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RESUMEN

El higado graso no alcohdlico (HGNA) es la causa mas comun de disfuncion
hepatica, caracterizada por la infiltracion de grasa. Actualmente, no hay un
tratamiento efectivo para el HGNA; modificaciones en el estilo de vida son el
principal tratamiento; sin embargo, la pérdida de peso a largo plazo tiene poco
éxito asi como la adherencia a la restriccion dietaria. Esta situacion ha llevado a
la busqueda de nuevos compuestos para el tratamiento del HGNA. Por lo tanto,
el objetivo del presente proyecto fue evaluar el efecto sinérgico del tratamiento
de la atorvastatina (AT) y/o el licopeno (LYC) aunado a un cambio de dieta en
un modelo de HGNA en ratas Sprague Dawley inducido con una dieta alta en
grasa (HFD). Las ratas fueron alimentadas durante 4 semanas con una dieta
normal (ND-4s) o con una HFD (HFD-4s) para causar HGNA. Posteriormente,
las ratas del grupo ND-4s continuaron durante otras 4 semanas con la misma
dieta (ND-8s), y las ratas del grupo HFD-4s fueron alimentadas durante otras 4
semanas con dieta normal (HFD-4s+ND-4s) o ND y AT (HFD-4s+ND+AT-4s) o
ND y LYC (HFD-4s+ND+LYC:4s) o <con ND, AT vy LYC
(HFD-4s+ND+AT+LYC-4s). La AT (50 mg/kg) y el LYC (20 mg/kg) fueron
administrados diariamente via intragastrica. En los grupos HFD-4s+ND-4s,
HFD-4s+ND+AT-4s, HFD-4s+ND+LYC-4s y HFD-4s+ND+AT+LYC-4s se
observé una recuperacion en los siguientes parametros: peso corporal,
consumo de alimento, resistencia de insulina (RI), triglicéridos (TG), colesterol
total (CT), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y alanino aminotransferasa
(ALT) en suero; TG en higado; asi como la actividad enzimatica de catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPx). Sin embargo el tratamiento con LYC
aunado al cambio a ND mostré una mayor recuperacion en los indicadores peso
del higado, lipoproteinas de baja densidad (LDL) en suero, CT en higado, la
actividad enzimatica de CAT y GPx en el higado, y en las anormalidades
macroscopicas y microscépicas hepaticas. El tratamiento con AT aunado al
cambio de dieta no mostré ninguna recuperacion adicional. En los parametros
de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) en suero y el malondialdehido
(MDA) en higado no se observd ninguna mejoria con el cambio a ND con o sin
AT ylo LYC. Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que la
incorporacion de LYC a una dieta adecuada puede tener un mayor beneficio en
la recuperacion de pacientes con HGNA.
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SUMMARY

Nonalcoholic fatty liver disease (HGNA) is the most common cause of liver
dysfunction, characterized by fatty infiltration. Currently, there is no effective
drug therapy for HGNA,; interventions in lifestyles remain the first line of
treatment; however, the weight loss long term has a low success rate as well as
dietary restriction adherence. This situation has prompted the exploration of new
therapeutic agents for HGNA. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the synergistic effect of atorvastatin (AT) and/or lycopene (LYC) treatment with a
dietary control in HGNA model induced with a high-fat diet (HFD). Sprague
Dawley rats were fed during 4 weeks with a normal diet (ND-4s) or a HFD
(HFD-4s) to produce HGNA model. Then, rats from ND-4s continued during 4
weeks with the same diet (ND-8s), and rats of group HFD-4s were fed during 4
weeks with ND (HFD-4s+ND-4s) or ND plus AT (HFD-4s+ND+AT-4s) or ND
plus LYC (HFD-4s+ND+LYC-4s) or ND, AT plus LYC
(HFD-4s+ND+AT+LYC-4s). AT (50 mg/kg) and LYC (20 mg/kg) were
administered dally by gavage. HFD-4s+ND-4s, HFD-4s+ND+AT-4s,
HFD-4s+ND+LYC-4s and HFD-4s+ND+AT+LYC-4s groups partially reverted the
following alterations due to HFD: body weight, food intake, insulin resistance
(RI), serum triglycerides (TG), total cholesterol (CT), high density lipoprotein
(HDL) and alanine aminotransferase (ALT), hepatic TG, and enzymatic activity
of hepatic catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). A higher
recuperation to reach normality was obtained with ND+LYC in: liver weight,
serum low density lipoprotein (LDL), hepatic CT, and hepatic activity of CAT and
GPx, and in some instances macroscopic and microscopic images of livers.
Failures to recovery with ND plus AT and/or LYC were observed for
malondialdehide (MDA) level and serum aspartate aminotransferase (AST)
activity. Taken together, our results highly suggest the incorporation of LYC to
balanced diets in order to have a more advantageous recuperation of patients
with HGNA.

Key words: carotenoid, hepatoprotection, oxidative stress
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1. INTRODUCCION

El HGNA se ha convertido en el desorden hepatico mas comun a nivel
mundial (Bellentani et al., 2010; Browning et al., 2010). A pesar de que el HGNA
no se asocia con la mortalidad a corto plazo, se puede agravar de una
esteatosis simple a una esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), la cual de
manera frecuente deriva en cirrosis e incluso cancer heptatocelular (Masuoka y
Chalasani, 2013; Berlanga et al., 2014). La mayor parte de los pacientes con
una esteatosis simple no desarrollan EHNA o fibrosis avanzada; sin embargo,
aproximadamente el 23 % de los pacientes con HGNA progresan y desarrollan
EHNA (Wong et al., 2010). EI HGNA se asocia con obesidad, diabetes mellitus
tipo 2 (DMT?2), hiperlipidemia, resistencia a la insulina y cancer (Berlanga et al.,
2014; Blanche y Xiang, 2014; Leite et al., 2014), y ha sido reconocida como
parte del sindrome metabdlico (Postic y Girard, 2008).

En México en las ultimas décadas, la obesidad se ha convertido en un
problema epidemiolégico de salud y como consecuencia, se ha observado un
incremento en la prevalencia de HGNA en todos los grupos de edad. En el afio
2000, las enfermedades del higado fueron la quinta causa de mortalidad, y la
segunda en la poblacion entre los 35 y 55 afios. En el 2010, las enfermedades
cronicas del higado fueron la primera y la tercera causa de muerte entre
hombres y mujeres entre los 30 y 59 afios, respectivamente; ademas se estima
que para el 2020 habrdn mas de 1 millbn de personas afectadas con
enfermedades cronicas del higado (INEGI, 2008; INEGI, 2011).

La causa del desarrollo del HGNA se desconoce; sin embargo, de
acuerdo a la teoria de “dos ataques”, en el “primer ataque”, los triglicéridos (TG)
se acumulan en el citoplasma de los hepatocitos, llevando a un cuadro de
esteatosis (Postic y Girard, 2008). La esteatosis se caracteriza por alteraciones
en el metabolismo de lipidos debido al incremento en la lipogénesis, fallas en el

peroxisoma y en la B-oxidacion mitocondrial y/o la baja actividad del higado



para exportar lipidos (Lee et al., 2011). El “segundo ataque” incluye el estrés
oxidativo y la respuesta inflamatoria, los cuales producen dafio hepatocelular y
fibrosis, debido al desbalance entre la tasa de produccion de las especies
reactivas oxidativas y nitrosativas y su neutralizacibn por mecanismos
antioxidantes, por lo tanto favoreciendo la generacion de prooxidantes (Rolo et
al., 2012). También se ha demostrado que existe un desbalance en las enzimas
antioxidantes en pacientes con EHNA (Belia et al., 2014). El control dietario y
las modificaciones en el estilo de vida son al parecer una estrategia terapéutica
efectiva para el tratamiento del HGNA (Ryan y Itsiopoulos, 2013; Dyson et al.,
2014; Ferramosca y Zara, 2014). Ademas, la prevencién del estrés oxidativo
puede ser efectiva al evitar el HGNA en humanos (Sorrentino et al., 2015).

Aunado a la disminucion de peso corporal y los cambios en el estilo de
vida, es importante realizar numerosos estudios dirigidos a explorar nuevos
tratamientos que pudieran traer beneficios a la salud de estos pacientes; por lo
cual, en el presente proyecto se propuso el uso de AT y LYC para el tratamiento
del HGNA. La AT es un farmaco empleado para el control de las dislipidemias;
se ha reportado que aumenta el colesterol de alta densidad (HDL) y disminuye
los TG, el CT y el LDL (Li et al., 2010; Tremblay et al., 2011). EI LYC es otro
compuesto reportado en la literatura con efectos hipolipemiantes, ya que
disminuye el CT y los LDL (Hu et al., 2008; Verghese et al., 2008; Palozza et al.,
2011; Ried, 2011). Aunado a estos beneficios, tanto la AT como el LYC han
mostrado tener propiedades antioxidantes tanto in vitro como in vivo (Neyestani
et al., 2007; Li et al., 2010; Kim et al., 2011; Sezer et al., 2011).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del cambio
de dieta con o sin un tratamiento de AT y/o LYC en un modelo de higado graso
no alcohalico inducido con una dieta alta en grasa y colesterol en ratas Sprague

Dawley.



2. ANTECEDENTES

2.1 Higado

2.1.1 Aspectos generales

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y uno de los mas
importantes en cuanto a la actividad metabdlica que se desarrolla en el
organismo. Este 6rgano esté situado en la parte superior derecha de la cavidad
abdominal, debajo del diafragma y por encima del estdmago, el rindn derecho y
los intestinos. Es un 6rgano de color marron rojizo oscuro con forma de cono y
pesa alrededor de 1.5 a 2 Kg, se divide en l6bulo derecho e izquierdo y estan
limitados por la bifurcacion de la arteria hepatica y la vena porta; el flujo
sanguineo hepdatico es de aproximadamente 1500 mL/min. El higado recibe,
capta, metaboliza, transforma, almacena y libera de nuevo una gran cantidad de
nutrimentos (macronutrimentos y micronutrimentos) procedentes de la
absorcidn intestinal a través de la circulacién portal y otros sustratos enddégenos
a través de la circulacion sistémica. Asimismo, el higado realiza esas mismas
funciones (captacién, transformacion, almacenamiento y excrecion) con otras
sustancias no nutricionales como son los xenobiéticos, endotoxinas, entre otros,
que pueden ser potencialmente peligrosas para el organismo y que estan
presentes en la dieta o que son generados por el organismo (Mataix et al.,
2002).

2.1.2 Bases morfoldgicas y funcionales

A nivel macroscopico, la masa hepatica esta compuesta por lobulos
atravesados por la vena central; estos I6bulos estan formados por hepatocitos,
los cuales estan organizados en laminas delgadas. Estas laminas estan
atravesadas por espacios vasculares que se denominan sinusoides. En ellos, la
sangre procedente de la arteria hepatica y de la vena porta se mezcla y es

drenada, tras su paso por el sinusoide a la vena central.



El sinusoide estd a su vez delimitado por células reticuloendoteliales.
Existen tres tipos de células de esta red: las endoteliales que son las que
forman la pared de los sinusoides; las células de Kupffer, con funcion fagocitaria
gue se localizan en los sinusoides y, los lipocitos, situadas en el espacio de
Disse entre el endotelio sinusoidal y el hepatocito, que almacenan grasas y

vitaminas liposolubles (Mataix et al., 2002).

