujo la EHNA en ratones C57BL/6n con
HGNA en el grupo TCM en comparacién con el grupo control, asi como la
administracion de TCM mejoro significativamente los niveles de c-HDL, glucosa en
suero, TG hepaticos, aumentaron significativamente el CT, ALT y AST. Se encontro
una mejoria en los resultados tras el consumo de TCM, tanto en suero como en tejido
hepético, sin embargo, las concentraciones de las transaminasas se elevaron al final
de la intervencion, por lo que consideramos importante que para recomendar

ampliamente el consumo de TCM se necesitan realizar mas estudios de investigacion.

Palabras clave: sacarosa, higado graso no alcohdlico, triglicéridos de cadena media,
acidos grasos de cadena media, esteatosis hepatica, ratones C57BL/6n, resistencia a

la insulina, enzimas hepaticas.



INTRODUCCION

El Higado Graso No Alcohdlico (HGNA) es una manifestacion hepatica del Sindrome
Metabolico (SM) y afecta al 25-30% de la poblacion en general, siendo los factores de
riesgo casi idénticos a los del SM. El desarrollo natural de la enfermedad implica
progresion a cirrosis y cancer hepatocelular. El aumento en la aparicion de HGNA por
encima de otras enfermedades hepéticas han inspirado a la ciencia a cambiar el
enfoque clinico de la enfermedad, ya que la enfermedad ha entrado en conjunto con
cirrosis y cancer hepatocelular como la segunda causa de trasplante de higado en
Estados Unidos (Bellentani, 2017).

Actualmente, ha surgido la controversia acerca de la ingesta de Hidratos de Carbono
(HCO) dietarios en los efectos metabdlicos a nivel hepatico. Especificamente, se habla
de la fructosa, ya que se ha demostrado su relacion con el aumento en la concentracion
de Triglicéridos (TG) en plasma y estimula la Lipogénesis de Novo (LDN) a nivel
hepatico (Riveros, Parada, & Pettinelli, 2014). Dicho lo anterior, los Triglicéridos de
Cadena Media (TCM) han creado gran interés en especial por su posible papel en el
tratamiento y prevencion en enfermedades relacionadas al metabolismo lipidico, ya
que se ha reportado que los TCM no participan directamente en la LDN (Sayago-
Ayerdi, Vaquero, Schultz-Moreira, Bastida, & Sanchez-Muniz, 2008).

Es por esto, que la justificacion del proyecto de investigacion se basa, en que el higado
graso no alcoholico es un problema de salud que afecta a la poblacion, y al ser una
enfermedad generalmente asintomatica pasa desapercibida durante su fase inicial, lo
cual permite que progrese la enfermedad y pueda causar graves dafios en la
funcionalidad hepatica.

Segun lo reportado por la ENSANUT, 2018, en México, el 75.2% de la poblacion adulta
padece obesidad, y el 10.3% cuenta con diagnéstico de diabetes. El higado graso al
estar asociado a desarrollarse en estas enfermedades, y derivado a la alta incidencia
a nivel nacional, presenta una probabilidad elevada de existir sin diagnéstico. Aunado

a esto, un consumo elevado de hidratos de carbono, principalmente simples,



contribuyen en su desarrollo, y la dieta mexicana esta basada principalmente por este
macronutrimento. En ese contexto, el presente proyecto de investigacion se concentro
en inducir el HGNA en ratones de la cepa C57BL/6n con una solucion de sacarosa al
50%, simulando lo que pudiera ocurrir en casos clinicos, para posteriormente
desarrollar una intervencion con TCM y evaluar sus efectos en pardmetros bioquimicos

en suero, asi como en el tejido hepético.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El higado es uno de los principales 6rganos del cuerpo humano, ya que es responsable
de realizar multiples funciones. Es un érgano de fisiologia compleja, y se destacan
sus funciones vasculares, metabdlicas, secretoras y excretoras (Manterola, del Sol,
Ottone, & Otzen, 2017), por lo que cualquier deterioro o afeccion en dicho érgano,
también afectaria a todo el organismo, provocando un significativo desajuste de su
funcionalidad e inclusive la muerte (Alwahsh & Gebhardt, 2017). Se localiza
principalmente en el cuadrante superior derecho del abdomen, y se encuentra
protegido por la caja toracica y el diafragma. El higado se divide en 4 I6bulos, derecho,
izquierdo, caudado y cuadrado. Los l6bulos derecho e izquierdo son los mas grandes,
mientras que los I6bulos caudado y cuadrado son mas pequefios y se encuentran en
la parte posterior del 6rgano. En la parte inferior del I6bulo caudado, se encuentra la
porta hepética, donde la vena porta hepética y la arteria hepatica ingresan al higado
(Wakim, 2017).
Las estructuras primarias que se encuentran en el I6bulo hepatico son:
e Hepatocitos, que forman la mayor parte del I6bulo
e Triadas portales, en cada esquina del hexagono
e Vena central
e Macrofagos hepéaticos (células de Kupffer)
¢ Sinusoides hepaticos, que van desde la vena central hasta las estructuras porta
hepatica
e Canaliculos biliares, que se forman en las paredes de los hepatocitos
adyacentes
e Espacio de Disse, entre los sinusoides y los hepatocitos se encuentra este
pequeno espacio
Las triadas portales o estructura porta hepética estdn compuestas de una arteria
hepatica, una vena porta hepatica y un conducto biliar (Kanel, 2009; Manterola et al.,
2017; Wakim, 2017). A medida que la sangre fluye a través de los sinusoides y el

espacio de Disse, los hepatocitos almacenan los nutrimentos contenidos en la sangre
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y las células de Kupffer atrapan y degluten las células sanguineas desgastadas y las
bacterias (Wakim, 2017).

Enfermedad de Higado Graso No Alcohdlico

Definiciéon

Una afectacion muy comun en el higado es la enfermedad de Higado Graso No
Alcohdlico (HGNA), el cual ha sido considerado como una manifestacion hepatica del
Sindrome Metabdlico (SM) (Lonardo, Ballestri, Marchesini, Angulo, & Loria, 2015;
Takahashi, Sugimoto, Inui, & Fukusato, 2015), en donde su caracteristica principal es
la acumulacion de triglicéridos en el higado en personas que no presentan un excesivo
consumo de alcohol, cuya ingesta sea inferior a 30 g por dia para hombres y 20 g por
dia para mujeres (Softic, Cohen, & Kahn, 2016; Velarde-Ruiz Velasco et al., 2019), por
lo que la enfermedad no esta asociada a la ingesta del mismo (Takahashi et al., 2015).
El término de HGNA ha sido utilizado para denominar diferentes afecciones hepaticas,
gue van desde una esteatosis simple, esteatohepatitis, fibrosis y finalmente cirrosis
hepética, que incluso puede progresar a carcinoma hepatocelular (Caro-Sabido &
Larrosa-Haro, 2019; Kucera & Cervinkova, 2014; Loza-Medrano, Baiza-Gutman,

Ibafiez-Hernandez, Cruz-Lopez, & Diaz-Flores, 2019).

La hipétesis que ha sido mas aceptada para explicar el desarrollo de HGNA es la
“teoria de los dos impactos”, en donde el primer impacto esta relacionado con los
acidos grasos provenientes de la dieta, la lipdlisis y la lipogénesis de novo (Loza-
Medrano et al., 2019; Takaki et al., 2014). De la sintesis de acidos grasos, ademas de
los provenientes de circulacion, son esterificados para formar Triglicéridos (TG), que
encontrandose en sobreproduccion, son acumulados en los hepatocitos, lo cual genera
una lipoperoxidacion, y en conjunto con las especies reactivas de oxigeno (ROS, por

sus siglas en inglés), generan un estrés oxidativo, provocando un dafio hepatico
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importante. Este dafio hepético conlleva a la liberacion de enzimas transaminasas e
inflamacion en el higado. Tanto la inflamacién como el estrés oxidativo son el segundo
impacto del HGNA, favoreciendo la progresion hacia Esteatohepatitis No Alcohdlica
(EHNA) con o sin presencia de fibrosis hepatica, siendo el tercer estimulo que se
encuentra asociado a la progresion de cirrosis hepéatica. En esta etapa el dafio al
higado es irreversible y con gran margen de progresar hacia cancer hepatocelular
(Loza-Medrano et al., 2019).

En la histologia del higado, la concentracién normal de grasa en los hepatocitos debe
ser inferior al 5%, y las cantidades que sobrepasan este valor se clasifican como
esteatosis. Ademas, la acumulacién excesiva de TG en los hepatocitos demuestra la
formacion de HGNA (Loza-Medrano et al., 2019). La caracteristica mas importante en
la histologia del HGNA es la esteatosis en los hepatocitos, la cual es clasificada como
macrovesicular y microvesicular. La esteatosis macrovesicular se caracteriza por la
formacion de grandes vacuolas que ocupan casi todo el citoplasma de los hepatocitos,
empujando el ndcleo hacia la periferia de la célula; en cambio, la esteatosis
microvesicular, se caracteriza por la formacién de multiples vacuolas pequefias que
permiten que el nlcleo permanezca en el centro de la célula. Estas vacuolas o gotas
de lipidos, comunmente se presentan en el citosol, y estan compuestas de TG
envueltos por una monocapa de fosfolipidos. En condiciones fisioldgicas, estos lipidos
ayudan a la generacion de energia que puede ser utilizada como sustrato para la
sintesis de la membrana celular, pero en exceso, puede ocasionar dafio hepatocelular
(Willebrords et al., 2015).

Lipogénesis de Novo

El mecanismo mas investigado del metabolismo de los lipidos hepaticos en relacién
con el desarrollo de HGNA ha sido la lipogénesis de novo.

Como consecuencia de la ingesta de alimentos, los HCO captados del alimento, se
utilizan preferentemente para la formacion de ATP, pero cuando la ingesta de HCO es



excesiva, la via de lipogénesis de novo los convierte en Acidos Grasos (AG), que al
mismo tiempo, pueden ser esterificados en TG en el higado. De igual manera, el
aumento de insulina y glucosa en sangre, que derivan de la Resistencia a la Insulina
(RI), favorecen la conversion de glucosa en AG, al aumentar la expresion de enzimas
glucoliticas y lipogénicas, por medio de la activacion de los factores de transcripcion,
SREBP-1c (proteina 1c de union al elemento regulador de esteroles), ChREBP
(proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos) y LXR (receptor X
hepatico). LXR es un receptor nuclear y el principal regulador de la lipogénesis de
novo, capaz de controlar a los genes que codifican los factores de transcripcion
SREBP-1c y ChREBP. Al mismo tiempo, SREBP-1c también responde a los altos
niveles de insulina en sangre, y los metabolitos de glucosa, que se encuentran en
exceso en los hepatocitos, inducen la expresiéon de ChREBP. Una vez activados estos
factores de transcripcion y el receptor nuclear LXR, incrementan la expresion de genes
que codifican enzimas que se encuentran implicadas en la glucdlisis, en la sintesis de
AG y en la sintesis de TG, dando como resultado un aumento en el depdsito de grasa,
y conjunto con los AG libres que son captados por el higado, da lugar a la esteatosis
hepética. La conversion de glucosa en AG incluye la entrada del piruvato procedente
de la glucdlisis al ciclo de Krebs dentro de la mitocondria. El citrato resultante es
transportado al citosol, en donde se convierte a acetil-CoA por la ATP citrato-liasa
(ACL). Al mismo tiempo, la acetil-CoA-carboxilasa (ACC1), la cual es la primer enzima
limitante de la lipogénesis de novo, convierte el acetil-CoA en malonil-CoA, y se
transforma en palmitoil-CoA, por accién del acido graso-sintasa (FAS). La
desaturacién del acido palmitico puede ser mediante la accién de las enzimas
elongasa de larga cadena 6 (ELOLV6) y estearil-CoA-desaturasa-1 (SCD1), para
finalmente, las enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferasa mitocondrial (GPAT), 1-
acilglicerol-3-fosfato aciltransferasas (AGPATS), la lipina 1 y la DGATZ2, que catalizan
la esterificacion de los acil-CoA sobre los carbonos 1, 2 y 3 del glicerol-3-fosfato
respectivamente, sintetizan glicerolipidos. Asi como LXR, SREBP-1c y ChREBP son
inductores de la expresion de los genes lipogénicos y glucoliticos que participan en la

lipogénesis de novo (Lopez-Oliva Muioz & Mufioz Martinez, 2014).