2.1.3 Funciones del higado

Ademas, el higado estd encargado de sintetizar una gran cantidad de
proteinas con muy diferentes funciones, entre las que destacan las de almacén,
transporte y solubilizacion, coagulaciébn y mantenimiento de la presion
coloidosmatica del medio interno circulante. También se encarga de extraer del
torrente sanguineo y posteriormente excretar distintos tipos de moléculas libres
(liposolubles, de gran tamafo), o bien unidas a proteinas, previa transformacion
en pequefias moléculas hidrosolubles; como las hormonas, la bilirrubina o la
urea y otros que proceden de las necrosis tisulares. Por ultimo, el higado
también tiene un papel relevante en eliminar del torrente circulatorio: bacterias,
restos celulares y endotoxinas bacterianas, participando, por tanto, en los
mecanismos de defensa del organismo. Dado la importancia del higado por las
diversas funciones en las que participa (Tabla 1), cuando este érgano sufre
alguna alteracion patoldgica, sus funciones se alteran o anulan, por lo que los
pacientes con hepatopatias presentan comiunmente deficiencias nutricionales,
las cuales pueden a su vez afectar la propia funcion hepética y perpetuar el
dafo del 6rgano, y afectar el pronostico (Mataix et al., 2002).



Tabla 1. Funciones del higado

Metabolismo de los hidratos de carbono
e Sintesis y almacenamiento de glucégeno (glucogenogénesis)
e Sintesis de glucosa a partir de glucégeno (glucogendlisis)
e Sintesis de glucosa de novo a partir de piruvato, lactato y aminoacidos
(gluconeogénesis)

Metabolismo de las proteinas y amino&cidos
e Pool de aminoécidos libres
e Sintesis proteica

Metabolismo de los lipidos
e Sintesis hepatica de acidos grasos
e Metabolismo hepético del colesterol
e Sintesis de apoproteinas

Sintesis de sales biliares

Destoxificacién de sustancias enddgenas (bilirrubina, colesterol) o exdgenas
(xenobidticos)

Funcion fagocitica (a cargo de los macrofagos hepaticos o células de Kupffer)

(Kumar et al., 2010).

La funcidbn mas importante del higado es proporcionar una fuente
continua de energia para el organismo. La capacidad del higado para
almacenar y modular la disponibilidad de nutrimentos esta regulada por
diversos factores y por las necesidades energéticas de los 6rganos periféricos.
Las funciones metabodlicas del higado estdn moduladas por glandulas
enddcrinas como el pancreas, las suprarrenales y el tiroides, y también sujetas
a regulacion neural. El higado regula el flujo de nutrimentos durante la fase de
absorcion (pospondrial), en la cual los nutrimentos procedentes del intestino son
metabolizados, y modificados para su almacenamiento en el propio higado o en
el tejido adiposo, o distribuidos al resto de los 6rganos como fuente de energia
para su utilizacion. Durante la fase postabsortiva (ayuno), el higado contribuye a
satisfacer las necesidades metabdlicas del organismo mediante la liberacion o
la sintesis de novo de sustratos energéticos. La regulacion de estas vias
metabdlicas implica complejas interacciones entre los niveles sanguineos de
nutrimentos, los productos finales de su metabolismo (precursores de la sintesis

hepatica) y la accion hormonal (Mataix et al., 2002).




2.1.4 Homeostasis metabdlica

En condiciones fisiolégicas normales, el higado es esencial para
mantener la homeostasis energética en el cuerpo. Por ejemplo, durante el
estado de alimentacion, la glucosa dietaria estimula la secrecién de insulina del
pancreas, la cual llega directamente al higado a través de la vena porta
incrementando los niveles de lipogénesis en el higado y la secrecion de
lipoproteinas. De manera controversial, durante el ayuno, la oxidacion de acidos
grasos mejora en respuesta a la liberacion de glucagoén pancreético y cortisol
adrenal. La regulacion deficiente de las vias metabdlicas de los lipidos da como
resultado el desarrollo de esteatosis hepatica y contribuye al desarrollo de la
inflamacion crénica hepatica, resistencia a la insulina, y dafio hepéatico
(Browning et al., 2004).

Del 65 y el 85 % de toda la sangre que irriga el higado, el mayor
porcentaje proviene del vaso y del tubo digestivo; por lo que tiene una gran
cantidad de azucares, aminoacidos y moléculas sencillas producidas por la
digestion en el intestino y son llevados al higado por la vena porta. La arteria
hepética aporta menor cantidad de sangre, pero ésta va altamente oxigenada.
La sangre de ambos se mezcla y recorre el higado y se vacia en las sinusoides
gue forman una variedad de vasos mas anchos con numerosas uniones entre
vasos Yy algunas de sus células estan directamente adosadas a los hepatocitos.
Los hepatocitos son las principales células de higado (90% del total) y en ellos
residen las funciones metabdlicas. Los hepatocitos se organizan en laminas
cribiformes anastomosadas entre si, o “placas”, que se extienden desde los
espacios porta a las venas hepaticas terminales. Entre las placas de
hepatocitos se encuentran los sinusoides vasculares. La sangre atraviesa los
sinusoides y sale hacia las venas hepéaticas terminales a través de numerosos
orificios de la pared de la vena. De esta forma, los hepatocitos reciben por
ambos lados sangre, venosa portal y de la arteria hepatica bien mezclada, lo
gue convierte a los hepatocitos en las células mas ricamente perfundidas del

cuerpo (Kumar et al., 2010).



2.2 HGNA

El término de HGNA se ha considerado como un desorden comuin que se
caracteriza por una acumulacién anormal de TG en el higado en ausencia del
consumo excesivo de alcohol. Esta enfermedad representa un espectro
histologico que va de una esteatosis simple (definida como TG hepaticos > 5%
del peso del higado) que puede progresar a EHNA, fibrosis, cirrosis, falla
hepatica en etapa final o carcinoma hepatocelular (Pan, 2014). La esteatosis
hepética es generalmente benigna y sin proceso inflamatorio, mientras que la
inflamacion lobular y el dafio hepatocelular seguido de fibrosis son comunes en

la EHNA y al parecer conllevan al desarrollo de cirrosis (Pan, 2014).

Por lo general, la esteatosis con o sin inflamacién inespecifica es una
afeccidon estable que no plantea problemas clinicos significativos y los sujetos
que la presentan estan asintomaticos. Sin embargo, su relevancia clinica se
debe a que del 20-30% de los sujetos con HGNA desarrolla EHNA y esta
condicion aumenta considerablemente el riesgo de cirrosis, falla hepatica y

carcinoma hepatocelular (Figura 1) (Cohen et al., 2011).

La EHNA se diferencia de la HGNA por la presencia del dafio a los
hepatocitos como hinchamiento de los hepatocitos y muerte celular, infiltracion
inflamatoria y/o deposicion de colageno (fibrosis) y posteriormente cirrosis
(Figura 1). En un cuadro de cirrosis los hepatocitos son reemplazados por
tejido de cicatrizacibn compuesto principalmente por colageno tipo | (Figura 2).
El coldgeno se produce por células especializadas llamadas estrelladas, las
cuales se activan al presentarse una lesiobn hepatica y tienen un papel
importante en la regeneracion del higado. Finalmente, la cirrosis puede
progresar y causar cancer de higado; del 4 al 27 % de individuos con cirrosis

desarrolla hepatocarcinoma (Petta, 2009).

Se ha establecido que existe una relacién entre la obesidad, la DMT2, la
resistencia a la insulina, la hiperlipidemia, la hipertension y el desarrollo del
HGNA (Bujanda et al., 2008; Hernandez-Rodas et al., 2015). Mas aun, se ha

considerado el HGNA como la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico
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(Angulo, 2002). Por lo anterior, se ha propuesto la “teoria de dos ataques” para

explicar el desarrollo y progresion de HGNA a EHNA.

Figura 1. Cortes histologicos del higado normal, con esteatosis, con EHNA y
cirrosis. Las fibras de colageno se tifieron con azul de Masson tricromo. La
triada portal (PT), formada por una arteria hepatica, vena portal y un ducto biliar;
y la vena central (CV) (Cohen et al., 2011).

2.2.1 Desarrollo de HGNA a EHNA segun la “teoria de dos ataques”

Los factores que promueven los depoésitos de TG en el higado y la
transicion esteatosis a EHNA y cirrosis en humanos, no han sido
completamente definidos, aunque se sabe que participan factores genéticos y
ambientales. Se ha propuesto un modelo de patogenia en “dos ataques”, los
cuales son: 1) acumulacion de grasa en el higado, y 2) estrés oxidativo hepatico
(Day y James, 1998).

2.2.2 Acumulacién de grasa en el higado

La acumulacién anormal de lipidos en el higado puede tener su origen en
la entrada excesiva de lipidos 0 a un metabolismo y exportacién defectuosos,
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(Musso et al., 2008). Los acidos grasos libres (FFA, por sus siglas en inglés)
usados para la formacion de TG en el higado pueden provenir de tres fuentes:
(i) la dieta, (i) la sintesis de novo Yy (iii) del tejido adiposo. En el higado, los FFA
pueden tener 4 destinos: se esterifican y almacenan en forma de vacuolas de
grasa, son usados para formar colesterol o fosfolipidos, se oxidan a cuerpos
ceténicos por la B oxidacién en la mitocondria o para la formacién de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y ser transportadas por la sangre
hacia los tejidos (Kumar et al., 2010) (Figura 2). Debe existir una homeostasis
de lipidos en el higado, la cual es regulada por varios receptores nucleares y
factores de transcripcion citoplasmicos (Petta, 2009). A continuacion se explican

de manera mas especifica.

O fuentes de FFAs O destinos de FFAs

Figura 2. Fuentes y destinos de los acidos grasos libres en el higado. Adaptada
de Cohen et al., 2011.



2.2.3 Relevancia de la dieta

La dieta aporta parte de los lipidos que llegan al higado. En este sentido,
se sabe que pacientes con EHNA consumen dietas ricas en grasa saturada y
colesterol, y pobres en grasa poli-insaturada, fibra y vitaminas antioxidantes
como C y E (Musso et al., 2009). Recientemente se ha reportado en modelos
de ratén que dietas altas en carbohidratos refinados, en especial la fructosa,
promueven la esteatosis y su progresion a EHNA (Bergheim et al, 2008). La
relevancia de la dieta en la patogénesis del HGNA fue evaluada recientemente
en un estudio de corte longitudinal en 348 sujetos, el cual demuestra que el
ejercicio regular, asi como la pérdida de peso corporal con una dieta adecuada,
se asocia a una mejora en la alanino-amino transferasa (ALT) en suero (Dixon
et al., 2004). Por su parte, Hernandez-Rodas (2015) demostré que sujetos
sanos que consumieron una dieta con un alto contenido caldrico, incrementaron

sus niveles de ALT en suero y el grado de esteatosis en el higado.

2.2.4 Sintesis de novo de acidos grasos

La sintesis de novo es promovida por el consumo de carbohidratos en la
dieta y se realiza a partir de la acetil-coenzima A (CoA). Hay un aumento en el
nivel de insulina y a la disponibilidad del sustrato. La insulina estimula a la
proteina de union al elemento regulador de esteroles 1c (SREBP1c) via la
cascada de sefalizacion proteina cinasa B/receptor X del higadomechanistic
target of rapamycin (AKT, LXR y mTOR) (Li et al., 2010). SREBP1c es un factor
de trascripcion que regula enzimas lipogénicas como la acetil-CoA carboxilasa 1
y 2 (ACC) y la sintasa de acidos grasos (FAS) (Higuchi et al., 2008). La glucosa
promueve la lipogénesis activando la proteina de unién al elemento regulador
de carbohidratos (ChREBP) (Uyeda y Repa, 2006). Asi como SREBP-1c,
ChREBP estimula la expresion de mudltiples genes involucrados en la via
biosintética de los &cidos grasos. En higado, ChREBP en higado regula la

conversion de glucosa a piruvato incrementando la expresion la cinasa de
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piruvato (PK), y provee mas sustrato para la sintesis de FFA y TG (Uyeda y
Repa, 2006).

2.2.5 Aporte del tejido adiposo

El tejido adiposo también puede aportar los FFA que llegan al higado, de
manera particular el tejido adiposo viceral (VAT). El incremento en la masa de
VAT se asocia con la obesidad, la resistencia a la insulina (RI) y el HGNA. Los
FFA, las hormonas (leptina, adiponectina y la resistina) y la adipocitocinas
como el factor de necrosis tumoral-a y la interleucina 6 (TNF-a e IL-6), son
liberadas del VAT a la vena porta y transportadas al higado. Los FFA y TNF-a
tienen un papel clave en el desarrollo de esteatosis y de Rl durante el sindrome
metabdlico (Varela-Rey et al., 2008). La expresion de mRNA de TNF-a en el
tejido adiposo y los niveles de TNF-a en plasma se encuentran elevados en
sujetos obesos con Rl y en ratones ob/ob. Los FFA y TNF-a bloquean la
actividad del receptor de insulina, previniendo la activacion de la cinasa de 3-
fosfatoinositina (PI3K) y otros eventos de sefializacion rio abajo. La fosforilacion
de tirosina en el sustrato del receptor de insulina (IRS) es el mecanismo general
de accién de la insulina. La regulacion rio debajo de la sefalizacion de IRS
causada por la fosforilacion de serina, parece ser el mecanismo por el cual

actlan los 4cidos grasos libres y TNF-a (Varela-Rey et al., 2008).

2.2.6 Estrés oxidativo hepéatico

En la previamente mencionada teoria de “dos ataques”, el segundo
ataque es dado por el estrés oxidativo hepatico. En términos generales, el
estrés oxidativo se refiere a los procesos de deterioro como resultado del
desequilibrio entre la formacién excesiva de pro-oxidantes (EROS) y/o especies
reactivas nitrosativas (ERNS) y la limitacion de los antioxidantes. Es el
mecanismo mas aceptado de dafio y muerte hepatocelular (Robertson et al.,

2001). Estudios previos han reportado niveles elevados de marcadores de
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estrés oxidativo y productos de la lipoperoxidacion, en plasma, asi como bajos
niveles de sistemas antioxidantes en el higado y suero de pacientes con EHNA
(Rolo et al., 2012; Belia et al., 2014).

El desequilibrio entre el incremento de EROS y la disminucion de
antioxidantes, conduce a la peroxidacion lipidica de los &acidos grasos
poliinsaturados, membranas celulares, membranas mitocondriales y ADN. La
lipoperoxidacion produce aldehidos citotéxicos como malondialdehidos (MDA) y
4-hidroxinonenal. Las EROS y estos aldehidos contribuyen al estrés oxidativo,
disminuyendo la produccién de ATP e incrementando la liberacidon de citocinas
inflamatorias. Estos cambios promueven el dafio a los hepatocitos, la
necroinflamacion y la apoptosis de los hepatocitos. Se ha observado que el
producto de la lipoperoxidacién 4-hidroxinonenal se encuentra en mayor
proporcion en la zona periventricular (zona 3), correlacionando esto con las
lesiones histolégicas de la EHNA que son predominantes en la zona 3 (Brunt
eta al., 1999; Takahashi et al., 2012).

La enzima NADPH oxidasa cataliza la transferencia de un electron suelto
al oxigeno molecular para producir superéxido. La regulacion de NADPH
oxidasa puede elevar la producciéon de EROS, y por lo tanto, contribuir a la
patogénesis del estrés oxidativo en ratones alimentados con dietas alta en
grasa y en sacarosa. La formacion de EROS puede aumentar por diversos
mecanismos como la activacion de la xantino oxidasa, la autooxidacion de
NADH vy la inactivacion de la superdxido dismutasa (SOD). Diversas fuentes
pueden incrementar la produccion de EROS en la EHNA como son: TNF-q, la
sobrecarga de hierro, la sobrecarga y el mal funcionamiento mitocondrial, CYPs
y los peroxisomas. La mitocondria tiene un papel central en la patogénesis de la
EHNA, cuando se sobrepasa su capacidad oxidativa debido al aumento en el
flujo de acidos grasos que se observa tanto en la obesidad como en la RI
(Petta, 2009).
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2.3 Enzimas antioxidantes y MDA

El concepto de estrés oxidativo como desequilibrio implica que en
condiciones fisiologicas normales deberia de existir un equilibrio, entre los
oxidantes y los antioxidantes. Sin embargo, la situacién real es altamente
dindmica, y esta muy lejos de un equilibrio estético: los oxidantes son
producidos de manera continua como productos secundarios de la respiracion y
del metabolismo oxidativo; los antioxidantes se encuentran en constante
relacion con ellos; mientras que, en la condicibn de estrés oxidativo, los
oxidantes aumentan o los antioxidantes disminuyen en forma progresiva y
continua, incluyendo respuestas adaptativas de los antioxidantes, lo que le

confiere elasticidad y reversibilidad a la situacién biolodgica (Koningsberg, 2008).

Los sistemas de defensa antioxidantes se agrupan en enzimaticos y no
enzimaticos. Dentro de los enziméticos se encuentran: la superoxido dismutasa
(Mn-SOD y Cu, Zn-SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), entre
otras (Koningsberg, 2008).

2.3.1 SOD

El radical anién superéxido (O?*) es una de las primeras especies
generadas por diversos sistemas celulares. Este radical es altamente toxico por
si mismo y puede ser el generador de otras especies reactivas aun mas toxicas.
La SOD es la enzima encargada de transformar esta especie reactiva en una de
menor toxicidad, como el peréxido de hidrégeno (H20,), el cual es
posteriormente transformado en agua por otras enzimas (CAT y GPXx)
(Konigsberg, 2008).

Las SOD son una familia de enzimas que catalizan eficazmente la

dismutacion de O%* , como se observa en la siguiente reaccion:

202_.+ 2H+_>H202 + O,
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En mamiferos, hay tres isoformas de SOD: CuzZn-SOD (Sod1), la cual se
encuentra en el citoplasma; Mn-SOD (Sod?2), la cual se encuentra en la matriz
mitocondrial; y SOD extracelular (Sod3), la cual se localiza en los fluidos

extracelulares, como la linfa, el fluido sinovial y el plasma.

Existe suficiente evidencia, la cual demuestra que en el HGNA los
mecanismos de defensa antioxidante se encuentran alterados en el HGNA. El
contenido de glutation, asi como la actividad de SOD, disminuyeron en
pacientes que presentan esteatosis hepatica y se exacerban en los casos de
EHNA (Koningsberg, 2008).

2.3.2 CAT

Las CAT son las enzimas responsables de descomponer el H,O, en O,y
agua. Se conocen tres tipos de enzimas que llevan a cabo esta reaccion de
manera eficaz, catalasas tipicas, catalasa-peroxidasa y manganeso catalasas, y
se sabe que surgieron de manera independiente durante la evolucion. Estas
enzimas forman parte de la respuesta antioxidantes de la mayoria de los seres
vivos, ya que evitan la formacion de las EROS mas oxidantes que se pueden
generar a partir de H,O,. Las CAT, ademas de mantener el H,O; en niveles no
toxicos, pueden participar en la regulacion de los diferentes procesos del

desarrollo en los que esté involucrada esta ERO (Koningsberg, 2008).

2.3.3 GPx

La enzima glutation peroxidasa (GPx) es el hombre genérico para una
familia de mdultiples isoenzimas que se caracterizan por su triada catalitica
compuesta de seleniocisteina, glutamina y triptéfano. La actividad de algunas
isoenzimas de GPx depende de Se. Existen cuatro isoenzimas mayoritarias en
tejidos de mamiferos, todas dependientes de Se: GPx clasica o citosélica, GPx

gastrointestinal, GPx plamatica y GPx de fosfolipidos. Estas cuatro isoformas de
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GPx pueden actuar como una peroxinitrito reductasa, previniendo tanto la
reaccion de oxidacion como la de nitracion causada por el peroxinitrito (ONOO).
El sistema GPx y glutation reducido (GSH) trabajan cataliticamente de una
manera parecida a la destoxificacion de hidroperéxidos por GPx a expensas de
GSH (Koningsberg, 2008).

2.3.4 MDA

Los niveles plasmaticos de productos de oxidacion, derivados de
reacciones mediadas por radicales libres, y de antioxidantes se utilizan como
indicadores de estrés oxidativo sistémico en seres humanos y en animales
experimentales. El producto de oxidacién mas utilizado es el MDA, determinado
en forma inespecifica, como TBARS (sustancias reactivas al &cido
tiobarbitlrico, por sus siglas en inglés) mediantes espectrofotometria o

espectrofluorometria (Koningsberg, 2008).

2.4 Enzimas de dafio hepatico (ALT y AST)

Los ensayos para gamma glutamiltransferasa (GGT), alanina
aminotransfersa (ALT), aspartato aminotrasferasa (AST) y fosfatasa alcalino
(ALP) son los exdmenes de laboratorio més usados para la deteccion de
enfermedades hepaticas. De manera, particular las aminotransferasas (ALT y
AST) se encuentran abundantemente dentro de los hepatocitos y se encargan
de catalizar la transferencia de los grupos amino para generar los productos en
la gluconeogénesis y el metabolismo de los aminoacidos (Gianini y col., 2005).
En el higado se producen multiples reacciones de trasaminacion, pero las
Gnicas transaminasas con valor clinico son: 1) ALT y 2) AST. La ALT se
relaciona de manera mas especifica con el dafio hepético, debido a que se
localiza exclusivamente en el citosol de los hepatocitos, mientras que la AST, se
localiza ademas en otros 6rganos como el corazén, musculo esquelético,

rifones, cerebro, pancreas, pulman, eritrocitos y leucocitos (Alvarez, 2005).
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Se puede considerar la enfermedad hepatica como la causa mas
importante del aumento de la actividad de la ALT y de la AST. Ambas enzimas
estdn normalmente presentes en bajas concentraciones en el suero, con
valores inferiores a 40 U/L. Sin embargo, si el higado estd dafiado, la
membrana celular de los hepatocitos se hace mas permeable, vy
algunas enzimas se filtran a la corriente sanguinea, por lo que se elevan sus

concentraciones en suero (Martinez, 2005).

2.5 Modelos animales de HGNA: genéticos o dietarios

Se han implementado diversos modelos animales para entender mejor
los mecanismos en el desarrollo de la esteatosis; estos incluyen modelos
genéticamente modificados hasta modelos inducidos con dietas y la

combinacion de ambos modelos (Kanuri y Bergheim, 2013).

2.5.1 Obl/ob, db/db y ratas Zucker obesas (fa/fa)

Los ratones ob/ob tienen una mutacion espontanea en el gen de leptina,
esto causa una deficiencia de leptina, que puede llevar a hiperfagia, inactividad,
obesidad y diabetes acompafada del desarrollo de HGNA (Mayer et al., 1951).