Alteraciones metabdlicas

Colesterol

El colesterol es un esterol que se encuentra en las membranas de las células, en donde
participa modulando la fluidez, permeabilidad y funcién de la misma, siendo el
elemento estructural bésico del esqueleto de las membranas celulares. Las dos
principales fuentes de colesterol celular provienen de la sintesis de novo y la captacion
de lipoproteinas plasmaticas. El colesterol se sintetiza a partir de la acetil-CoA, por
medio de un proceso de mas de 30 reacciones enzimaticas. La enzima
Hidroximetilglutaril Co-A Reductasa (HMGCR) es la enzima reguladora de la sintesis
de colesterol, y diversos estudios han demostrado que la expresion y actividad de esta
enzima se incrementa en el higado en personas con EHNA, y también se ha
demostrado que la expresion de la enzima presenta una correlacion directa con la
acumulacion de colesterol y dafio hepatico en HGNA, dejando a la HMGCR como una
posible pieza clave para el desarrollo de EHNA, por medio de la acumulacion de
colesterol. Actualmente, se ha considerado al Colesterol Libre (CL) como clave en la
progresion de HGNA, ya que se ha reportado que el CL puede causar disfuncion
mitocondrial, al modificar la permeabilidad de las membranas, asi como activar las
Células de Kupffer (CK) y Células Estrelladas Hepéaticas (CEH), induciendo inflamacion
y fibrosis, y que dichas caracteristicas son representativas de EHNA. La activacion de
estas células junto con la produccién de citocinas pro-inflamatorias es derivada de la
formacién de cristales de colesterol presentes en las gotas de lipidos. Una propuesta
del mecanismo de los cristales de colesterol en el desarrollo de EHNA esta basada en
que la cristalizacién del colesterol ocurre en los hepatocitos en la periferia de las gotas
grandes de lipidos, lo cual provoca la activacion del inflamasoma NLRP3 y en
consecuencia aumenta la produccion de quimiocinas y citocinas pro-inflamatorias. En
respuesta de sefiales quimiostaticas que producen los hepatocitos, las CK se van
agregando a los hepatocitos necréticos que contienen cristales de colesterol, formando

estructuras tipo corona. La exposicion de las CK a los cristales de colesterol provoca



la activacion del inflamasoma NLRP3 en las CK, conduciendo a la produccion de
citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas, promoviendo la inflamacion crénica. Las CK
gue estan expuestas a CL se transforman a células espumosas activadas cargadas de
lipidos. Las sefiales quimiostaticas que se produce por la activacion de las CK atrae
infiltrado inflamatorio adicional de otras CK y neutrdfilos, asi como la transformacion
de las células estrelladas en miofibroblastos productoras de colageno, lo cual ocasiona
fibrosis y posteriormente progresando hacia cirrosis hepatica. La activacion de las
células estrelladas participa en varios procesos relacionados con la formacion de
fibrosis en el desarrollo del HGNA. Como se menciond anteriormente, el CL
intracelular que se encuentra en acumulacion en los hepatocitos, activa directamente
las CEH, volviéndolas sensibles a la induccion por el Factor de Crecimiento
Transformante Beta (TGF-@3, por sus siglas en inglés). Como consecuencia, se inician
procesos fibrogénicos mediados por el Receptor Tipo Toll-4 (TLR4, por sus siglas en
inglés), ocasionando un incremento en la fibrosis en la EHNA (Vega-Badillo, 2017).

Lipoproteinas

Se ha relacionado al HGNA con un alto riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular. Diversos estudios han reportado que la presencia de HGNA de

gravedad, eleva el riesgo cardiovascular (Yang, Sung, & Gwak, 2016).

Las lipoproteinas son estructuras esféricas encargadas del transporte de lipidos
insolubles en el torrente sanguineo, estan compuestas por apolipoproteinas,
fosfolipidos, CL y, en el nacleo se encuentran elementos hidrofébicos como TG y
esteres de colesterol (Argliieso Armesto et al., 2011). Existen cuatro clases mayores
de lipoproteinas en sangre: quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL,
por sus siglas en inglés), lipoproteinas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés). Las principales
funciones de los quilomicrones son el transporte de TG a tejidos vitales, como el

corazén, musculo esquelético y tejido adiposo). Las VLDL son secretadas por el



higado y se encargan de excretar TG al tejido adiposo, corazén y musculo esquelético.
Las LDL se encargan de transportar colesterol hacia las células y las HDL de retirar el
colesterol de las células y regresarlo al higado, este proceso de retirar el colesterol y

llevarlo al higado es conocido como transporte reverso de colesterol (Carvajal, 2014).

También podemos encontrar apolipoproteinas, las cuales son proteinas especificas
gue tienen diversos comportamientos (Zavala, 2000), la apolipoproteina B (apoB) se
encuentra en LDL, lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, por sus siglas en inglés)
y en VLDL. Por otro lado, la apolipoproteina Al (apoAl) es la principal lipoproteina de
las HDL (Yang et al., 2016). Las apolipoproteinas pueden unir los lipidos en las
lipoproteinas (apo-Al, apo-All, apo-B48 y apo-B100), realizan funciones de ligandos
para unir lipoproteinas a sus receptores (apo-Al, apo-B100 y apo-E), actian como
inhibidores para evitar interacciones con receptores de lipoproteinas (apo-Cl y apo-
CIll), pueden modular la actividad enzimatica en el metabolismo de las lipoproteinas
(familias apo-Al, All y apo-Cl y CIl), y tienen funciones como cofactores para el

transporte de lipidos entre las lipoproteinas (apo-A IV) (Zavala, 2000).

Triglicéridos

En HGNA, los principales lipidos almacenados en el higado son los TG (Pedro-Botet
& Pedragosa, 2011). Ademas de la oxidacion de acidos grasos, la exportacion de TG
por medio de lipoproteinas VLDL, es la Unica forma de reducir el contenido de lipidos
hepéaticos (Ipsen, Lykkesfeldt, & Tveden-Nyborg, 2018), por lo que la acumulacion de
lipidos en el higado es debido a que la sintesis de TG hepéticos supera el catabolismo

hepatico de los mismos (Perla, Prelati, Lavorato, Visicchio, & Anania, 2017).



Resistencia a la insulina

EI HGNA es caracteristico de la presencia de una infiltracion grasa, en los hepatocitos,
asociado a Resistencia a la Insulina (RI), encontrandose como factor de riesgo al SM.
Se ha reportado que la RI es el primer acontecimiento que ocasiona un elevado flujo
de Acidos Grasos Libres (AGL) al higado, por la reduccion del efecto supresor de la
lipdlisis en el tejido adiposo por insulina.

Los reguladores fundamentales de la homeostasis glucidica y lipidica son los factores
de transcripcion SREBP-1c, ChREBP y LXR, en donde la activacion de dichos factores
de transcripcion regula el aumento de genes implicados en la sintesis de novo de los
AG en respuesta a glucosa, insulina y oxiesteroles. La Rl ha sido considerada como
un inductor de dafio hepéatico, por su capacidad de aumentar mediadores inflamatorios
y tener efectos directos sobre las células estrelladas hepéticas (Lépez-Oliva Mufioz &
Mufioz Martinez, 2014).

Aunque la fisiopatologia exacta de la Rl no es muy clara, la Rl presente en los
hepatocitos ocasiona un aumento en la glucosa plasmatica debido a la reduccién en

la sintesis de glucdgeno (Yaribeygi, Farrokhi, Butler, & Sahebkar, 2019).

Enzimas Transaminasas

Las lesiones hepéticas comiunmente pueden ser diagnosticadas mediante la medicién
de las enzimas aminotransferasas, Alanino Aminotransferasa (ALT) y Aspartato
Aminotransferasa (AST), en donde se encuentren concentraciones séricas muy
elevadas (500-20,000 U/l), moderadamente elevadas (120-500 U/l) y elevaciones
leves (<120 U/l). ElI HGNA y la EHNA se pueden diagnosticar por mediciones de
elevaciones leves de enzimas aminotransferasas en suero. Las concentraciones que
llegan a alcanzar las enzimas aminotransferasas en suero, estan determinadas por la
concentracion intracelular y localizacion de la enzima, la cantidad liberada por la célula,

y el grado de depuracion de la circulacion (to Barba Evia, 2008).
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Prevalencia

En la actualidad, la prevalencia de HGNA es de mil millones de personas a nivel
mundial (Perumpail et al., 2017), y se estima que el 25% de la poblacién adulta se
encuentra afectada por esta enfermedad (Stefan, Haring, & Cusi, 2019); en México, se
ha estimado una prevalencia de HGNA del 17.1% de la poblacion (Lopez-Veldzquez
et al., 2014), mientras que en Sinaloa aun no hay registros de la prevalencia. Sin
embargo estos datos pueden estar subestimando la realidad, ya que la enfermedad
corre asintomatica y en muchas ocasiones las personas desconocen tenerla o

simplemente no acuden para valorar su diagnadstico.

En México, Estados Unidos y en diferentes paises de Latinoamérica, han encontrado
que la prevalencia de HGNA presenta una relacion lineal con la prevalencia de
obesidad, en donde concluyen que a mayor prevalencia de obesidad, existe la
posibilidad de mayor prevalencia de HGNA (Caro-Sabido & Larrosa-Haro, 2019).

Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo del desarrollo de HGNA son similares a los
componentes del Sindrome Metabdlico (SM), en donde se incluye la obesidad,
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemias y RI (Bellentani, 2017; Perumpail et al.,
2017; Takahashi, Soejima, & Fukusato, 2012). La obesidad y la DM2 son
consideradas como la expresion hepatica del SM, por lo que la prevalencia de HGNA
aumenta en paralelo con el de dichas enfermedades (Martin Dominguez, Gonzéalezs
Casas, Mendoza Jiménez-Ridruejo, Garcia Buey, & Moreno-Otero, 2013).

El higado graso puede tener diferentes etiologias, como los habitos nutricionales,
inactividad fisica, estrés cronico, estilo de vida, consumo de alcohol o farmacos,
alteracion en el metabolismo de los lipidos, entre otros, siendo al parecer, los factores
no geneéticos los que determinan la manifestacion y severidad de la enfermedad

(Takahashi et al., 2015). La causa mas comun del desarrollo de HGNA ha sido
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atribuida al aumento en la ingesta calorica, que excede el gasto caldrico, por lo que el
estilo de vida continla siendo el principal tratamiento en pacientes con HGNA
(Alwahsh & Gebhardt, 2017), de igual manera, se ha demostrado que el HGNA se

encuentra asociado principalmente con la obesidad (Alwahsh & Gebhardt, 2017).