A diferencia de los ratones ob/ob, los db/db, tienen una mutacién natural
en el gen del receptor de leptina. Estos animales desarrollan obesidad,
resistencia a la insulina, esteatosis macrovesicular y requieren de un “segundo
ataque” para progresar de esteatosis a esteatohepatitis (Wortham y Gyamfi,
2008). De manera similar, las ratas Zucker (fa/fa) también presentan hiperfagia,
la cual resulta en hiperinsulinemia, hiperlipidemia y desarrollan esteatosis en el
higado, ademas de la pérdida del receptor de leptina (Godbole y York, 1978;
Oana et al., 2005).
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2.5.2 Gen Agouti KK-Ay/a

La mutacidon heterocigota del gen KK-Ay/a ha mostrado que trae como
consecuencia la pérdida de la melanocortina, y un fenotipo obeso debido a la
hiperfagia causada en el hipotadlamo y ocasionando una alteracion en la
supresion del apetito, ademas de cambios de color. Esta cepa de raton
desarrolla obesidad, resistencia a la insulina y esteatosis en el higado
(Hernandez-Rodas et al., 2015).

2.5.3 Receptor 4 Melanocortin (MC4R)

Ratones con una alteracion dirigida MC4R han mostrado el desarrollo
tardio de obesidad con hiperfagia, hipersinsulinemia, e hiperglicemia (Huszar et
al., 1997; Marsh et al., 1999). Ademas, los ratones MC4R-KO alimentados con
HFD han mostrado esteatosis masiva en el higado y alteraciones en genes

relacionados con el metabolismo de lipidos (Albarado et al., 2004).

2.5.4 Proteina de union al elemento regulador de esteroles 1¢ (SREBP)

La sobreexpresion dirigida del factor de trascripcion regulador de insulina
SREBP en el tejido adiposo ha mostrado como resultado el desarrollo de HGNA
en ratones (Nakayama et al., 2007). En este modelo, el desarrollo de higado
graso se asocio con alteraciones en la diferenciaciéon de tejido adiposo blanco e
hiperinsulinemia, pero también con inflamacion hepatica leve y fibrosis; sin
embargo, el peso corporal no fue diferente del tipo silvestre y el desarrollo del

tejido adiposo fue marcadamente alterado (Shimonura et al., 1998).

2.5.5 Dieta deficiente en metionina y colina (MCD)

La dieta MCD es un modelo de deficiencia nutrimental, normalmente

contiene grandes cantidades de sacarosa (40 %) y poco contenido de lipidos
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(10%), pero es deficiente en metionina y colina; ambos son factores esenciales
en la nutricibn humana y animal. Los roedores alimentados con dieta MCD
rapidamente desarrollan esteatosis hepatica, debido a una mayor absorcion de
los acidos grasos y disminucion de la secrecion de lipoproteinas de muy baja
densidad desde higado (Anstee y Goldin, 2006). Con este modelo, el desarrollo
de esteatosis es significativamente mas rapido y produce un dafio hepatico, por
lo que este modelo presenta algunas limitaciones. Por ejemplo, este modelo
carece de los principales factores de riesgo en el desarrollo de HGNA en
humanos, como son sobrepeso y resistencia a la insulina, también se report6
una pérdida del 35 % del peso en un periodo de 4 semanas (Rinella et al.,
2008).

2.5.6 Dieta HFD

Estas dietas tienen un alto contenido de grasa (HFD), del total de
calorias que aportan, entre un 30 a 75% provienen de acidos grasos saturados,
se han utilizado para inducir alteraciones metabolicas e HGNA. Dependiendo
del tiempo de alimentacién y de la combinacién de acidos grasos, los roedores
alimentados con HFD presentan obesidad, fallas en la tolerancia a la glucosa,
dislipidemia, aumento en la expresion de reguladores lipogénicos y de citocinas
proinflamatorias (Buettner et al., 2007; Takahashi et al., 2012). Este modelo se
asemeja a las alteraciones patologicas y moleculares propias del HGNA en

humanos.

2.5.7 Dietas ricas en fructosa

Estas dietas presentan un elevado contenido de carbohidratos (sacarosa
o fructosa) han sido usadas para inducir el desarrollo de HGNA en modelos de
ratones. Existen estudios en donde a ratones C57BL/6 que tuvieron acceso ad
libitum al agua de beber con mono o disacaridos presentaron HGNA. Estos

estudios demostraron que la fructosa tuvo en efecto mas nocivo en el higado,
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causando ademas resistencia a la insulina, estrés oxidativo, expresion de
citocinas proinflamatorias y SREBP1c en higado y niveles elevados de
endotoxinas en flujo de sangre portal, asi como alteraciones en la expresion de
citocinas de tejido adiposo viceral, de manera dependiente de la dosis y el
tiempo (Ackerman et al.,, 2005; Bergheim et al., 2008; Spruss et al., 2009;
Kanuri et al., 2011).

2.5.8 Combinacion de grasa y azlcar: estilo occidental o dieta de comida

rapida

En analogia a lo que sucede en paises occidentales, con respecto a
comer fuera de casa o en lugares de comida rapida, lo cual representa un factor
de riesgo para el desarrollo de obesidad (Anderson et al., 2011; Beserra et al.,
2012). Se ha observado que la combinacion de grasa y fructosa, aunado con un
contenido elevado de colesterol, también se ha sido usado como un modelo
dietario para inducir HGNA en roedores. En un en ratones C57BL/6 alimentados
con una dieta similar a comida rapida en cuanto al aporte de lipidos y
carbohidratos (peletes con alto contenido de grasa: 40% de la energia
proveniente de grasa con 2% de colesterol) y agua de beber adicionada con
jarabe de maiz alto en fructosa (HFCS, 42 g/L concentracion final), estos
animales desarrollaron sobrepeso, resistencia a la insulina y EHNA, asi como
un aumento en la expresion de genes relacionados con el desarrollo de fibrosis
(Charlton et al., 2011).

2.6 Tratamientos HGNA

Actualmente no existe una terapia farmacologica efectiva para el
tratamiento del HGNA. Los cambios en el estilo de vida, los cuales involucran la
dieta y el ejercicio, son la primera linea de tratamiento; sin embargo, la pérdida
de peso a largo plazo tiene poco éxito, asi como la adherencia a las

restricciones dietarias. Esta situacion ha ocasionado la exploracion de nuevos

19



agentes terapéuticos para la prevencidon de la esteatosis hepatica y la
progresion de la enfermedad. Hay una escasez en evidencia cientifica de
agentes con potencial terapéutico, en parte debido a la escasez de estudios
clinicos basados en la evidencia de datos histopatologicos del higado, pero
también debido al hecho de que el HGNA es una patologia multifactorial que
involucra cambios metabdlicos profundos y complejos en el higado, los cuales
se relacionan con otros tejidos como el adiposos, el musculo esquelético,
haciendo compleja la respuesta a una monoterapia (Hernandez-Rodas et al.,
2015).

Actualmente, la industria farmacéutica tiene el gran reto de desarrollar
una terapia combinada que resulte efectiva para pacientes con HGNA que,
ademas, presenten obesidad, resistencia a la insulina, dislipidemia y estrés
oxidativo. Es por esto que se estan haciendo esfuerzos importantes dirigidos a
explorar terapias novedosas dirigidas a blancos mdultiples (Sasidharon et al.,
2014). Los productos naturales extraidos de plantas medicinales pueden ser
fuentes ricas en sustancias con actividad biolégica, y se ha observado que
tienen efectos benéficos para la salud y ademas pueden prevenir ciertas

enfermedades en humanos (Balunas y Kinghor, 2005).

2.6.1 AT para el tratamiento de HGNA

La AT es una estatina de segunda generacion que disminuye los niveles
de colesterol LDL por la inhibicibn competitiva de la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A (HMGCoA) reductasa (HMGCoAR), la cual es
responsable de catalizar la conversion de HMGCoA a mevalonato, un paso
clave en la sintesis de novo de colesterol. Las estatinas tienen una mayor
afinidad por la enzima HMGCoA que el sustrato natural. Como resultado de la
inhibicidbn de esta enzima, la sintesis de colesterol se reduce del 10 al 60%
dependiendo de la dosis empleada y del tipo de estatina (Williams y Feely,
2002). Se ha observado que una dosis diaria de 40 mg de AT en sujetos con

hipercolesterolemia puede llegar a reducir hasta un 50 % el LDL, 29% los
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triglicéridos e incrementar un 6% las concentraciones de HDL (Schachter,
2004). De todas las estatinas, la AT es la Unica que reduce significativamente
las LDL remanentes (25.9%) (Naoumova, 1997). Es altamente soluble y
permeable y es completamente absorbida después de su administracion oral.
En otro estudio también se observo un incremento en la concentracion de HDL
y la disminucién en la concentracion de TG (Li et al., 2010). A continuaciéon se
muestran diversos estudios realizado en pacientes y en modelos animales

mostrando los efectos para mejorar el perfil de lipidos séricos (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto hipolipemiante de la AT

AT 40 mg/dia 22 hombres |CT en suero (-37%) | Tremblay et al.,
durante 12 con J|LDL en suero (-50%) | 2011
semanas hiperlipidemia | | TG (-29%)
lapolB-48 (-24%)

AT 10 mg/dia 164 pacientes | |LDL en suero Li et al., 2010
durante 12 con TG en suero
semanas enfermedad |CT en suero

coronaria tHDL-C
AT 10 mg/kg/dia | 72 ratas SD ILDL en suero Yasim et al., 2010

durante 3 meses

TG en suero
LCT en suero

AT (20 mg/ dia) 210 pacientes | |LDL en suero (-45%) | Crouse et al.,
durante 12 TG en suero (-29%) | 1999

semanas THDL-C (4%)

AT (10 mg/dia) 109 pacientes | |LDL en suero (-51%) | Farnier et al.,
durante 16 TG en suero (-29%) | 2000

semanas THDL-C (3%)

AT (10 mg/dia) 127 pacientes | |LDL en suero (-35%) | Davidson et al.,
durante 12 TG en suero (-19%) | 2001

semanas 1 TC (-25%)

THDL-C (8%)

También se han reportado otros efectos pleitropicos de las estatina
incluyen acciones antiinflamatorias y antioxidantes en los vasos sanguineos. De
manera particular, la AT puede disminuir el estrés oxidativo de manera rapida y
eficaz, lo cual se atribuye principalmente a los efectos antiinflamatorios y

antioxidantes (Li et al., 2010). Se han realizado estudios tanto en sujetos como
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en animales, los cuales reportan un efecto en la disminucion de marcadores de

estrés oxidativo atribuido al consumo de AT (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto antioxidante de la AT

AT 10 mg/dia 164 pacientes | |niveles de MDA en Lietal., 2010
durante 12 con plasma
semanas enfermedad 1 actividad de SOD,
coronaria GPx y concentracion

de ON
AT 5 mg/kg/dia 40 conejos Inhibe la oxidacién de | Sezer et al., 2011
durante 15 New Zealand | LDL
semanas (LDL TBARS y dienos

de LDL conjugados)

Debido al evidente efecto hipolipemiante y a su actividad antioxidante, la

AT puede tener un efecto benéfico en un modelo de HGNA en ratas.