Diagnostico

El diagnostico de HGNA se puede hacer mediante técnicas no invasivas, como
ultrasonidos, ecografia abdominal, resonancia magnética, tomografia computarizada,
entre otros, también puede realizarse mediante la medicion de enzimas
aminotransferasas (ALT y AST), sin embargo, hasta el momento, la biopsia hepatica
es la Unica técnica, aunque invasiva, que demuestra el cuadro histopatologico real y el

grado de avance de la enfermedad (L6pez-Oliva Mufioz & Mufioz Martinez, 2014).

Tratamiento

Los cambios en los habitos nutricionales de las personas que padecen HGNA, han
demostrado tener resultados favorables en el tratamiento y control de enfermedades
metabdlicas, ayudando a mejorar la recuperacion y en general, la calidad de vida de
quienes transitan por la enfermedad (Loza-Medrano et al., 2019). Sin embargo, el
tratamiento involucra la combinacion de una suma de alternativas, donde el tratamiento
farmacoldgico continta siendo indispensable, ya que las personas que lo padecen a
menudo tienen dificultades de seguimiento y apego en los cambios del
comportamiento y estilo de vida asociados con el desarrollo de la enfermedad. Otro
de los tratamientos para el HGNA, es el manejo terapéutico de los factores asociados
con el desarrollo del SM, de DM2, de hipertension arterial y asi como de las
dislipidemias presentes en personas con HGNA (Dyson, Anstee, & McPherson, 2014;
Perumpail et al., 2017).
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Triglicéridos de Cadena Media

Los Triglicéridos de Cadena Media (TCM), son ésteres de glicerol con Acidos Grasos
de Cadena Media (AGCM) de 6 a 12 carbonos, y han presentado varios beneficios
fisiologicos debido a sus procesos de absorcion y transporte gastrointestinal. La
esterificacion de AGCM es baja, y la mayoria de estos Acidos Grasos (AG) se pueden
absorber directamente debido a su mayor solubilidad en agua en comparaciéon de los
Triglicéridos de Cadena Larga (TGL). Los TCM pueden entrar directamente en los
enterocitos y ser tomados y oxidados dentro de las células, ademas, los AGCM
atraviesan la doble membrana mitocondrial muy rapidamente, y no necesitan de la
presencia de carnitina, como en el caso de los Acidos Grasos de Cadena Larga
(AGCL) (L. L. Zhang, Zhang, Li, & Wang, 2017).

Los TCM estan formados de una mezcla de acido caproico (C6:0 0.1-2%), acido
caprilico (C8:0 50-80%), acido caprico (C10:0 20-50%) vy, acido laurico (C12:0 0.1-2%),
los cuales son AGCM que son esterificados con glicerol (Zhou, Wang, Jiang, et al.,
2017) y, fueron introducidos por primera vez en 1950 para tratar desérdenes en la
absorcion de lipidos (Bach & Babayan, 2018; Seaton, Welle, Warenko, & Campbell,
1986). Ademas, se ha reportado, que los TCM reducen las concentraciones séricas
de TG, CT, colesterol LDL y &cidos grasos libres (AGL) (Liu et al., 2011), y se ha
sugerido que los TCM poseen efectos protectores sobre lesiones alcohdlicas
hepaticas, en donde se reportan aumentos en degradacion de AG, disminucién de la
peroxidacién de lipidos, reduccion de la permeabilidad intestinal y la inhibicion de la
activacion de las células de Kupffer inducida por endotoxinas. Aunado a esto, tomando
en cuenta que las patologias del higado graso alcohdlico / esteatohepatitis alcohdlica
y EHNA / HGNA son similares, se ha sugerido que la suplementaciéon dietética con
TCM podria tener un efecto benéfico similar en las enfermedades de HGNA / EHNA
(Ronis et al., 2013). La ingesta recomendada de TCM para humanos se encuentra
alrededor de 30-100 g (Sayago-Ayerdi et al., 2008) y, en un estudio de revision de

propiedades toxicologicas de TCM publicado por Traul y colaboradores, en 2000,
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recomendaron dosis de TCM no mayores a 25 mL/kg para ratones y 36 mL/kg para
ratas (Traul, Driedger, Ingle, & Nakhasi, 2000).

Metabolismo de TCM

Los AGCM existen en forma de TCM en la comida y aceites, estos TCM son
hidrolizados a AGCM vy glicerol por medio de la lipasa lingual o gastrica y la lipasa
pancreatica. A diferencia de los AGCL, los TCM son absorbidos directamente de la
dieta en la vena porta hepética, y se cree que ingresan a las células hepéaticas y
mitocondrias por medio de difusion o por sistemas normales de transporte de AG,
donde son degradados rapidamente para aumentar la termogénesis (Ronis et al.,
2013). Por otro lado, los AGCL, con mas de 12 carbonos, son unidos a quilomicrones
que evitan el higado a través del sistema linfatico y se envian principalmente a tejidos
extrahepéticos (Liu et al., 2011; Seaton et al., 1986; Zhou, Wang, Jacoby, Jiang,
Zhang, Yu, et al., 2017).

Después de la absorcion y transporte al higado de los AGCM, pasan preferentemente
a B-oxidacién en las mitocondrias, y una gran parte del acetil-CoA producido en la
oxidacion de estos AG son sometidos a la formacion de cuerpos cetonicos y en una

pequefia proporcion a los TG y fosfolipidos del higado (Sayago-Ayerdi et al., 2008).
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Modelos Murinos Experimentales de HGNA

Los estudios en modelos animales han sido de gran utilidad para la investigacion del
HGNA, ya que han permitido la comprensién de procesos fisiopatologicos asociados a
la enfermedad, sus caracteristicas histoldgicas y el ensayo de nuevos tratamientos y
terapias. Los modelos se pueden clasificar en dos grupos: los inducidos por agentes
externos, como la dieta, farmacos o toxinas, y, los que son resultado de modificaciones

genéticas, ya sean espontaneas o artificiales (Ayala et al., 2008).

Los roedores son los modelos in vivo mas usados comunmente en los estudios de
esteatosis hepatica, aunque existen diferencias mayores en el desarrollo de la lesion
mitocondrial, la progresion de la esteatosis hepatica y la produccién de marcadores
inflamatorios y TG entre especies, cepas y géneros (Willebrords et al., 2015). Los
trabajos desarrollados en roedores, han utilizado principalmente ratones y ratas, por
su similitud bioldgica con el humano y el conocimiento actual que se tiene acerca de

estas especies (Ayala et al., 2008).

Los ratones de la cepa C57BL/6 han sido considerados utiles en la investigacion del
SM, ya que con la edad, estos ratones, son genéticamente propensos a desarrollar
obesidad, hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa, independientemente de la dieta
gue consuman (Anstee & Goldin, 2006). Las dietas con contenido elevado de HCO,
han sido utilizadas para inducir esteatosis en modelos roedores. Diversos estudios
han demostrado que concentraciones elevadas de sacarosa (mas del 50%) durante 8
0 mas semanas, desarrollan obesidad, resistencia a la insulina y esteatosis

macrovesicular (Acosta-Cota et al., 2019; Anstee & Goldin, 2006).
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Dieta Alta en Sacarosa

Actualmente, los malos habitos nutricionales han aumentado en frecuencia y han
estado apareciendo en edades méas tempranas. Diversos estudios han demostrado
que la ingesta en exceso de grasas y azucares produce efectos nocivos en la salud.

La investigacion del consumo de azucar adicional en los alimentos ha incrementado,
debido al aumento del desarrollo de enfermedades metabdlicas, y se ha encontrado
una relacion tanto directa como indirectamente. Directamente, la fructosa proveniente
del azlcar es la causante de la desregulacién en el metabolismo de lipidos e HCO.
Indirectamente, el peso corporal, especificamente el aumento de grasa, también causa
una desregulacion en el metabolismo de estos macronutrimentos, ya que el azlUcar
podria ser causante del equilibrio energético positivo, cuando su consumo es en

exceso (Stanhope, 2016).

Es importante tomar en cuenta la forma en que se consuma el azucar, ya sea en forma
liguida o sélida. El azucar en bebidas se digiere y se metaboliza en el higado mas
rapidamente que el azicar en alimentos sélidos, ya que tardaria un poco mas en

metabolizarse en comparacion con los liquidos (Burke et al., 2018; Stanhope, 2016).

La sacarosa, es un disacarido compuesto por glucosa y fructosa, ha sido considerada
un estimulo que mejora el estado de alerta para muchos organismos, lo que ha
ocasionado el aumento de su consumo. Durante los ultimos 50 afios, este aumento,
se ha debido al incremento considerable en la ingesta de bebidas que contienen
sacarosa (Burke et al., 2018), la cual representa una fuente secundaria de consumo
de fructosa, ya que la ingesta de fructosa, ha ido en aumento en los ultimos afos,
principalmente en industrias alimentarias, bajo la forma de jarabe de maiz alto en
fructosa, gracias a su alto poder edulcorante. La fructosa es un monosacarido de 6
carbonos, con formula quimica CsH120s, que se encuentra presente de forma natural
en frutas, verduras, miel y que, en la actualidad se utiliza para endulzar alimentos o

bebidas light, néctares, etcétera. La glucosa y fructosa tienen una nomenclatura
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similar, pero presenta diferencias en su metabolismo, ya que la fructosa, se absorbe
mas lentamente que la glucosa, pero es captada y metabolizada mas rapidamente por
el higado (Riveros et al., 2014).

El incremento en el consumo de jarabe de maiz alto en fructosa se ha asociado con el
desarrollo de ciertas patologias, como obesidad, hipertensién, HGNA, enfermedades
cardiovasculares y algunos tipos de cancer. Esto es gracias a su rapida absorciéon a
nivel gastrointestinal, favoreciendo el incremento de las concentraciones de acidos
grasos, hiperuricemia, Rl y estrés oxidativo por glucolipotoxicidad, que en conjunto

favorecen el desarrollo de enfermedades metabdlicas (Loza-Medrano et al., 2019).

Metabolismo de la sacarosa

Como se mencion6 anteriormente, la sacarosa, es un disacarido compuesto por
glucosa y fructosa. Para que estos monosacaridos puedan ser captados por la célula,
es necesaria la presencia de proteinas transportadoras dependientes de sodio (SGLT)
o por difusion facilitada dependiente o no de insulina (GLUT). En el intestino delgado,
el transportador SGLT-1, capta la glucosa presente, transportando una molécula de
glucosa por dos moléculas de sodio, en cambio, la fructosa es captada por GLUT-2 y
GLUT-5. Una vez que la glucosa captada pasa a circulacion, es distribuida al higado
y posteriormente a otros tejidos y rganos, que cuenten con transportadores GLUT-1,
2 0 4, mientras que la fructosa, es ingresada al higado a través de la vena porta
hepatica. Aproximadamente el 80% de la fructosa es metabolizada en el higado, y es
absorbida por GLUT-2, GLUT-5y GLUT-8, en la superficie de los hepatocitos (Alwahsh
& Gebhardt, 2017; Loza-Medrano et al., 2019). Posteriormente, la fructosa es
convertida en fructosa-1-fosfato por medio de la enzima fructoquinasa, la fructosa-1-
fosfato es convertida por la aldolasa en triosas fosfato, dihidroxiacetona fosfato (DHA-
P) y gliceraldehido. La DHA-P participa de manera directa en la glucolisis, mientras
que el gliceraldehido debe ser fosforilado, por medio de la triocinasa, para formar
gliceraldehido-3-fosfato y entrar en la via de la glucdlisis. De esta manera, la fructosa

participa en diversas vias metabdlicas como la glucdlisis, gluconeogénesis y
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lipogénesis que, en caso de exceso energético a causa de una alta ingesta de fructosa,
la DHA-P y el gliceraldehido participaran en la sintesis de acidos grasos, por medio de
la formacion de acetil-CoA. La DHA-P también puede ser convertida en gliceraldehido-
3-fosfato y formar triglicéridos o glicerofosfolipidos (Loza-Medrano et al., 2019). En el
caso del metabolismo de la glucosa, éste es regulado por medio de los niveles de
citrato y de adenosin-5-trifosfato (ATP), los cuales inhiben a la fosfofructoquinasa para
evitar la conversion de la fuctosa-6-fosfato en fructosa-1,6-bisfosfato. Ademas de la
ingesta de fructosa, el principal precursor lipogénico son las triosas fosfato, las cuales
pueden ser convertidas en piruvato, para entrar en el ciclo de Krebs y ser oxidado en

la mitocondria a nivel hepatico (Riveros et al., 2014).
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HIPOTESIS

La ingesta de 25 mL/kg/dia de triglicéridos de cadena media, durante 10 semanas
consecutivas, disminuye esteatosis hepatica, triglicéridos hepaticos, colesterol total,
glucosa, insulina, enzimas hepaticas ALT y AST, mejora colesterol HDL y el estado de
resistencia a la insulina, en ratones de la cepa C57BL/6n con higado graso no

alcohdlico inducido por una solucién de sacarosa.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de los Triglicéridos de Cadena Media (TCM) en el higado graso no
alcohalico, inducido por sacarosa, en ratones de la cepa C57BL/6n.

Objetivos Especificos

1. Generar el modelo murino de higado graso no alcohdlico, utilizando una
solucién de sacarosa al 50% durante 20 semanas.

2. Desarrollar intervencién en ratones de la cepa C57BL/6n con higado graso no
alcohdlico inducido, utilizando 25 mg/kg/dia de TCM durante 10 semanas.

3. Analizar el efecto de los TCM en el peso corporal, perfil de lipidos, glucosa,
insulina, HOMA-IR, enzimas transaminasas (ALT y AST) en suero, y triglicéridos
en el tejido hepatico.

4. Analizar el efecto de los TCM en la esteatosis hepética en ratones de la cepa
C57BL/6N.
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MATERIALES Y METODOS

Para la elaboracion de este proyecto de investigacion, se trabajo con ratones de la
cepa C57BL/6n, dieta estandar, sacarosa, jaulas con rejillas, aserrin, biberones para
agua, instalaciones de bioterio, balanza, kits bioquimicos de la marca RANDOX para
el andlisis de muestras en suero (CT, c-HDL, TG, glucosa), placas de ensayo ELISA
para ratones de la marca ALPCO para andlisis de insulina, material para analisis de
TG hepaticos, tinciones especiales para tejido (hematoxilina y eosina), microscopio
para el analisis de las histologias hepaticas, material y equipos correspondientes para
el trabajo de laboratorio descrito para cada analisis, ordenador con software para
recoleccion de datos y su procesamiento estadistico (Microsoft Office y GraphPad
Prism V. 6). Los TCM que se utilizaron en la intervencién del presente estudio fueron
donados por la empresa CHEMREZ Tecnologies, cuyo contenido se basé en una
mezcla de acido caproico (2% max.), &cido caprilico (55-70%), acido caprico (29-45%)

y acido laurico (3% max.).

Disefio del Experimento

Se realizé un estudio experimental con 40 ratones macho de la cepa C57BL/6n, de 4
a 6 semanas de edad y fueron comprados a BIOINVERT, los cuales fueron
resguardados en un bioterio, con control luz/oscuridad de 12 horas cada uno, asi como
control de temperatura de 22 + 2 °C. Los ratones fueron divididos en jaulas con aserrin
y tapaderas tipo rejillas, alimentacion y bebida ad libitum por un periodo de adaptacion
de dos semanas. El alimento estdndar administrado a los ratones fue Rodent

Laboratory Chow 5001 de la marca Purina.

Para la induccion de HGNA, se utiliz6 una dieta alta en sacarosa, en forma de azUcar
estandar de la marca LEY, administrada en una solucién al 50% de sacarosa disuelta

en agua simple, la cual bebieron ad libitum durante 20 semanas consecutivas. Se
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realizo la induccién en este periodo de tiempo a base de publicaciones recientes que
utilizaron el mismo método durante diferentes tiempos y demostraron que el mayor
grado de HGNA se desarrollé en 20 semanas (Acosta-Cota et al., 2019; Plazas
Guerrero et al., 2019).

Concluidas las 20 semanas de induccion de HGNA, los ratones sobrevivientes fueron
divididos al azar en 4 grupos, con 6 ratones por grupo. Posteriormente se llevo a cabo
la intervencion la cual tuvo una duracion de 10 semanas donde todos los ratones se
alimentaron ad libitum. La eleccion de llevar a cabo 10 semanas de intervencion se
tomo a base de publicaciones recientes, que realizaron intervenciones con TCM de 8
a 12 semanas (Carlson et al., 2015; Geng et al., 2016; Guimaraes, Bargut, Mandarim-
de-Lacerda, & Aguila, 2019; Terada, Yamamoto, Sekine, & Aoyama, 2012; Zhou,
Wang, Jiang, et al., 2017), por lo que se decidi6 utilizar el promedio de estos tiempos.
El primer grupo, fue el grupo control, el cual consumio dieta estadndar y agua; el
segundo grupo, fue el grupo TCM, a los cuales se les administraron TCM en su dieta
y agua ad libitum; el tercer grupo, fue el grupo sacarosa, el cual continu6 con la dieta
alta en sacarosa en el agua; y el cuarto grupo, fue el grupo sacarosa con TCM, el cual
continud con dieta alta en sacarosa en el aguay TCM.

Al inicio del tratamiento, se tom6 una muestra de sangre de todos los ratones con
previo ayuno de 12 horas, por medio de la cola. Las muestras de suero fueron
resguardadas en un ultra congelador marca Thermo Scientific (USA) a -80°C, para
posteriormente realizar las mediciones bioguimicas basales que incluian CT, c-HDL,
TG, glucosa, insulina y enzimas transaminasas ALT y AST. Al término de la
intervencion, los ratones fueron anestesiados y sacrificados por puncién intracardiaca
para analizar el efecto del tratamiento en las variables bioquimicas antes
mencionadas, el calculo de HOMA-IR, asi como las mediciones de TG en el tejido
hepatico y el andlisis histopatologico de las muestras de higado de los ratones de los

diferentes grupos que participaron en el estudio.
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Descripcion de las Metodologias de las Variables de Estudio

Peso Corporal

Los ratones fueron pesados semanalmente desde el dia cero hasta el ultimo dia del

periodo de intervencion.

Colesterol Total (CT)

Para la determinacién de CT en suero se utilizaron kits de la marca RANDOX de
acuerdo con las especificaciones del fabricante y se analizaron mediante un
espectrofotometro modelo Genesys 10 UV, Thermo Scientific (USA) a una longitud de
onda de 500 nm. En el procedimiento, se colocd en un tubo de ensayo un reactivo
blanco, con 10 pL de agua destilada y 1000 pL del reactivo, en otro tubo de ensayo,
10 pL del patrén y 1000 uL del reactivo, y en un tercer tubo, 10 pL de la muestra y
1000 pL del reactivo. Se mezclaron e incubaron durante 10 minutos a una temperatura
de 20-25 °C. Una vez pasado el tiempo de incubacion, el contenido de los tubos se
paso a celdillas para medir la absorbancia directa en el espectrofotometro antes de los

primeros 60 minutos.

Colesterol HDL (c-HDL)

Para la determinacion de c-HDL en suero, se utilizaron kits de la marca RANDOX, de
acuerdo con las especificaciones del fabricante, y se analizaron mediante un
espectrofotometro modelo Genesys 10 UV, Thermo Scientific (USA) a una longitud de
onda de 500 nm. EI procedimiento consiste en un proceso de 2 etapas, en la primera
etapa se realizé un precipitado de las moléculas de las lipoproteinas de alta densidad,
en la cual se colocaron 500 pL de suero y 200 pL de reactivo precipitante en
microtubos, se mezclaron e incubaron por 10 minutos a 20-25 °C, pasado el tiempo,

se centrifugaron las muestras por 2 minutos a 12,000 rpm. En la segunda etapa, se
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colocaron 100 pL del sobrenadante obtenido de la precipitacién y 1000 pL de reactivo
en un microtubo, se mezclaron e incubaron durante 10 minutos a 20-25 °C. Una vez
pasado el tiempo de incubacion, el contenido de los tubos se pasoé a celdillas para

medir la absorbancia directa en el espectrofotometro antes de los primeros 60 minutos.

Triglicéridos (TG)

Para la determinacion de TG en suero se utilizaron kits de la marca RANDOX de
acuerdo con las especificaciones del fabricante y se analizaron mediante un
espectrofotometro modelo Genesys 10 UV, Thermo Scientific (USA) a una longitud de
onda de 500 nm. En el procedimiento se colocaron en un tubo de ensayo 1000 uL del
reactivo, en otro tubo de ensayo, 10 pL del estdndar y 1000 uL del reactivo, y en un
tercer tubo 10 pL de la muestra y 1000 pL del reactivo. Se mezclaron e incubaron
durante 10 minutos a 20-25 °C. Pasado el tiempo de incubacién, se paso el contenido
de los tubos a celdillas para medir la absorbancia directa en el espectrofotbmetro antes

de los primeros 60 minutos.

Glucosa

Para la determinacion de glucosa en suero se utilizaron kits de la marca RANDOX de
acuerdo con las especificaciones del fabricante y se analizaron mediante un
espectrofotometro modelo Genesys 10 UV, Thermo Scientific (USA) a una longitud de
onda de 500 nm. En el procedimiento se colocaron en un tubo de ensayo 1000 uL del
reactivo, y en otro tubo de ensayo 10 pL de la muestra y 1000 pL del reactivo. Se
mezclaron e incubaron durante 10 minutos a 20-25°C. Pasado el tiempo de
incubacion, se paso el contenido de los tubos a celdillas para medir la absorbancia

directa en el espectrofotometro antes de los primeros 60 minutos.

Insulina
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Para la determinacion de insulina, se utilizaron kits para ratones de la marca ALPCO,
por el ensayo ELISA tipo sandwich. La microplaca de 96 pocillos esta recubierta con
un anticuerpo monoclonal especifico para la insulina. Los estandares, controles y
muestras se agregaron a los pocillos de la microplaca con el conjugado. Después, la
microplaca se incub6 a temperatura ambiente en un agitador de microplacas a 700-
900 rpm. Una vez completada la primera incubacién, los pocillos se lavan con tampon
de lavado y se secan. Posteriormente, se afiadio el sustrato TMB, y la microplaca se
incubo por segunda vez a temperatura ambiente en un agitador de microplacas a 700-
900 rpm. Una vez que se completd la segunda incubacion, se agregé la solucion “stop”
y se midi6 la densidad Optica con un espectrofotometro a 450 nm. La intensidad del
color generado es directamente proporcional a la cantidad de insulina en la muestra.
Los calculos de la concentracion de insulina se realizaron mediante una ecuacion
lineal, en donde se cred una curva estandar en el programa GraphPad Prism V.6,
integrando en la misma los valores de los estandares incluidos en el kit y los valores
de las muestras arrojados en el espectrofotometro, en donde el programa genero el

resultado.