2.6.2 LYC para el tratamiento de HGNA

El LYC es un carotenoide de color rojo presente en forma natural en los
jitomates, toronja, sandia, papaya y otras frutas y verduras. Su estructura
guimica de una cadena hidrocarbonada abierta con 11 dobles enlaces
conjugados y 2 dobles enlaces no conjugados le confiere una alta actividad
antioxidante (Britton, 1995). Es un antioxidante muy potente, ya que cuenta con
un oxigeno singuelete, tiene el doble de capacidad antioxidante que elel B-
caroteno y 10 veces mas elevado que el a—tocoferol (DiMascio et al., 1989). El
LYC se ha estudiado ampliamente en relacion con sus efectos potenciales en la
salud, por lo que existe basta literatura de sus efectos benéficos. Se han
realizado estudios tanto en roedores como en humanos; en los cuales se ha

reportado un efecto benéfico en el perfil de lipidos (Tabla 4).
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Tabla 4. Efecto hipolipemiante del LYC en modelos animales

Tratamiento Modelo animal Efecto Referencia
LYC (4-12 mg/kg | Conejos LCT en suero Hu et al., 2008
durante 4y 8 TG total en
semanas) suero
|LDL en suero
LYC (42.6-127.8 Conejos |CT en suero Verghese et al.,
ppm) JLDL en suero 2008
JApoB
lActividad ACAT
THDL en suero
1ApoA1
LYC (5 mg/kg por | Conejos NZW |CT en suero Lorenz et al.,
4 semanas) |LDL en suero 2012
THDL en suero
LYC (10 mg/kg Conejos NZW Conejos NZW Mulkalwar et al.,
por 6 semanas) THDL en suero 2012
LYC de jitomate Ratas |CT en suero Basuny et al.,
(100-800 ppm |LDL en suero 2009
durante 10
semanas) o
LYC puro (200
ppm durante 10
semanas)
LYC (1-4 mg/kg Ratones LCT en suero Kuhad et al., 2008
durante 4-8 diabéticos J|LDL en suero
semanas) THDL en suero
Jugo de jitomate 30 Ratas lLipidos totales Hassan y Edress,
(contiene 1 mg/kg 1CT en suero 2004
de LYC durante 4 J|LDL en suero
semanas) THDL en suero
Jugo de jitomate 16 Ratas 1CT en suero Navarro-Gonzalez
ad libitum en vez J|LDL en suero et al., 2014
de agua JHDL en suero
lActividad de
HMGCoA

Un posible mecanismo sugiere, que el LYC disminuye los niveles de CT
en suero al incrementar el colesterol excretado en las heces (Verghese et al.,
2008). El LYC tiene un papel importante al mejorar el perfil de lipidos en suero y
probablemente mejora la degradacion de LDL (Arab y Steck, 2000). Las
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apolipoproteinas ApoAl y ApoB son marcadores de riesgo de enfermedades
cardiovaculares, el radio de ApoB/ApoAl corresponde al balance
proaterogénico y antiaterogénico de las lipoproteinas. El radio de ApoAl/ApoB
incrementa cuando el colesterol de la dieta aumenta y disminuye cuando
incrementa el consumo de LYC en la dieta (Walldius et al., 2001, Verghese et
al., 2008). También se observd una menor sintesis de colesterol, debido a una
disminucién en la actividad de la HMGCoOAR en higado y aciltransferasa
(ACAT), dando como resultado una menor concentracion en el colesterol
hepatico contribuyendo simultaneamente con un incremento en la excrecion de
colesterol fecal en los conejos alimentados con LYC (Verghese et al., 2008). En
un estudio realizado en ratas, evaluaron el consumo de jugo de jitomate, y
observaron que después de su absorcion, el LYC se almacena principalmente
en el higado. Considerando que en el higado se lleva a cabo el metabolismo de
lipidos, la presencia de LYC se correlaciona con el efecto de disminucion de
colesterol observado en ratas que tomaron jugo de jitomate al compararlo con
las que no tomaron jugo (Navarro-Gonzalez et al., 2014). La sintesis de
colesterol es catalizada por la enzima HMGCoAR. El LYC puede disminuir la
sintesis de colesterol en cultivos celulares inhibiendo la enzima HMGCo0AR
(Fuhrman et al., 1997) o disminuyendo la expresion (Palozza et al., 2011).
Navarro-Gonzalez y colaboradores (2014) hipotetizan dos posibles mecanismos
in vivo: 1) una disminucion en la actividad de la HGMCoAR y 2) una reduccion
en la sintesis de la HMGCoAR en el higado. El efecto hipocolesterolémico se
debié a la disminucién en la actividad de la enzima HMGCOAR en el higado de
las ratas, pero no en la expresion genética. La inhibicibn a nivel post-
transcripcional es por inhibicion competitiva de esta enzima, ya que el LYC, asi
como otros carotenoides son poliisoprenoides sintetizados en plantas por la ruta
del mevalonato. El LYC interactua en el sitio activo de la HMGCOoAR y forma un
complejo similar al formado entre el sustrato de la HMGCOoA vy la cerivastatina
con la enzima. Tomando en cuanto esto, los autores proponen que el LYC
compite con HMGCoA, impidiendo la formaciébn de mevalonato y por

consiguiente reduciendo la sintesis de colesterol. Las HDL tienen propiedades
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antiaterogénicas, incluyendo la inhibicion de la oxidacion de LDL, pero la
propiedad mejor caracterizada es la eliminacién del colesterol de las células,
especialmente de los macrofagos. Las HDL recuperan el colesterol de otros
tejidos en el cuerpo para devolverlo al higado para su excrecion en la bilis o en
las heces. Este trasporte es llamado transporte inverso del colesterol y cuanto
méas HDL, més facilmente tiene lugar el trasporte y es menos probable que los
macréfagos se desarrollen como células espumosas (Stryer et al., 2013).

Este efecto antilipemiante del LYC también ha sido ampliamente

reportado en sujetos. A continuacion se resumen algunos estudios realizados

con LYC o jitomate (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto hipolipemiante del LYC en sujetos

Tratamiento

No. de sujetos

Efecto

Referencia

LYC (60 mg/dia 6 hombres ldel 14 % LDL en | Fuhrman et al.,
durante 3 meses) suero 1997

Capsulas de 41 mujeres 1|CT en suero Misra et al., 2006
jitomate postmenopausicas | |LDL en suero

(4 mg/dia de LYC
durante 6 meses)

400 ml de jugo de | 21 sujetos sanos | |6 % CT en suero | Silaste et al.,
jitomate y 30 mg 113 % LDL en 2007

de céatsup suero

diariamente

durante 3

semanas

225mgdelLYC 12 estudios en 1CT en suero Ried, 2011

diarios

sujetos
(meta-analisis)

|LDL en suero

20.6 mgde LYC
diarios

24 voluntarios
sanos

J|CT en suero

Jacob et al., 2008

200 g jitomate
crudo durante 8
semanas

32 pacientes
diabéticos

tapoA-I|

Shidfar et al.,
2011
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El LYC ha sido considerado como un poderoso antioxidante en un
estudio en pacientes diabéticos los cuales fueron suplementados con 10 mg/dia
de LYC durante 2 meses. Los niveles de MDA en suero disminuyeron en
comparacion con el grupo placebo (Neyertani, 2007). En otro estudio se
suplementé a voluntarios sanos con 15 mg/dia de LYC durante una semana y
en sus linfocitos se observd una prevencion significativa del dafio inducido al
DNA por H,O, (Torbergsen y Collins, 2000). Se detecté un incremento en los
niveles de LYC en suero después de suplementar con 15 mg/dia de LYC
durante 8 semanas. Este incremento se asocié con la disminucién en la longitud
de la cola en ADN de linfocitos en un ensayo cometa realizado a sujetos sanos,
asi como un incremento en la actividad de SOD en plasma (Kim et al., 2011). El
consumo de 500 ml/dia de jugo de jitomate comercial durante 4 semanas
incrementd los niveles de LYC en plasma y la resistencia de las LDL a la
oxidacion en pacientes con diabetes (Upritchard et al., 2000). En otro estudio
realizado por Hadley et al. (2003), en el cual se suplementaron con productos
de jitomate a sujetos sanos durante 15 dias, se aislaron sus lipoproteinas y se
evaluo su resistencia al dafio oxidativo. Ademas, la fase lag, usada como una
medida para evaluar la capacidad antioxidante, incrementé significativamente

después del consumo de productos con jitomate durante 15 dias.

En un estudio realizado en conejos alimentados con una dieta alta en
grasa a los cuales les suplementaron via intragastrica LYC 4-12 mg/kg durante
4 y 8 semanas, se obtuvo una disminucion en los niveles de MDA y un
incremento en la capacidad antioxidante total (Hu et al., 2008). También se
reportd que el consumo elevado de jugo de jitomate y catsup (27 mg de
LYC/dia) durante 3 semanas incremento la resistencia a la oxidacion de las LDL
en adultos sanos normocolesterolémicos (Silaste et al., 2007). Por su parte en
otro estudio en donde se evalué el efecto de un suplemento con jitomate cocido
durante 30 dias a un grupo de 40 sujetos con DMT2 de 35-55 afios, de ambos
sexos, no fumadores y sin complicaciones diabéticas, se evaluaron los
marcadores de estrés oxidativo: SOD, GPx, GR y GSH, asi como la

lipoperoxidaciéon. Esto se midi6 antes del suplemento, a los 15 y a los 30 dias
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de estar tomando el suplemento. Se observé que hay una mejora en los niveles
de enzimas antioxidantes y disminuyé la tasa de lipoperoxidacion sugiriendo
que el suplemento con LYC a partir del jitomate puede ser una estrategia
adecuada para prevenir estrés oxidativo en pacientes diabéticos (Subhash y
Agrawal 2007). También se realizé otro estudio para evaluar las propiedades
antioxidantes de productos derivados del jitomate como el jugo de jitomate o la
salsa de spaguetti, en 19 voluntarios sanos a los cuales se les dio durante 1
semana cada una de estas fuentes de LYC. Se obtuvieron muestras de sangre
y se midio por HPLC el LYC en suero, el cual aumento significativamente y los

niveles de TBARS disminuyeron (Rao y Agarwal, 1998).

Los mecanismo por los cuales el LYC se considera un antioxidante son
dos principalmente, uno es que el mismo compuesto atrape directamente las
ERO, debido a su estructura quimica, al ser uno de los antioxidantes mas
potentes, tiene el doble de capacidad para atrapar un oxigeno siguelete que el
B-caroteno y 10 veces mayor que le a-tocoferol; otro mecanismo es su
capacidad de regular la transcripcion de enzimas antioxidantes y el GSH
(DiMascio et al., 1989).
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3. JUSTIFICACION

México estd experimentando una transicion nutricional y, como
consecuencia de ello, la prevalencia combinada de sobrepeso u obesidad ha
aumentado, alcanzando el 73% para las mujeres y de 69.4% para los hombres
(ENSANUT 2012). Este incremento ha derivado en el aumento de
enfermedades cronico degenerativas, entre ellas el HGNA (Clark, 2006).
Aunado a lo anterior, existe ademas una relacion entre el sobrepeso y la
obesidad con el aumento de citocinas circulantes y las EROS en el torrente
sanguineo (Eckel, 2005), los cuales también se ha comprobado que contribuyen

con diversos trastornos hepéticos, entre ellos el desarrollo del HGNA.

De acuerdo a lo anterior, la teoria de “dos ataques” es la mas aceptada
para entender el desarrollo y la progresion del HGNA a la EHNA, en la cual en
el “primer ataque” hay una acumulacibn de TG en los hepatocitos y
posteriormente en el “segundo ataque” causado por el estrés oxidativo, es
determinante para la peroxidacion de lipidos, disfuncion mitocondrial, aumento
en la produccion de citocinas e inflamacion, lo cual resulta en la EHNA (Bernal,
2013).

Actualmente no existen tratamientos para el HGNA, por lo que los
cambios en el estilo de vida, como el ejercicio y una dieta adecuada, son las

estrategias mas usadas para su tratamiento.