Resistencia a la Insulina (HOMA-IR)

La evaluaciéon del Modelo de Homeostasis de Resistencia a la Insulina (HOMA-IR, por
sus siglas en inglés) se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion (Schultz,
Barbosa-Da-Silva, Aguila, & Mandarim-De-Lacerda, 2015):

HOMA-IR= glucosa en ayuno (mg/dL) x insulina en ayuno (ulU/mL) / 405.

Enzima Alanino Aminotransferasa (ALT)

Para la determinacién de ALT en suero, se utilizaron kits de la marca RANDOX de

acuerdo con las especificaciones del fabricante, y se analizaron por medio de un
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espectrofotometro modelo Genesys 10 UV, Thermo Scientific (USA) a una longitud de
onda de 340 nm. En el procedimiento se colocd, en un tubo de ensayo, 0.1 mL de la
muestra y 1 mL del reactivo. Se mezclaron y se leyo la absorbancia al cabo de 1
minuto. Se leyd de nuevo la absorbancia al cabo de 1, 2 y 3 minutos. La variacion de
la absorbancia por minuto debe situarse entre 0.11y 0.16, y para el calculo se utilizaron
solo los valores obtenidos durante los 2 primeros minutos. Para calcular la actividad

de ALT se utilizé la siguiente formula: U/I= 1746 x la absorbancia de la muestra.

Enzima Aspartato Aminotransferasa (AST)

Para la determinacion de AST en suero, se utilizaron kits de la marca RANDOX de
acuerdo con las especificaciones del fabricante, y se analizaron por medio de un
espectrofotometro modelo Genesys 10 UV, Thermo Scientific (USA) a una longitud de
onda de 340 nm. En el procedimiento se colocé, en un tubo de ensayo, 0.1 mL de la
muestra y 1 mL del reactivo. Se mezclaron y se leyo la absorbancia al cabo de 1
minuto. Se leyo de nuevo la absorbancia al cabo de 1, 2 y 3 minutos. La variacion de
la absorbancia por minuto debe situarse entre 0.11 y 0.16, y para el calculo se utilizaron
solo los valores obtenidos durante los 2 primeros minutos. Para calcular la actividad

de AST se utilizé la siguiente formula: U/I= 1746 x la absorbancia de la muestra.

Triglicéridos hepéaticos

Al finalizar la etapa de intervencion, después de 10 semanas, todos los ratones fueron
anestesiados de forma profunda utilizando una inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital y posteriormente fueron sacrificados por exanguinacion por puncion
intracardiaca. Se recolecto la sangre y se centrifug6 a 12,000 rpm, para la separacion
del suero. De igual manera, se realizé la extraccion de higado, se tomo su peso y se
dividié para que una parte fuese almacenada en fresco y otra parte en formaldehido al

10%, para posteriormente realizar el andlisis de histologia. Tanto las muestras de
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suero, como las de tejido hepético fresco fueron resguardadas en un ultra congelador
marca Thermo Scientific (USA) a -80°C.

Para realizar la cuantificacion de TG hepaticos, se pesaron 0.15 g de higado,
posteriormente fue picado y se les realizé una extraccion de lipidos utilizando 3 mL de
solucién cloroformo:metanol (2:1). La mezcla fue homogeneizada por 2 minutos,
sonicada por 30 segundos y sometida a agitacion durante 2 horas. Posterior a la
agitacion, se afiadio a la mezcla 1 mL de agua bidestilada y las muestras fueron
centrifugadas por 20 minutos a 3,500 rpm. Se separé la fase lipidica y se incub6 toda
la noche por 12 horas. Al siguiente dia, los lipidos fueron disueltos en etanol absoluto
y filtrados en un filtro de 0.22 um (Zhou, Wang, Jacoby, Jiang, Zhang, & Yu, 2017).
Finalmente, los niveles de TG fueron medidos con kits de la marca RANDOX, niumero
de referencia TR1697, de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las
muestras se analizaron de manera directa mediante un espectrofotdmetro modelo
Genesys 10 UV, Thermo Scientific (USA) a una longitud de onda de 500 nm.

Histologia Hepéatica

La histologia hepatica es un procedimiento necesario para la determinacion y estado
del tejido hepatico y de los hepatocitos. Para realizarlo, se necesitan varias etapas y
mantener en previo almacenamiento un trozo de tejido hepatico en solucion de
formaldehido al 10%. Al momento de comenzar con el procedimiento, los tejidos
hepaticos se colocan en cassettes especiales para este procedimiento y se dejan en
formaldehido puro durante 72 h para lograr que se impregne el tejido y se fije
adecuadamente. Pasado el tiempo, se comienza con la deshidratacion del tejido, el
cual es expuesto a diferentes concentraciones de alcohol durante 1 hora cada
concentracion (alcohol al 70%, nuevamente al 70%, 80%, 95%, 100% y de nuevo
100%), posteriormente, se colocaron las muestras en una solucion de xileno:etanol 1:1
y en 2 ocasiones xileno puro (1 hora cada uno), después se realizaron 2 bafios de

parafina de 1 hora cada bafo, al terminar, comienza la siguiente etapa, la cual es la
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formacién de bloques de parafina. En un molde se coloco un poco de parafina liquida
e inmediatamente se colocé el tejido en el mismo, se cubrié con la parte rotulada del
cassette y se afiadio mas parafina. Posteriormente, se coloco en una plancha fria para
que se solidificara y se dejo aproximadamente durante 15 minutos. Una vez
solidificado, se separaron los bloques de parafina de los moldes y se almacenaron
hasta su posterior uso. La siguiente etapa es la realizacion del corte del tejido, en
donde se realizaron cortes de 7 umy se colocaron en portaobjetos. La siguiente etapa
es la desparafinizacion, en donde se colocaron las laminillas en xilol durante 5 minutos,
posteriormente se realizaron inmersiones de 15 a 20 veces en diferentes soluciones,
xilol, etanol al 100%, etanol al 95% y agua. Para realizar la tincion se utilizé
Hematoxilina & Eosina (H&E). Primero, se dejaron las laminillas en hematoxilina de
Harris y se dejaron de 3 a 5 minutos, posteriormente, se realizaron de 15 a 20
inmersiones en agua destilada, y de 1 a 2 inmersiones en alcohol acido, después se
realiz6 un lavado nuevamente con agua destilada y se dej6 en agua carbonatada
durante 1 minuto, se lavd nuevamente con agua destilada y se paso a etanol al 95%
en 2 ocasiones, con 10 inmersiones cada uno, después, en etanol al 100% en 2
ocasiones, con 10 inmersiones, posteriormente, se sumergieron las laminillas en xilol
por 10 inmersiones y de nuevo en xilol de 15 a 20 inmersiones. Al finalizar, se
cubrieron los portaobjetos con cubreobjetos y se almacenaron las laminillas para ser

observadas y fotografiadas posteriormente bajo el microscopio (Prophet, 1992).

Anéalisis histopatoldgico de tejido hepéatico

El andlisis histopatolégico se realizd6 mediante la observacion de 25 campos de cada
una de las muestras de los grupos experimentales tefiidos con H&E. Se presentaron
las imagenes mas representativas de cada grupo experimental, mostrando
parénquima, vena central y estructura 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 y 40X, utilizando un microscopio ZEISS
Primo Star LED (Carl Zeiss Gottingen, Alemania).
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Determinacion de grado de esteatohepatitis no alcohdlica

La determinacion del grado de actividad de Esteatohepatitis No Alcohdlica (EHNA) se
realiz6 de acuerdo al sistema de puntuacion histologica de la red de investigacion
clinica sobre EHNA (LaBrecque et al., 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 experimentales. Los criterios de analisis se presentan en la
Tabla 1, los resultados se presentan como grado de actividad de EHNA de cada grupo
experimental, el cual se obtuvo mediante la sumatoria de puntuacién de esteatosis,

inflamacion lobular y balonamiento hepatico.

Analisis Estadistico

Para analizar la normalidad de los datos, se utiliz6 la prueba de normalidad Shapiro-
Wilk. Los datos normales fueron diferencia de peso corporal de los ratones, CT, TG
séricos, c-HDL, glucosa, insulina, HOMA-IR, TG hepéaticos y peso del tejido hepdtico,
se presentaron en forma de media + desviacion estandar (DE) y se utiliz6 ANOVA de
dos vias, seguida de la prueba post-hoc de comparaciones multiples de Holm Sidak
para analizar las diferencias de los grupos. Los datos no paramétricos fueron peso
corporal, enzimas ALT y AST, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba post hoc de comparaciones multiples de Dunn, los cuales se presentaron como
medianas y rangos. Fueron consideradas diferencias estadisticamente significativas
si p<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico GraphPad

Prism version 6.
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Tabla 1. Sistema de Puntuacion Histoldgica 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 Inflamacioén Puntuacion L Balonamiento Puntuacion 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
>66% 3 >4 3 balonadas 2

S= steatosis (esteatosis), L= lobular inflammation (inflamacién lobular), B= ballooned cells (células

balonadas), EHNA= Esteatohepatitis No Alcohdlica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Peso corporal

El peso corporal de cada grupo de los ratones fue reportado en gramos (g), en forma
de medianas y rangos, los cuales se pueden observar en la Tabla 2, sin encontrarse
diferencias estadisticamente significativas en los grupos durante el periodo de

intervencion.
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Tabla 2. Resultados de peso corporal de los ratones.

GRUPO (n) Peso inicial Semana3(g) Semana6(g) Semana9 (g) Peso final (g)
9

Control (6) 39.24 40.44 41.22 41.61 41.91
(36.73-47.0) (37.23-47.89)  (38.71-50.42)  (38.84-49.07) (39.0-50.9)

Sacarosa (6) 44.68 44.6 45.34 44.37 46.63
(33.43-70.87)  (30.45-64.04) (33.87-67.2) (31.88-70.46)  (30.22-75.59)

TCM (6) 45.44 40.57 42.25 40.92 39.65
(39.27-49.31)  (37.45-42.67) (39.5-46.18) (39.8-45.73) (38.11-43.92)

Sacarosa  + 46.04 37.66 39.68 43.73 4251

TCM (6) (34.31-56.93) (34.79-42.8) (32.13-46.8) (34.27-52.19)  (32.74-51.95)

TCM= Triglicéridos de Cadena Media. Los datos se presentan como medianas y rango intercuartil de
los grupos en tiempo inicial, semanas 3, 6, 9 y tiempo final. Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida de la prueba post hoc de comparaciones multiples de Dunn. No se mostraron diferencias
estadisticamente significativas de los grupos en los diferentes tiempos (p<0.05).
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Diferencias de peso corporal entre los grupos

Los datos de diferencias de peso corporal entre los grupos estan reportados en g, se
presentan en forma de medias + DE, encontrandose diferencia estadisticamente
significativa en el grupo TCM (-4.14 g + 3.91) comparado con el grupo control (2.37 g
+ 1.29), con un valor de p=0.0361, lo cual se muestra en la Figura 1.

En los resultados podemos observar una disminucion significativa del peso en los
ratones del grupo TCM, ésta se puede atribuir a la disminucién de consumo de
alimento, muy probablemente debido a la saciedad que pudo provocar el consumo de
TCM. Algunos estudios muestran que, el incremento de AG libres y cuerpos cetdnicos
producidos por la oxidacion de AGCM, estan asociados con el incremento de la
saciedad y disminucién del consumo de alimento (Sayago-Ayerdi et al., 2008). El
consumo de TCM ha sido asociado con un aumento en la saciedad en animales que
han presentado una disminucién en el peso corporal (Guimardes et al.,, 2019) v,
resultados similares han sido reportados en diferentes estudios, en donde encuentran
una disminucién del peso corporal de sus modelos murinos, basados en ratas y
ratones, que les fueron administrados TCM vy ello lo atribuyen a la disminucién del
consumo de alimento (Ronis et al., 2013; Terada, Sekine, & Aoyama, 2015; Terada et
al., 2012; X. Zhang et al., 2016; Zhou, Wang, Jacoby, Jiang, Zhang, & Yu, 2017). Por
otro lado, el aumento de peso en el grupo sacarosa puede deberse al efecto de la
fructosa, ya que se ha reportado que su alto consumo disminuye la secrecion de
leptina, impidiendo con ello que se manifieste la sensacion de saciedad, aumentando

el consumo de alimento y provocando el aumento del peso corporal (Stanhope, 2016).
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Diferencia de peso corporal
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Figura 1. Diferencia de peso corporal entre los grupos.

*: Diferencia estadisticamente significativa en el grupo TCM (-4.14 g = 3.91) comparado con el grupo

control (2.37 g + 1.29), p=0.0361.
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Colesterol Total (CT)

Los resultados de CT de los grupos se reportaron en mg/dL y se expresaron en forma
de medias = DE. El analisis de CT mostro diferencia estadisticamente significativa en
el grupo control, con una media de 158.81 mg/dL + 13.82, en tiempo basal, y una media
de 113.03 mg/dL £ 16.12, en tiempo final, con una p<0.0001. De igual manera, se
observé significancia estadistica en el tiempo final, entre el grupo control, con una
media de 113.03 mg/dL + 16.12, y grupo TCM, con una media de 157.64 mg/dL *

13.91, con un valor de p=0.0014, las cuales se muestran en la Figura 2.

Los resultados obtenidos muestran niveles de CT mas elevados en el grupo TCM con
significancia estadistica en comparacion del grupo control. Resultados similares han
sido reportados por Guimaraes y colaboradores, en el 2019, en donde dichos autores
utilizaron ratones de la cepa C57BL/6, con una duracién de 12 semanas de
tratamiento, en donde el grupo TCM de su estudio, resulté con niveles de CT mas
elevados que el grupo control (Guimaraes et al., 2019). Aunque diferentes estudios
han reportado que el consumo de TCM disminuye las concentraciones de CT, también
esta reportado que cuando se ingieren TCM de manera excesiva 0 cronica puede
aumentar de forma moderada las concentraciones de CT en sangre (Sayago-Ayerdi et
al., 2008), en este mismo articulo, también se menciona que los AGCM se absorben
directamente por la circulacién portal, por lo que no contribuyen a la formacién de
quilomicrones, no obstante estudios a largo plazo han reportado que cuando el
consumo de TCM es cronico, pueden incorporarse hasta un 10%. Si bien, los AGCM
pueden reducir la secrecion de TG cuando son usados en pequefias cantidades, en
situaciones de una ingesta excesiva de energia respecto a la que requiere el individuo,
el consumo de AGCM puede favorecer la lipogénesis, que en situaciones
interprandiales, puede incrementar la secrecion de TG y los niveles de TG plasmaticos.
El incremento de secrecion de TG como VLDL, puede aumentar a su vez de forma

moderada los niveles plasmaticos de colesterol.
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A pesar de encontrar una significancia estadistica en los resultados de este proyecto,
es importante destacar, que los niveles de colesterol obtenidos, se encuentran dentro
del rango de normalidad, segun los valores de referencia para ratones que oscilan
entre 51.9 a 170.3 mg/dL (Kusmeirczyk, Kling, Kier, Milligan, & Heatley, 2020).
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Colesterol Total

200 1
* o Bl control
T T . ] sacarosa
150 -
* 1 tcwm
= BEH sacarosa + TCM

S, 1004

= GRUPO Basal (mg/dL) Final (mg/dL)

Control 158.81 + 13.82* 113.03+16.12* ™

Sacarosa 147.58 £ 10.53 131.58 ¢ 20.65

50 = TCM 148.16 £ 13.94 157.64 £ 13.91**

Sacarosa + TCM 148.23 £ 32.10 142,08 £ 22.90

Tiempo
Figura 2. Colesterol total sérico, tomado en tiempos basal y final del tratamiento.

Diferencia estadisticamente significativa *: en el grupo control, en tiempo basal (158.81 mg/dL + 13.82)
y tiempo final (113.03 mg/dL + 16.12), p<0.0001; **: en el tiempo final, en el grupo control (113.03 mg/dL
+ 16.12) con el grupo TCM (157.64 mg/dL + 13.91), p=0.0014.
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Colesterol HDL (c-HDL)

Los resultados de c-HDL se reportaron en mg/dL y se expresaron en forma de media
+ DE. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Figura 4) en el
grupo sacarosa, en el tiempo basal (50.72 mg/dL + 10.86) comparado con el tiempo
final (74.48 mg/dL + 14.90) con un valor de p=0.0235; en el grupo TCM, en el tiempo
basal (51.44 mg/dL = 6.12) comparado con el tiempo final (108.40 mg/dL + 21.83), con
un valor de p<0.0001; en el grupo sacarosa + TCM, en el tiempo basal (56.01 mg/dL
+ 7.86) comparado con el tiempo final (78.32 mg/dL + 18.95), con un valor de p=0.0357.
En el tiempo final, en las determinaciones de c-HDL, se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo control (52.31 mg/dL = 6.97) comparado
con el grupo sacarosa (74.48 mg/dL = 14.90), con un valor de p=0.0475, con el grupo
TCM (108.40 mg/dL £ 21.83), con un valor de p<0.0001, y con el grupo sacarosa +
TCM (78.32 mg/dL * 18.95), con un valor de p=0.0132. Se encontrd diferencia con
significancia estadistica en el grupo TCM (108.40 mg/dL + 21.83) comparado con el
grupo sacarosa (74.48 mg/dL + 14.90), con un valor de p=0.0007, y con el grupo
sacarosa + TCM (78.32 mg/dL £ 18.95), con un valor de p=0.0031.

Se considera importante resaltar que, los resultados basales que se muestran en este
estudio, relacionado con todos los grupos, se encontraron por debajo de los valores
normales de referencia establecidos para ratones al inicio de la intervencion, los cuales
oscilan entre 97 = 4 mg/dL (Yin et al., 2012), muy probablemente como consecuencia
del padecimiento de HGNA, ya que los niveles de c-HDL en sangre tienden a disminuir
en esta enfermedad. Sin embargo, los grupos de TCM, sacarosa, y sacarosa + TCM
mostraron un aumento de c-HDL que fue estadisticamente significativo en el tiempo
final del tratamiento, y solamente el grupo TCM, mostro niveles elevados de c-HDL al
final de la intervencion. Este aumento de c-HDL podria deberse al mecanismo de
proteccion del organismo para la eliminacion de colesterol, en donde el c-HDL esta
ligado al sistema reverso del transporte de colesterol, mismo que una vez ubicado en

el higado, el exceso de colesterol pudiera ser excretado en forma de &cidos biliares o
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colesterol libre como lo describe X. Zhang et al., (2016), y de esta manera regularizar

concentraciones de CT en suero.
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c-HDL
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| Control | 56801391 | 5231£697
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Figura 3. Colesterol HDL, en tiempos basal y final.

Diferencia estadisticamente significativa, *: en grupo sacarosa tiempo basal (50.72 mg/dL * 10.86)
contra tiempo final (74.48 mg/dL £ 14.90), valor de p=0.0235; **: en grupo TCM tiempo basal (51.44
mg/dL + 6.12) contra tiempo final (108.40 mg/dL + 21.83), valor de p<0.0001; ***: en grupo sacarosa +
TCM tiempo basal (56.01 mg/dL + 7.86) contra tiempo final (78.32 mg/dL + 18.95), valor de p=0.0357;
+: en tiempo final en el grupo control (52.31 mg/dL + 6.97) contra grupo sacarosa (74.48 mg/dL + 14.90),
valor de p=0.0475, contra grupo TCM (108.40 mg/dL + 21.83), valor de p<0.0001, contra grupo sacarosa
+ TCM (78.32 mg/dL + 18.95), valor de p=0.0132; ++: en tiempo final, en el grupo TCM (108.40 mg/dL
+21.83) contra grupo sacarosa (74.48 mg/dL + 14.90), valor de p=0.0007, contra grupo sacarosa + TCM
(78.32 mg/dL + 18.95), valor de p=0.0031.
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Triglicéridos en suero

Los resultados de TG en suero se reportaron en mg/dL y se presentan en la Figura 4
en forma de medias + DE, sin diferencia estadisticamente significativa.

Estos resultados mostrados son diferentes a lo reportado por Zhang y col., en el 2015,
en donde sus resultados de TG fueron més bajos en el grupo tratado con TCM, en
comparacion con el consumo de triglicéridos de cadena larga, utilizando como modelo
animal ratones de la cepa C57BL/6J, con una duracion de tratamiento de 12 semanas.
En este estudio, los ratones consumieron de manera cronica TCM, y se ha reportado
que el consumo crénico o en exceso de TCM pueden incrementar los niveles de TG
plasmaticos, ya que dicho consumo cronico activa mecanismos implicados en la
lipogénesis de novo (Sayago-Ayerdi et al., 2008). Sin embargo, los resultados
obtenidos en este estudio permanecen dentro de lo considerado como rango normal
para ratones (29.4 a 149.5 mg/dL) (Kusmeirczyk et al., 2020; Y. Zhang et al., 2015).
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Triglicéridos séricos

150 9

100 4 '|'
.

504

mg/dL

Tiempo

Figura 4. Triglicéridos en suero, en tiempo basal y final.

Sin diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

Final (mg/dL)
90.15 £ 25.86
80.74 £ 21.97

Hl control
L[] sacarosa
B tcwm
BEH sacarosa + TCM
GRUPO Basal (mg/dL)
Control 69.99 + 14.67
Sacarosa 68.90 + 18.06
TCM 64.09 + 18.09

Sacarosa + TCM 77.74+£7.25

82.55+ 29.70
91.44 £ 24.86
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Glucosa sérica

Los resultados de glucosa en suero fueron representados en mg/dL, se presentan en
forma de media £ DE, encontrando diferencia estadisticamente significativa, en el
tiempo final, en el grupo TCM, con una media + DE, de 153.09 mg/dL + 62.55 en
comparacion con el grupo sacarosa, el cual mostré una media + DE, de 252.68 mg/dL
+ 56.30, p=0.0253 (Figura 5).

Zhou y col., 2017, reportaron resultados similares a los de este estudio, en donde
utilizaron diversos grupos alimentados con dietas altas en grasa y con diferentes dosis
de TCM, en ratones de la cepa C57BL/6J durante 12 semanas, y se pudo apreciar una
significativa disminucion en las concentraciones de glucosa comparado con el grupo
de dieta alta en grasa sin TCM (Zhou, Wang, Jiang, et al., 2017). Estos autores,
atribuyen estos resultados a los efectos de los TCM, sobre el metabolismo de la
glucosa y su efecto sobre la inflamacién celular, la cual asociaron con la supresion de
la activacion de MAPK p38, misma que representa a una de las vias de sefalizacion

que se consideran clave en el proceso de inflamacién celular (Geng et al., 2016).
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Figura 5. Glucosa en suero, en tiempo basal y final.

Diferencia estadisticamente significativa, *; en tiempo final del grupo TCM (153.09 mg/dL + 62.55) en

comparacion con el grupo sacarosa (252.68 mg/dL + 56.30), valor de p=0.0253.
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Insulina sérica

Los resultados de insulina en suero se reportaron en plU/mL y se presentan en forma

de medias + DE (Figura 6), no se observo diferencia estadisticamente significativa.