Existen numerosos estudios los cuales sugieren el uso de algunos
compuestos nutracéuticos para prevenir el desarrollo del HGNA; sin embargo,
para la gran mayoria de estos compuestos no se ha evaluado su contribucion
como parte del tratamiento. Por lo anterior, en este estudio se propone el uso
de la AT y el LYC, cuyas propiedades antilipemiantes y antioxidantes han sido
reportados ampliamente, lo cual puede ser determinante para evitar el

desarrollo y la progresion de EHNA. El uso de una dieta adecuada debe ser

28



complementario en el manejo integral para evitar el deterioro progresivo en

estos trastornos hepaticos.
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4. HIPOTESIS

La inclusion de una dieta adecuada, asi como el consumo de AT y/o
LYC, que debido a sus efectos hipolipemiante y antioxidante pueden coadyuvar

en el tratamiento integral para disminuir la esteatosis hepética en ratas.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tratamiento con atorvastatina y/o licopeno, aunado a
un cambio de dieta, en un modelo de higado graso no alcohdlico inducido con

una dieta alta en grasa en ratas.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la respuesta en la induccion de dos enzimas antioxidantes (SOD
y CAT) en suero de rata tratadas con las dosis de AT (20 mg/kg/d y 50
mg/kg/d) y LYC (20 mg/kg/d).

2. Implementar un modelo de HGNA inducido con una dieta alta en grasa
en ratas.

3. Evaluar la recuperacion del HGNA en ratas con el cambio de dieta, junto
con el tratamiento de AT y/o LYC, en los siguientes indicadores: el perfil
de lipidos, metabolismo de carbohidratos, enzimas de dafio hepatico,

marcadores de estrés oxidativo y morfologia hepatica.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Compuestos para el tratamiento de HGNA

La AT se obtuvo de la Farmacia Guadalajara, Querétaro de la marca
Pharma Check, en presentacion de tabletas de 30 mg, usando el mismo lote

comercial para todos los experimentos.

El LYC fue de la marca LycoVit® 10% DC, BASF The Chemical
Company, Denmark, adquirido a través de la empresa Cindetec, Parque

Industrial Querétaro, Querétaro.

7.2 Material biologico

Para el estudio piloto se emplearon ratas macho de la cepa Sprague
Dawley de 180 + 10 g, adquiridas en el bioterio de la UNAM campus Juriquilla.
Para la segunda etapa, las ratas de las mismas caracteristicas fueron

compradas a Harlan Laboratories, Mexico S.A.(CDMX, México).

7.3 Evaluacion del efecto de los compuestos en ratas

La primera fase de este proyecto consistiéo en llevar a cabo un estudio
piloto con la finalidad de evaluar la induccién de las enzimas antioxidantes
(SOD y CAT) en el suero de las ratas, a los cuales se les administré AT y/o LYC
durante 2 semanas, y con base en los resultados usar posteriormente estos
compuestos en un modelo de HGNA. Para esta fase se utilizaron 24 ratas, las
cuales se aclimataron durante una semana en condiciones de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad a una temperatura de 25 + 3 °C con ciclos de humedad
controlados, con agua y alimento ad libitum. Se utilizaron jaulas de
policarbonato con capacidad para 6 ratas. Los animales se dividieron en 4
grupos: dieta normal durante 2 semanas (ND-2s), AT 50 mg/kg/d durante 2
semanas (AT50-2s); LYC 20 mg/kg/d durante 2 semanas (LYC20-2s); AT 50
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mg/kg/d + LYC 20 mg/kg/d durante 2 semanas (AT50+LYC20-2s). Ambos
compuestos se administraron diariamente via intragéstrica a través de una
sonda. Una vez transcurridas las dos semanas, los animales fueron sacrificados
para determinar la actividad de las enzimas antioxidantes en el suero. Los
animales se pesaron al inicio del experimento, al final de cada semana y al

término del experimento antes de ser sacrificados.

Después de la obtencion y el andlisis de los resultados del estudio piloto,
se llevé a cabo la segunda fase del proyecto el cual se dividi6 en dos etapas.
En la primera etapa el objetivo fue establecer un modelo de esteatosis en ratas
Sprague Dawley a través de una HFD (dieta alta en grasa, siglas en inglés)
durante 4 semanas, y en la segunda etapa el objetivo fue evaluar la
recuperacion del HGNA generado, mediante cambio en la dieta de HFD a ND,
suplementado o no con AT y/o LYC. Para esta segunda etapa, se utilizaron un
total de 82 ratas SD machos de 180 * 10 g, la cuales se adquirieron en Harlan
Laboratories, Mexico S.A. Las ratas se aclimataron durante una semana en
condiciones de 12 horas de luz, 12 horas de oscuridad a una temperatura de 25
+ 3 °C con ciclos de humedad controlados, con agua y alimento estandar ad
libitum. Se utilizaron jaulas individuales de acero inoxidable. Los animales se
dividieron de manera aleatoria en 8 grupos: dieta normal durante cuatro
semanas (ND-4s); dieta alta en grasa durante cuatro semanas (HFD-4s); dieta
normal durante 8 semanas (ND-8s); dieta alta en grasa durante 4 semanas
seguida de dieta normal durante 4 semanas (HFD-4s+ND-4s); dieta alta en
grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal y AT durante 4 semanas
(HFD-4s+ND+AT-4s); dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta
normal y LYC durante 4 semanas (HFD-4s+ND+LYC-4s); dieta alta en grasa
durante 4 semanas seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas
(HFD-4s+ND+AT+LYC-4s). La AT (50 mg/kg) y el LYC (20 mg/kg) fueron
administrados diariamente via intragastrica. Los grupos ND-4s y ND-8s
recibieron via intragastrica agua que fue el vehiculo para disolver la AT y una
emulsién de agua y aceite que fueron el vehiculo del LYC. La dieta HFD se

preparé con los siguientes ingredientes: 2.5% colesterol, 10% sacarosa, 10%
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manteca vegetal hidrogenado, 1% colato de sodio, 10% lactosa, 0.2% cloruro
de colina, 0.15% tiouracilo y 66.225% alimento estdndar de Harlan México S.A.
de C.V. (Ramesh et al., 2008). Esta dieta se les proporcioné a los animales
durante 4 semanas y, una vez transcurrido este tiempo, las ratas de los grupos
ND-4s y HFD-4s fueron sacrificadas para determinar la obtencién del modelo de
HGNA y su caracterizacion. Las ratas de los grupos no sacrificados en la etapa
inicial, recibieron ND vy los tratamientos correspondientes de acuerdo a su grupo
experimental durante 4 semanas. Las ratas del grupo ND-8s recibieron ND

durante las ocho semanas.

Para poder evaluar el metabolismo de carbohidratos, tres dias antes del
sacrificio se realizé una curva de tolerancia a la glucosa. Al término del periodo
correspondiente los animales se sacrificaron para la obtencion de plasma,
suero, eritrocitos, aorta, higado, tejido adiposo y rifidén. La mitad de las muestras
de los higados fueron guardadas en paraformaldehido al 4 % para
posteriormente ser procesadas para el estudio histolégico de acuerdo a la
metodologia del laboratorio de histopatologia de la Facultad de Medicina de la
UAQ. Mientras que la otra mitad de los higado y el resto de los érganos, se
ultracongelaron con nitrégeno liquido y posteriormente fueron almacenadas a -
70°C hasta su posterior analisis. El peso de las ratas se evalué semanalmente y
el consumo del alimento 3 veces a la semana durante el periodo experimental.
El agua y alimento se proporcionaron diariamente. Para medir el consumo de
alimento, se utilizaron comederos especiales para evitar la dispersion y pérdida
del alimento. Diariamente se les proporcion6 a cada animal 30 g de alimento y
24 horas después se peso el alimento sobrante en el recipiente para cuantificar

por diferencia el consumido.

7.4 Metabolismo de carbohidratos

La curva de tolerancia a la glucosa mide la capacidad que tiene el

organismo para metabolizar la glucosa. Esta prueba se realizé después de un
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ayuno de 12 horas, y se midid la glucosa basal en sangre periférica,
inmediatamente se administré via intragastrica una carga de glucosa de 2 g/kg
de peso corporal. A los 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracion
de la glucosa, se tomoé una gota de sangre cortando la cola de la rata, en la que
se midio la concentracion de glucosa en sangre utilizando un glucometro de

Accu-Check® system (Roche, Germany) y sus tiras respectivas.

7.5 Perfil de lipidos (TG, CT, LDL y HDL) y determinacion de TG y CT en
higado

Veinticuatro horas después del dltimo tratamiento, los animales se anestesiaron
por inhalacién de éter, para la obtencion de muestras de sangre a través de
puncién cardiaca, la sangre se centrifugé a 3000 g a 4°C por 10 min, el suero y
plasma se almacenaron a -70°C para posteriormente ser usado en los analisis
correspondientes. Para las determinaciones de CT, TG, LDL y HDL en suero se
utilizaron kits comerciales de (ELI Tech, France). Las determinaciones de TG y
CT en higado se realizaron de acuerdo al método de Folch et al. (1957), en
donde los tejidos se homogenizan en un politron con una mezcla de (v/v) de
cloroformo-metanol 2:1, se agita durante 15 a 20 minutos en un agitador orbital
y se filtra. La fase solvente se enjuaga con una solucion de 4 ml de NaCl, se
agita en un vortex, posteriormente la mezcla se centrifuga a 2000 rpm. La fase
del cloroformo contiene los lipidos, de los cuales se evapora el solvente
mediante vacio, y los TG y CT se determinan de acuerdo con enzimas

empleando un kit comercial (ELI Tech, Francia).

7.6 Sistemas de defensa antioxidantes: SOD, CAT, GPx y MDA

La actividad de la SOD se evaluo por el método de McCord y Fridovich (1969),
usando el kit de la marca Fluka. Mientras que la actividad de la CAT se midi6
por el método de Aebi (1983). Para la determinacién de la CAT, la reaccién

comienza al agregarse el H,O, y se monitorea el decremento en la absorbancia
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a 240 nm por un periodo de 30 segundos basados en la velocidad de
descomposicion del H,0O,. La actividad de GPx se evalué por el método de
Plagia y Valentine (1976), el cual se basa en la oxidacion de GSH a glutatién
oxidado (GSSG) catalizada por GPx. La lipoperoxidaciéon se determiné por la
reaccion del acido tiobarbitarico con el malondialdehido (MDA), un producto
derivado de la peroxidacion tisular de los lipidos (Wright et al., 1981). El nivel de
peroxidos de lipidos se expres6 como nmoles de MDA formados/mg de

proteina.

7.7 Enzimas de dafo hepatico: AST y ALT

Para evaluar las enzimas de dafio hepatico AST (aspartato amino transferasa) y
ALT (alanino amino trasferasa) se utilizaron los kits de la marca Spinreact

(Espana).

7.8 Estudio macroscopico y microscépico

Una vez extraidos los 6rganos fueron pesados, y sumergidos en una solucion
de formol amortiguado para después incluir un pedazo del 6rgano en parafina,
obtener cortes y tefiirlos con hematoxilina eosina. Para evaluar el dafios se
utilizé la clasificacion de Brunt et al. (1999), en donde en una escala del 0 al IV
determinan el grado de afectacién, en donde O es que no se presenta dafio, |
son pocas vacuolas y dispersas, Il vacuolas de grasa dispersas en zona 3, Il
vacuolas de grasa en zonas 2 y 3 y IV numerosas vacuolas de grasa en zonas
2 y 3. La evaluacion fue realizada por el Dr. Marco Gallegos, patélogo de la

Facultad de Medicina de Universidad Autdbnoma de Querétaro, Qro, México.