Los resultados muestran una tendencia en aumento de las concentraciones de insulina
en el tiempo final comparado con el tiempo inicial del tratamiento. La Figura 7 muestra
como el grupo sacarosa resultdé con concentraciones mas elevadas, sin significancia
estadistica, de insulina sérica comparado con cualquiera de los otros grupos. Ademas,
el grupo TCM mostré niveles mas bajos de insulina en el tiempo final en comparacion
con los otros grupos de tratamiento, aunque sin significancia estadistica. Estos
resultados coinciden con los reportados en otros estudios, en donde el tratamiento con
TCM disminuy6 las concentraciones de insulina en suero en ratones de la cepa
C57BL/6J, durante 12 semanas y ratas Sprague Dawley, durante 6 semanas

respectivamente (Geng et al., 2016; Terada et al., 2012).

De igual manera, los resultados de este estudio del grupo sacarosa coinciden con otros
articulos publicados, en donde los grupos con contenido de algun tipo de HCO, en
ratones de la cepa C57BL/6J y ratas Wistar, presentaron los niveles de insulina en
suero mas elevados en comparacion de los demas grupos (Burke et al., 2018; Plazas
Guerrero et al., 2019). El consumo excesivo de glucosa, en el caso de este proyecto
por ser componente de la sacarosa, lleva a un aumento de glucosa en sangre, y por
consiguiente, un aumento de insulina en sangre, lo cual afecta el metabolismo de

carbohidratos y lipidos, pudiendo influir en el desarrollo de EHNA.
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Insulina sérica
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Figura 6. Insulina en suero, tiempo basal y final.

Sin diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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Resistencia a la Insulina, HOMA-IR

Los resultados del célculo de evaluacion de HOMA-IR se presentaron en forma de
medias + DE, no se encontro diferencia estadisticamente significativa (Figura 7), en
donde, de acuerdo a las medias de los tiempos, los grupos presentaron resistencia a
la insulina (Buccini Graciela & Wolfthal, 2008; Mocifios & Salazar, 2014), mostrando
una ligera tendencia de disminucién, aunque sin significancia estadistica, en el grupo

TCM, en comparacion de los otros grupos, en el tiempo final del tratamiento.

De manera similar a los resultados de esta investigacion, en el estudio de Geng y
colaboradores, en el 2016, el grupo con TCM mostré niveles mas bajos del indice
HOMA-IR en comparacion del grupo con dieta alta en grasa, en donde en dicho estudio
utilizaron como modelo experimental ratones de la cepa C57BL/6J, y la intervencion
tuvo una duracion de 11 semanas. Los autores asociaron la disminucion en el indice
HOMA-IR a los efectos benéficos de los TCM, sobre el metabolismo de la glucosa y la
inflamacion, con la supresion de la activacion de MAPK p38, una de las vias de

sefializacion clave en el proceso inflamatorio (Geng et al., 2016).

Los resultados arrojados en la intervencion de este proyecto con respecto al indice
HOMA-IR, son similares a lo reportado por Plazas Guerrero y colaboradores, en el
2019, en donde el grupo sacarosa obtuvo un indice HOMA-IR mayor al grupo control
sin sacarosa en la dieta, utilizando como modelo experimental ratas Wistar durante 20
semanas de intervencién, considerando que, el estado crénico de hiperglucemia e
hiperinsulinemia puede ocasionar que los niveles y la captacion de AG libres sean mas
elevados, estimulando de esta manera la sintesis de lipidos hepaticos y al mismo
tiempo afectando de manera negativa la B-oxidacion. La insulina en exceso promueve
la expresion de SREBP-1 y ChREBP en el higado, estimulando las vias lipogénicas,
gue como consecuencia obtienen acumulacion de lipidos (Plazas Guerrero et al.,
2019).
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Figura 7. Célculo de evaluacion HOMA-IR, tiempo basal y final.

Sin diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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Enzima Alanino aminotransferasa (ALT)

La Figura 8 muestra los resultados de la enzima ALT en suero, reportadas en U/l y
presentadas como medianas Yy rango intercuartil, encontrando diferencia
estadisticamente significativa en el tiempo final, del grupo TCM (423.40 U/l [357.93-
490.62]) comparado con el grupo control (232.65 U/l [203.40-384.12]), donde se
obtuvo un valor de p=0.0365.

Resultados similares fueron reportados por Acosta-Cota y colaboradores, en el 2019,
utilizando como modelo experimental ratas Wistar cursando una intervencion con
concentraciones diferentes de sacarosa durante 20 semanas, en donde obtuvieron una
disminucién de la enzima ALT en el grupo control. Sin embargo, segun los valores de
referencia para ratones, los niveles de ALT se encuentran elevados (Kusmeirczyk et
al., 2020), lo que podria indicar que puede existir la presencia de necrosis en los
hepatocitos, ya que la presencia de esteatosis hepdatica, ocasiona que estas enzimas
sean liberadas a la circulacién sanguinea, evidenciando la presencia de dafio hepatico
(Acosta-Cota et al., 2019).
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Figura 8. Enzima ALT en suero, en tiempo basal y final.

Diferencia estadisticamente significativa, *; en tiempo final, en el grupo TCM (423.40 U/l [357.93-

490.62]) comparado con el grupo control (232.65 U/1 [203.40-384.12]), valor de p=0.0365.
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Enzima Aspartato aminotransferasa (AST)

Los resultados de la enzima AST en suero, se reportaron en U/l y se presentan como
medianas y rango intercuartil, encontrando diferencia estadisticamente significativa en
el tiempo final, en el grupo control (215.19 U/I [167.60-344.0]) comparado con el grupo
sacarosa (505.46 U/l [316.90-628.60]), p=0.0046, y comparado con el grupo TCM
(477.09 U/l [340.50-530.80]), con un valor de p=0.0040 (Figura 9).

Los resultados en los niveles de la enzima AST se encontraron elevados en los grupos
sacarosa y TCM, segun los valores de referencia reportados en una reciente
publicacion (Kusmeirczyk et al., 2020), lo cual podria indicar la presencia de necrosis
en los hepatocitos, y la causa de la elevacion de las enzimas transaminasas en suero
sea debido a la liberacion de dichas enzimas hacia circulacion sanguinea (Acosta-Cota
et al., 2019).

Resultados similares fueron reportados por Acosta-Cota y colaboradores, en el 2019,
en donde utilizaron como modelo experimental ratas Wistar con una duracion de
tratamiento de 20 semanas, y el grupo control de su estudio se encontré con una
disminucién en los niveles de la enzima AST en comparacién con los grupos con
sacarosa, los autores argumentan que probablemente se encuentren influenciados por
la edad debiéndose a alguna deficiencia de nutrimentos, en donde se encuentra

implicada la disminucion de la actividad de las enzimas hepéticas.
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Figura 9. Enzima AST en suero, en tiempo basal y final del tratamiento.

*. Diferencia estadisticamente significativa en tiempo final, en el grupo control (215.19 U/l [167.60-
344.0]) comparado con el grupo sacarosa (505.46 U/l [316.90-628.60]), p=0.0046, y comparado con el
grupo TCM (477.09 U/l [340.50-530.80]), p=0.0040.
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Peso de higado

Los resultados de peso de higado se reportaron en g y se presentan como medias *
DE. En este estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos participantes, sin embargo, se puede observar una tendencia de
aumento de peso en el higado de los grupos que fueron alimentados con sacarosa
(Figura 10). Resultados similares a los obtenidos en este proyecto, fueron reportados
por Acosta-Cota y colaboradores, en el 2019, en donde obtuvieron un mayor peso
hepatico en el grupo al que le administraron mayor cantidad de sacarosa, reportando,
que a mayor ingesta de sacarosa, mayor porcentaje en peso hepatico (Acosta-Cota et
al., 2019), esto puede deberse a que el consumo en exceso de fructosa produce mayor
aumento en el tamafio del higado, almacenamiento de glucégeno y acidos grasos,
pudiendo provocar mayor acumulacién de tejido adiposo ectépico en el higado
(Carvallo, Carvallo, Barbosa-da-silva, Sol, & Nafld, 2017). Otros resultados similares
a los de este proyecto de investigacion han sido publicados, en donde los autores
reportaron que el peso del tejido hepatico fue igual en el grupo TCM y grupo control, y
por otro lado, el grupo TCM resulté con peso de higado menor que el grupo alto en
grasa, utilizando como modelo experimental ratones de la cepa C57BL/6J y una
duracion de tratamiento de 16 semanas (Liu et al., 2011). Los resultados obtenidos en
este estudio coinciden con otros articulos publicados, en donde el efecto del consumo
de TCM en ratones de la cepa C57BL/6n impiden el aumento de peso del tejido
hepético, posiblemente evitando el almacenamiento de glucdégeno hepético, acidos
grasos y su vez, previniendo la acumulacién de tejido adiposo ectépico en el higado.
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Figura 10. Peso de higado de los grupos de tratamiento.

Sin diferencias estadisticamente significativas (p<0.005).
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Triglicéridos hepéaticos

Los resultados de TG hepaticos se reportaron en mg/dL y se encuentran en forma de
medias * DE, encontrando una disminucion estadisticamente significativa en el grupo
TCM (42.48 mg/dL = 24.44) comparado con el grupo control (114.33 mg/dL + 35.64),
con un valor de p=0.0084, al mismo tiempo en comparacion con el grupo sacarosa
(155.24 mg/dL + 49.62), con un valor de p<0.0001, y de igual manera, se encontré una
disminucion significativa en el grupo TCM comparado con el grupo sacarosa + TCM
(113.37 mg/dL £ 19.52), con un valor de p=0.0094 (Figura 11).

Los resultados de este estudio mostraron una disminucion estadisticamente
significativa de los niveles de TG hepéticos en el grupo con TCM en comparacién con
el resto de los grupos. Resultados similares fueron reportados por Zhou vy
colaboradores, en el 2017, en el que ratones C57BL/6J, fueron tratados con TCM y se
pudo observar una disminucion significativa en las concentraciones de TG hepaticos.
Un estudio desarrollado por (Guimaraes et al., 2019), mostraron que el grupo de
ratones de la cepa C57BL/6 tratado solo con TCM, durante 12 semanas, tuvo menores
concentraciones de TG hepaticos comparados con el grupo que combinaba TCM +
fructosa, mostrando éste ultimo niveles de TG hepaticos mayores que el resto de los
grupos. Esta disminucion en las concentraciones de TG hepaticos en el grupo TCM,
se ha relacionado con el posible aumento en la produccién de lipoproteinas VLDL,
permitiendo la exportacion de TG hacia circulaciéon sanguinea, dejando como resultado
una disminucion en TG hepéaticos y al mismo tiempo pudiendo provocar un aumento

en TG plasmaticos (Sayago-Ayerdi et al., 2008).
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Triglicéridos hepaticos
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Figura 11. TG hepaticos.
Diferencias estadisticamente significativas en el grupo TCM (42.48 mg/dL + 24.44), *: comparado con

el grupo control (114.33 mg/dL £ 35.64), p=0.0084); **: con el grupo sacarosa (155.24 mg/dL + 49.62),
p<0.0001; ***: con el grupo sacarosa + TCM (113.37 mg/dL + 19.52), p=0.0094.
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Andlisis histopatolégico de tejido hepatico

Determinacién de grado de EHNA

La determinacion del grado de EHNA se realiz6 de acuerdo con el sistema de
puntuacion histolégica de la red de investigacion clinica sobre EHNA, mencionada y

detallada anteriormente.

En la Tabla 3, se puede observar el grado de EHNA obtenido de cada uno de los
grupos experimentales, en donde se describen las caracteristicas y grado de EHNA
de cada uno. Como se observa, el grupo control desarrollé un grado 4 de EHNA,
obteniendo 3 puntos en la categoria de esteatosis hepética, sin presencia de
inflamacion lobular y puntaje 1 de células balonadas. EIl grupo sacarosa desarrollo
grado 2 de EHNA, obteniendo 1 punto en esteatosis hepatica, 1 punto en inflamacién
lobular y sin presencia de células balonadas. Por su parte, el grupo TCM presento
grado 3 de EHNA, desarrollando un puntaje 2 de esteatosis hepatica, 1 punto en
inflamacion lobular y sin presencia de células balonadas, finalmente el grupo sacarosa
+ TCM, desarrollé grado 6 de EHNA, presentando 2 puntos de esteatosis hepatica, 3
puntos en inflamacion lobular y 1 punto en células balonadas. Los resultados
obtenidos de histologia demuestran que el grupo TCM desarroll6 un menor grado de
EHNA en comparacion con el grupo control, en donde se pudo observar una mejoria
en el grado de esteatosis hepatica, contrario a los resultados en el grupo sacarosa +
TCM en donde esta combinacién resultoé perjudicar el estado del higado, provocando
un mayor dafio hepético. Resultados similares a los obtenidos en este trabajo fueron
reportados por Guimaraes y colaboradores, en el 2019, en donde utilizaron ratones de
la cepa C57BL/6 para una intervencion con TCM con una duracion de 12 semanas de
tratamiento donde observaron presencia de esteatosis hepatica en el grupo TCM y de
igual manera con el grupo de fructosa, sin embargo, la esteatosis hepatica fue mas

pronunciada en el grupo de fructosa + TCM.
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Tabla 3. Resultados de grado de actividad de EHNA, en los diferentes grupos de

tratamiento.

Grupo Esteatosis Inflamacion Células Grado EHNA
lobular balonadas (rango 0-8)
Control 3 0 1 4
Sacarosa 1 1 0 2
TCM 2 1 0 3
Sacarosa + TCM 2 3 1 6

EHNA= Esteatohepatitis No Alcohdlica, TCM= Triglicéridos de Cadena Media.
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Grupo control

En la histologia hepética del grupo control (Figura 12), se encontr0 esteatosis
macrovesicular, en mayor grado a los otros grupos, sin presencia de inflamacion
lobular. EI grupo control desarroll6 EHNA en grado 4, con presencia de esteatosis
hepética de mas del 66% y esto es derivado de que al igual que el resto de los animales
divididos en los diferentes tratamientos, el grupo control también fue previamente
sometido a la induccion de HGNA con solucién de sacarosa, por lo que era de

esperarse que el grado de esteatosis estuviera presente al final del tratamiento.

Un estudio realizado por Guimaraes y colaboradores, en el 2019, con ratones de la
cepa C57BL/6, fueron expuestos a la administracion de fructosa y a diferentes
concentraciones de TCM durante 12 semanas, reportando un grupo control sin EHNA,
esto debido a que no indujeron desde un inicio la EHNA en ese grupo (Guimaraes et
al., 2019).
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Figura 12. Histologia grupo control.

Iméagenes Ay B parénquima, C y D vena central, E y F estructura porta. Imadgenes A, C y E captadas a
10X, imagenes B, D y F captadas a 40X.
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Grupo sacarosa

En la Figura 13, se puede observar que, el grupo sacarosa presentd una ligera
esteatosis microvesicular y macrovesicular, en menor grado comparada con los otros
grupos. El grupo sacarosa present6 un desarrollo de EHNA grado 2, en donde ademas
se pudo encontrar esteatosis de 5 a 33%, estos resultados pueden deberse a que un
elevado consumo de glucosa en la dieta promueve el desarrollo de hiperglicemia e
hiperinsulinemia, a través de la secrecion de insulina por las células B pancreaticas y
que esta hiperinsulinemia a su vez, estimula la lipdlisis en el tejido adiposo,
ocasionando elevados AG libres en circulacién sanguinea, mismos que son captados
por otros tejidos, especialmente a nivel hepatico (Plazas Guerrero et al., 2019),
ocasionando una elevacion en las concentraciones de lipidos hepaticos, lo cual se
refleja en los resultados de histopatologia del grupo sacarosa de este proyecto. Un
estudio reciente reportd que la fructosa tiene la capacidad de activar algunos factores
de transcripcion, como el SREBP1-c, y éste al mismo tiempo, activar enzimas claves
gue participan en la sintesis de lipidos, como FAS y ACC (Guimarées et al., 2019). En
el estudio antes mencionado, los autores obtienen resultados similares a los
encontrados en este trabajo, en donde el grupo de fructosa, administrado durante 12
semanas en ratones de la cepa C57BL/6, presentd una notoria esteatosis de orden
macrovesicular, principalmente.  Otro estudio, donde utilizaron como modelo
experimental ratas Wistar, administraron soluciones de sacarosa a diferentes
concentraciones durante 20 semanas y observaron de manera similar a los resultados
obtenidos en este proyecto, esteatosis microvesicular y moderada esteatosis
macrovesicular en el tejido hepético, destacando la significativa acumulacion de lipidos
en el higado derivado de un elevado consumo de sacarosa en la dieta (Acosta-Cota et
al., 2019).
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Figura 13. Histologia grupo sacarosa.

Imagenes Ay B parénquima, C y D vena central, E y F estructura porta. Imadgenes A, C y E captadas a
10X, imagenes B, D y F captadas a 40X.
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Grupo TCM

En la histologia hepatica del grupo TCM se encontré esteatosis microvesicular, en
menor grado que el grupo control, casi equiparable a los del grupo sacarosa, el cual

se puede observar en la Figura 14.

En los resultados, el grupo TCM desarrollé grado 3 de EHNA, con una presencia de

esteatosis hepatica de 34 a 66%.

Los resultados obtenidos, son muy similares a lo reportado por otros autores, en donde
se ha observado una disminucién casi completa del dafio hepatico, incluyendo una
observable reduccién de esteatosis hepdatica, en los grupos con mayor contenido de
TCM en ratas Sprague Dawley (Ronis et al., 2013). De igual manera, se puede
observar una apariencia del tejido hepatico casi normal o sano en ratones de la cepa

C57BL/6, en los grupos alimentados con TCM (Carlson et al., 2015).
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Figura 14. Histologia grupo TCM.

Imagenes Ay B parénquima, C y D vena central, E y F estructura porta. Imagenes A, C y E captadas a
10X, imagenes B, D y F captadas a 40X.
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Grupo sacarosa + TCM

En la histologia hepatica del grupo sacarosa + TCM, se encontraron esteatosis
microvesicular, infiltrado de células inflamatorias, asi como una clara progresion a

EHNA como se muestra en la Figura 15.

El grupo sacarosa + TCM, desarrollé6 una EHNA grado 6, con presencia de esteatosis
hepética de 34 a 66%. El dafio hepético que se presenta en este grupo puede deberse
a que, ademas de la activacion de la lipogénesis de novo, procedente de glucosa y
fructosa de la sacarosa, los TCM, al ser oxidados rapidamente en el higado, generan
un exceso de acetil-CoA, y al encontrarse en exceso, pueden participar como sustrato
para la lipogénesis de novo, provocando una acumulaciéon de TG hepaticos
(Guimarées et al., 2019) De igual manera, los AGCM incrementan la activacién de
marcadores que participan en la lipogénesis tales como SREBP1c y FAS (Shinohara,
Ogawa, Kasai, & Aoyama, 2005). De acuerdo con los resultados obtenidos en este
trabajo, no se recomienda la combinacién de sacarosa con TCM, debido a que el
exceso en el consumo de esta mezcla resultd perjudicial para el tejido hepatico con
HGNA.

El andlisis de histologia hepatica muestra resultados similares a los publicados
recientemente por Guimaraes y colaboradores, en el 2019, en donde utilizaron fructosa
en combinacién con TCM en ratones de la cepa C57BL/6, durante 12 semanas,
obteniendo como resultado un significativo dafio hepatico comparado con sus grupos
control, grupo TCM y grupo fructosa, argumentando que la combinacion de fructosa
con TCM no atenuaba ni disminuia el dafio hepatico, obteniendo no obstante,
esteatosis macrovesicular y microvesicular, lo cual fue similar a lo que pudimos
observar en el presente estudio, en donde el grupo sacarosa + TCM, resulté con mayor

grado de EHNA que los otros grupos de tratamiento.
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Figura 15. Histologia grupo sacarosa + TCM.

Imagenes A y B parénquima, C y D vena central, E y F estructura porta. Imagenes A, C y E captadas a
10X, imagenes B, D y F captadas a 40X.
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CONCLUSIONES

El tratamiento con 25 mL/kg/dia de TCM, durante 10 semanas, redujo la esteatosis
hepatica y TG hepaticos en ratones de la cepa C57BL/6n con HGNA inducido con una
solucién al 50% de sacarosa, en el grupo TCM individual comparado con el grupo
control, con esta disminucién en la esteatosis hepatica se obtuvo como consecuencia
una mejoria en algunas variables en suero. Se pudo observar disminucién significativa
del peso corporal en el grupo TCM comparado con el grupo control, mientras que en
los resultados en suero, se pudo observar una disminucion significativa en las
concentraciones de glucosa en el grupo TCM comparado con el grupo sacarosa, una
tendencia de disminucion sin significancia estadistica en el grupo TCM en los
resultados de insulina y HOMA-IR, y un aumento significativo en las concentraciones
de c-HDL en el grupo TCM comparado al resto de los grupos de tratamiento. Por otro
lado, el grupo TCM mostré un aumento significativo en las concentraciones de CT,
enzimas ALT y AST comparado con el grupo control, por lo que el aumento de CT
explicaria a su vez el aumento de c-HDL como medio de proteccién del organismo a
la eliminacion del exceso de colesterol, y el aumento de enzimas hepaticas explicaria
la esteatosis aln presente en el higado, aunque en menor grado en comparacion con
el grupo control. Sin embargo, combinando TCM con una dieta alta en sacarosa no
redujo la esteatosis hepatica, esto pudiera deberse a que los TCM pueden actuar de
manera similar a los carbohidratos en el organismo, y al combinar con sacarosa en la
dieta se pudo provocar un aumento en las vias lipogénicas, como la lipogénesis de
novo, pudiéndose sintetizar mayor cantidad de lipidos en el higado y al mismo tiempo,
alterando las variables bioquimicas analizadas en este proyecto de investigacion, por
lo tanto no se observd, en los resultados en suero ni en el analisis de histologia

hepatica, alguna mejoria en ese grupo.

Aungque el consumo de TCM de forma individual resultdé ser una alternativa de
tratamiento en ratones de la cepa C57BL/6n con HGNA inducido con sacarosa, no

mostré la misma efectividad cuando se combinaban con una dieta alta en sacarosa.
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En ese sentido, se recomienda desarrollar mas estudios que analicen la posible
interaccion que puede representar el consumo de TCM combinados con carbohidratos
u otros macronutrimentos de la dieta en el desarrollo de EHNA, evaluar sus posibles
mecanismos de accion y de esta manera, estar en mejores condiciones de poder
recomendar ampliamente su consumo como alternativa nutricional para el tratamiento

de esteatosis hepatica no alcohdlica.
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