7.9 Anadlisis estadistico
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Los resultados fueron expresados como el promedio + error estandar (SE), o la
desviacion estandar (SD). Las diferencias entre los grupos ND-4s and HFD-4s
fueron determinadas por t test o por rank sum test. Las diferencias entre los
grupos tratados fueron evaluadas por ANOVA seguida por una comparacion de
medias de Tukey test. Se realiz6 un test de chi? para el analisis de la esteatosis,

en el cual el nivel de significancia estadistica fue P<0.1.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Estudio piloto

La primera fase de este proyecto consistio en llevar a cabo un estudio
piloto con la finalidad de evaluar la induccion de las enzimas antioxidantes
(SOD y CAT) en ratas al administrar AT y/o LYC.

8.2 Enzimas antioxidantes en suero (SOD y CAT)

En los mamiferos, las EROS son secuestradas por las enzimas
antioxidantes, como SOD, CAT, GPx y GR, asi como por sustancias
antioxidantes como vitaminas y GSH (Konigsberg, 2008).

En este trabajo se evalué la induccion de las enzimas antioxidantes
(SOD y CAT) en suero de ratas SD, a las cuales se les administr6 AT 50
mg/kg/d (AT50) (Wassmann et al., 2002) y LYC 20 mg/kg/d (LYC20) (Liu et al.,
2008; Bignotto et al., 2009) durante 2 semanas.

Se observé una induccion significativa en la actividad sérica de SOD en
las ratas a las que se administr6 LYC durante 2 semanas (LYC20-2s) con
respecto al grupo normal (ND-2s) (Figura 3). Estudios previos reportaron un
aumento en los niveles de SOD, GPx y GR en suero de pacientes diabéticos
gue consumieron 200 g de jitomate como fuente de LYC durante 30 dias
(Subhash et al., 2007). Por su parte, Kim y colaboradores (2011) reportaron un
aumento en la actividad de SOD en plasma de sujetos suplementados con 15
mg de LYC durante 8 semanas. De manera similar, en otro estudio realizado
por Breinholt y colaboradores (2000) reportaron un aumento significativo en la
induccion GR y GPx en eritrocitos de ratas tratadas con LYC a la dosis de 0.005
g/kg peso corporal por dia, y de SOD a las dosis de 0.005 y 0.05 g/kg peso

corporal por dia.
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Es de interés mencionar que la administracion de atorvastatina
disminuye la actividad de la SOD en el suero de las ratas (Figura 3). Dicha
disminucién no es estadisticamente significativa en el grupo de ratas que solo
recibio la atorvastatina; sin embargo, en el grupo que recibié el licopeno y la
atorvastatina, el aumento en la actividad de SOD promovido por el licopeno no

se observa debido a la presencia de la atorvastatina.
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Figura 3. Actividad enzimatica de SOD en suero. DN-2s = dieta normal 2
semanas; AT50-2s = AT 50 mg/kg/d 2 semanas; LYC20-2s = LYC 20 mg/kg/d 2
semanas; AT50+LYC20-2s = AT 50 mg/kg/d + LYC 20 mg/kg/d 2 semanas.

*Diferencia significativa vs grupo ND-2s con la prueba t-test P<0.05.

En los grupos AT50-2s, LYC20-2s y AT50+LYC20-2s se observé una
induccion significativa en la actividad de CAT en el suero de las ratas (Figura
4). Estudios previos realizados por Broncel y colaboradores (2006) observaron
un aumento significativo en las enzimas antioxidantes (CAT, GPx y SOD) en

eritrocitos de pacientes tratados con AT (10 mg/d) durante 4 semanas.
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Figura 4. Actividad enzimética de CAT en suero. DN-2s = dieta normal 2
semanas; AT50-2s = AT 50 mg/kg/d 2 semanas; LYC20-2s = LYC 20 mg/kg/d 2
semanas; AT50+LYC20-2s = AT 50 mg/kg/d + LYC 20 mg/kg/d durante 2

semanas. *Diferencia significativa vs grupo ND-2s con la prueba t-test P<0.05.

8.3 Peso corporal y ganancia de peso

En las figuras 5y 6 se presentan los resultados del peso corporal y de la
ganancia de peso de las ratas durante las 2 semanas del periodo experimental,
respectivamente. Se puede observar que los compuestos empleados no

afectaron ni el peso corporal, ni la ganancia de peso de los animales usados.
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Figura 5. Peso corporal de las ratas control con los tratamientos de AT y/o LYC.
Los datos se presentan como la media £ EE. DN-2s = dieta normal 2 semanas;
AT50-2s = AT 50 mg/kg/d 2 semanas; LYC20-2s = LYC 20 mg/kg/d 2 semanas;
AT50+LYC20-2s = AT 50 mg/kg/d + LYC 20 mg/kg/d 2 semanas.
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Figura 6. Ganancia de peso de las ratas control con los tratamientos de AT y/o
LYC. Los datos se presentan como la media + EE. DN-2s = dieta normal 2
semanas; AT50-2s = AT 50mg/kg/d 2 semanas; LYC20-2s = LYC 20 mg/kg/d 2
semanas; AT50+LYC20-2s = AT 50 mg/kg/d + LYC 20 mg/kg/d 2 semanas.

8.4 Conclusiones del estudio piloto

A partir de los resultados del estudio piloto se concluy6 que los animales
tratados con LYC por si sélo, asi como los tratados con la combinacién de AT y
LYC, presentaron una mejora en el promedio de la induccién de las enzimas
SOD y CAT en suero. El efecto sinérgico observado en la inducciéon de CAT,
sugiere que cada una de los compuestos esté actuando a través de
mecanismos diferentes, por lo que la respuesta observada en la induccion de

CAT es sinérgica.

Se ha propuesto que el estrés oxidativo actua como “segundo ataque” en
la patogénesis del esteatosis a EHNA vy fibrosis (Day y James, 1998). Por lo
cual, se justifica el uso de compuestos antioxidantes que recuperen el
desequilibrio en el manejo de las ERO y contrarresten el estado de estrés
oxidativo presente en el HGNA, evitando asi el desarrollo y progresion de
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HGNA a EHNA (Yalniz, 2007). EI aumento de radicales libres, asi como la
disminucién de las enzimas antioxidantes, han sido reportados en suero de
pacientes con HGNA (Pan, 2014).

En conclusion, el estudio piloto permitié seleccionar las dosis de AT (50
mg/kg) y LYC (20 mg/kg) a las cuales se obtuvo alguna respuesta favorable,

para su uso durante la segunda fase de este proyecto.

8.5 Implementacion y caracterizacion del modelo de HGNA con HFD durante

4 semanas. Primera etapa.
8.6 Ingesta calorica, peso corporal y peso del higado

En esta etapa del proyecto el objetivo fue establecer y caracterizar el

modelo de higado graso en ratas SD alimentadas con HFD durante 4 semanas.

Los resultados obtenidos al finalizar las 4 semanas de dieta demuestran
gque no se presentaron diferencias significativas en el consumo diario del

alimento entre los grupos ND-4s y HFD-4s (Tabla 6).

Los resultados del peso corporal de los animales indican que las ratas
del grupo ND-4s tuvieron un peso significativamente mayor (13%) con respecto
al grupo HFD-4s (Tabla 6). En concordancia con los datos previos, el consumo
de alimento mostr6é una tendencia no significativa en el grupo de ratas con HFD
(Tabla 6). En un estudio previo realizado por Ji y colaboradores (2011) se
observd que las ratas que recibieron HFD para inducir HGNA, presentaron un
menor incremento en su peso corporal al compararlas con las ratas que
consumieron la dieta normal. Existen estudios los cuales demuestran que ratas
que recibieron dietas con un alto contenido de grasa presentaron anorexia,
afectando el consumo de alimento y disminuyendo con ello su ganancia de

peso (Tuomisto et al., 1999).
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En cuanto a los resultados del peso del higado, se puede observar que
éste fue significativamente mayor en las ratas del grupo HFD-4s, en
comparacion con del grupo DN-4s (Tabla 6). Estos resultados concuerdan con
Ji y colaboradores (2011), quienes obtuvieron un aumento significativo en el
peso de los higados de ratas SD macho alimentadas con una HFD durante 12

semanas.

Tabla 6. Cambios en diferentes parametros después de 4 semanas de

alimentacién con ND o HFD

Parametros ND-4s HFD-4s Valor P
Peso corporal (g) 308.0+11.1 272.0+12.0 0.001
Consumo de alimento 70.8+1.6 63.0+5.3 0.486
(Kcal/d) 11.3+04 17.3+£0.6 0.001
Peso de higado (g)

TG suero (mg/dL) 59.2+6.2 201.7 £11.8 0.001
TC suero (mg/dL) 130.2+£2.2 436.5 +19.6 0.001
HDL suero (mg/dL) 40.2+2.4 82.3+7.6 0.002
LDL suero (mg/dL) 112+1.2 346.3+6.0 0.029
TG higado (mg/100 mg) 246+1.9 83.7+1.4 0.001
TC higado (mg/100 mg) 19.6 £ 0.3 52.3+0.4 0.001
AST suero (U/L) 114.0+£ 105 136.0 £ 8.9 0.115
ALT suero (U/L) 57.0+x4.6 125.0x 114 0.001
SOD higado (U/mg prot) 166+1.2 11.4+1.6 0.015
CAT higado (U/mg prot) 2549+ 115 240.2 £ 6.7 0.295
GPx higado (U/mg prot) 4.67+0.1 3.01+0.2 0.001
MDA higado (nM/mg prot) 0.51 +0.02 0.85+0.03 0.001

Los valores son los promedios + EE de seis ratas en cada grupo. Las

diferencias estadisticas entre los grupos de ratas se calcularon por la prueba t-
test. ND-4s, dieta normal durante cuatro semanas; HFD-4s, dieta alta en grasa
durante cuatro semanas; TG, triglicéridos; TC, colesterol total; HDL,
lipoproteinas de alta densidad; LDL, lipoproteinas de baja densidad; AST,
aspartato aminotransferasa; ALT, alanino aminotransferasa; SOD, superoxido
dismutasa; CAT, catalasa.
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8.7 Perfil de lipidos en suero y en tejido hepatico

En los resultados obtenidos en el perfil de lipidos se pueden observar
concentraciones significativamente mas elevadas de TG, CT, HDL y LDL en
suero de las ratas del grupo HFD-4s al compararlas con el grupo ND-4s (Tabla
6). Estos resultados son similares a los reportados por Hatzis y colaboradores
(2013), en donde se presentaron concentraciones significativamente mas
elevadas de TG, CT, HDL y LDL en suero de ratas Wistar alimentadas durante
4 semanas con HFD en comparacion con el grupo control. Por su parte, Xia y
colaboradores (2013) reportaron resultados similares en ratas SD alimentadas
con HFD durante 18 semanas provocando un aumento significativo en TC, TGy

LDL en suero.

En cuanto a las concentraciones de TG y CT en higado (Tabla 6), se
observé que en el grupo HFD-4s aument6 3.38 veces el contenido de TG y de
3.35 veces el contenido de CT al compararlo con el grupo ND-4s. Por su parte,
Ji y colaboradores (2011) realizaron un estudio en ratas SD alimentadas con
una DHF durante 20 semanas, obteniendo niveles significativamente mas

elevados de TG y CT en higado con respecto al grupo de ratas sanas.

8.8 Indicadores de dafio hepético (ALT y AST)

Las enzimas ALT Y AST son comunmente utilizadas como marcadores
de dafio hepético (Goorden et al., 2013), por lo cual se evaluaron en el suero de
las ratas de los diferentes grupos experimentales. El promedio en la actividad
de ALT fue significativamente mayor en el suero del grupo de ratas HFD-4s que
en el grupo ND-4s (Tabla 6). Estos datos concuerdan con los reportados por Ji
y colaboradores (2011), quienes obtuvieron niveles significativamente mas
elevados de ALT y AST en suero de las ratas alimentadas con una HFD durante
20 semanas en comparacion del grupo normal. De manera similar, Yalniz y
colaboradores (2006) observaron que ratas SD alimentadas con HFD durante 6

semanas mostraron valores significativamente mas elevados de AST y ALT en
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suero al compararlas con el grupo control. Por su parte, Ramesh vy
colaboradores (2009) reportaron que en ratas Wistar alimentadas con HFD
durante 30 dias, el promedio de la actividad de AST y ALT en suero fue
significativamente mas elevado que en ratas normales. Las dietas denominadas
HFD en ratas, son aquellas en las cuales el 60 % de la energia proviene de
grasa, las cuales pueden ser de origen animal o vegetal (Buettner et al., 2006;
Sutherland et al., 2008).

8.9 Marcadores de estrés oxidativo

Con el fin de proteger a los tejidos de posibles dafios causados por las
EROS, el organismo tiene sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
(Parthasarathy et al., 2009). La proteccion contra las EROS y sus productos
derivados de la lipoperoxidacion y la oxidacién de proteinas, esta dado por
enzimas como CAT, SOD, GPx y GST. Una disminucién en la actividad de
estas enzimas se ha asociado con la acumulacion de radicales altamente
reactivos, llevando a fallas y pérdida en la integridad y funciones de las
membranas celulares (Sheela y Augusti, 1995). Otros estudios han reportado
que HFD causan una disminucion en la actividad de CAT, SOD, GPx y GST en
muestras de higado (Ramesh et al., 2008). También se ha reportado que el
estrés oxidativo ejerce un papel determinante en la progresion de HGNA a
EHNA (Day y James, 1998).

En el presente estudio se evalué la actividad de tres enzimas
antioxidantes (SOD, CAT y GPx) en el higado. La actividad de SOD y GPx fue
significativamente menor en el grupo HFD-4s que en el grupo ND-4s; sin
embargo, la actividad de CAT no presentd diferencias significativas (Tabla 6).
En un estudio realizado en ratas Wistar alimentadas con HFD durante 30 dias,
se obtuvieron niveles significativamente menores en la actividad de las enzimas
CAT, SOD y GPx en higado al compararlas con el grupo normal (Ramesh et al.,

2009). Por su parte, Xia y colaboradores (2013) obtuvieron una menor actividad
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de SOD en el higado de ratas alimentadas con HFD durante 18 semanas al

comprarlas con el grupo control.

El MDA es un marcador de la peroxidacion de lipidos (Wright et al.,
1981). Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que se
obtuvieron niveles significativamente elevados de MDA (1.6 veces) en el higado
de las ratas del grupo HFD-4s en comparacion con el higado del grupo ND-4s
(Tabla 6). En un estudio realizado por Yalniz y colaboradores (2006), también
se alcanzaron niveles significativamente mas elevados de MDA en higado de
las ratas alimentadas con una HFD durante 6 semanas en comparacion con el
grupo control. Este resultado concuerda con el reportado por Xia y
colaboradores (2013), en donde ratas SD alimentadas con HFD durante 18
semanas aumentan significativamente los niveles de MDA en higado en

comparacion con el grupo control sano.

8.10 Metabolismo de carbohidratos

La prueba de tolerancia a la glucosa se considera un indicador de riesgo
para el desarrollo de HGNA (Muniyappa et al., 2008; Hsiao et al., 2013), por tal
motivo se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa en una muestra de
sangre de las ratas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7, en
donde se puede observar que se detectd un aumento significativo de la glucosa
al inicio, y al minuto 30, 60, 90, 120, 150 y 180 después de haber administrado
la carga de sacarosa en el grupo HFD-4s en comparacion con el grupo ND-4s.
Estudios previos realizados por Bahcecioglu y colaboradores (2010) reportaron
un aumento de glucosa en sangre en ratas SD alimentadas con HFD. En otro
estudio realizado por Martin-Pozuelo y colaboradores (2014), ratas SD
alimentadas con HFD durante 5 semanas tuvieron concentraciones mas

elevadas de glucosa en plasma en comparacion con el grupo control.

En el presente proyecto, al realizar la curva de tolerancia a la glucosa,

las ratas alimentadas con HFD tuvieron una mayor concentracion de glucosa en
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sangre y estos animales tardaron mas tiempo en regresar a sus niveles basales
de glucosa en sangre, lo cual se asocia con resistencia a la insulina. Ademas
este grupo de ratas presentd un esteatosis grado Il y Ill, apoyando la relacién
entre la resistencia a la insulina y el desarrollo de HGNA. La resistencia a la
insulina que se presenta en los pacientes con HGNA sugiere la participacion de
la via de sefalizacion IRS1/PI3K/AKT (sustrato 1 del receptor de
insulina/fosfatidilinositol 3 cinasal/proteina cinasa B), que es activada por medio
de insulina o de IGF-1 (factor de crecimiento insulinico tipo 1) (Brown y
Goldstein, 2008). La via IRS1/PISK/AKT se ha vinculado como promotora del
HGNA por su participacion en el metabolismo de los lipidos, debido a que S6K1
(p70-S6 cinasa 1) también puede regular positivamente por fosforilaciones al
factor transcripcional LXR (receptor X del higado), miembro de la familia de
receptores nucleares. Cuando LXR se encuentra activo promueve la
transcripcion del gen que codifica para la proteina SREBP-1c (proteina de union
al elemento regulador de esteroles 1c), el cual es un factor transcripcional que
regula enzimas lipogénicas como la acetil-CoA carboxilasa 1y 2 (ACC) y la
sintasa de acidos grasos (FAS). Se ha reportado que pacientes con HGNA
muestran un aumento en la expresién de ACC y FAS (Higuchi et al., 2008), lo
que sugiere que la acumulacién de TG se potencia por la activacién de la
lipogénesis mediada por la via IRS1/PISK/AKT.
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Figura. 7 Prueba de tolerancia a la glucosa en ratas alimentadas con DN-4s (e)
o HFD-4s (m), dando 2 mg/kg de sacarosa via intragastrica al tiempo 0, como se
indica en la metodologia. Todos los datos son el promedio + SE de seis ratas
por cada grupo. (*) Diferencia significativa entre los grupos ND-4s y HFD-4s por
prueba t-test (P<0.05). ND-4s, dieta normal durante cuatro semanas; HFD-4s,

dieta alta en grasa durante cuatro semanas.

8.11 Vitamina Ay E en suero

A pesar de que no ocurrieron defunciones durante el experimento,
algunas ratas del grupo HFD-4s presentaron un deterioro evidente; estos
animales se veian enfermos (presentaron pérdida de pelo alrededor del cuello,
y en la parte del lomo el pelo estaba erizado). Para descartar alguna deficiencia
originada por la HFD o por la anorexia presentada en las ratas que consumieron
HFD, se evaluaron las vitaminas A y E en suero de las ratas (Figura 8). Las
ratas del grupo HFD-4s tuvieron menores niveles de vitamina A en suero en
comparaciéon con el grupo ND-4s, mientras que la vitamina E fue
significativamente mas elevada en el suero de las ratas del grupo HFD-4s con
respecto al grupo ND-4s. Los valores de vitaminas A y E obtenidos en este

estudio, a pesar de presentar diferencias significativas con respecto al grupo
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control, se consideran dentro del estandar, ya que el rango de normalidad es de
20-85 ug/dL en suero (Shils, 1999).

T B NDe4s

HFDe4s

H %

m

Vitamina A Vitamina E

Figura 8. Valores de vitamina A y E en suero (upg/dL).* t-test, diferencia
estadistica significativa (P<0.001). ND-4s = dieta normal durante cuatro

semanas; HFD-4s = dieta alta en grasa durante cuatro semanas.

8.12 Evaluacion macroscépica y microscopica del higado

Los resultados de la evaluacion macroscépica e histopatologica de los
higados de ratas sanas y ratas con HGNA inducido con la HFD se muestran en
la figura 6. Una vez sacrificados los animales se extrajo el higado, se pesé y se
realiz6 la evaluacibn macroscopica. Se observé que los higados del grupo
HFD-4s (Figura 9d) fueron méas grandes, estaban decolorados y eran muy

fragiles en comparacion con los del grupo ND-4s (Figura 9a).

En las figuras 9b y 9c se presentan imagenes microscépicas de
secciones de higados normales. En el grupo HFD-4s se observaron hepatocitos
hinchados con esteatosis macrovesicular y numerosas vacuolas citoplasmicas
en mas del 90 % de los hepatocitos (n=4) (Figuras 9e,f). Estos resultados
concuerdan con los reportados por Yalniz y colaboradores (2006), en donde

ratas SD que recibieron una dieta HFD durante 4 semanas desarrollaron
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esteatosis con numerosas vacuolas en el citoplasma. Estos autores también
reportaron esteatosis grado | y Il en todos los animales alimentados con HFD.

Figura 9. Aspecto macroscopico de los higados de ratas de los siguientes
grupos: ND-4s (a), HFD-4s (d). Histoarquitectura del tejido hepatico por tincién
con H&E a x 200 del grupo ND-4s (b) y HFD-4s (e), y a x 600 del grupo ND-4s
(e), y del grupo HFD-4s (f). Las flechas indican las gotas de grasa dentro de los
hepatocitos. ND-4s, dieta normal durante cuatro semanas; HFD-4s, dieta alta en

grasa durante cuatro semanas.

En la tabla 7 se muestran el grado de esteatosis y colesterolosis
obtenido en los diferentes grupos exprimentales. Para ello, se empleé la escala
propuesta por Brunt (1999), en donde el grado | = leve, grado Il = moderado y
grado Ill = severo. En base a lo anterior, se puede observar que ninguna de las
ratas del grupo ND-4s presentd esteatosis; sin embargo, el 25 % de las ratas en
el grupo HFD-4s presentaron esteatosis grado Il y el 75 % grado lll. El promedio
en el grado de esteatosis fue significativamente diferente (prueba de X?) entre el
grupo HFD-4s y el grupo ND-4s (Tabla 7).

El término colesterolosis fue empleado por el histopatologo, al referirse a

la acumulacién de macréfagos cargados de colesterol, formado una especie
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aglutinamiento en el higado, el cual se puede observar al microscopio. En la
tabla 7 se muestra que el 100 % de las ratas del grupo ND-4s no presentaron
colesterolosis, mientras que el grupo HFE-4s presentd grado Il en el 25 % de
las ratas. El promedio en el grado de esteatosis fue significativamente diferente
en el grupo HFD-4s en comparacion con el grupo ND-4s; esto se evaluo a
través de la prueba de X? (Tabla 7). El promedio en el grado de colesterolosis
entre los grupos ND-4s y HFD-4s no mostrg diferencias significativas (prueba
de X?) (Tabla 7).

Tabla 7. Grado de esteatosis y colesterolosis de las ratas en los grupos ND-4s
y HFD-4s

Grupos Esteatosis Colesterolosis | Total

Grado 0 |1 i jo |l (|1l N
ND-4s 4* 4 4
HFD-4s 1 |3 |3 1 4

* Diferencia estadistica entre los grupos ND-4s y HFD-4s por la prueba de X*
(P<0.1). 'Diferencia estadistica entre los grupos ND-8s y HFD-4s+ND-4s,
HFD-4s+ND-4s+AT-4s, HFD-4s+ND+LYC-4s 0 HFD-4s+ND+AT+LYC-4s por la
prueba de X? (P<0.025). ND-4s, dieta normal durante cuatro semanas; HFD-4s,
dieta alta en grasa durante cuatro semanas. N = numero de animales. La

esteatosis se determin6 de acuerdo a la escala de Brunt (1999).

8.13 Evaluacién microscopica de aorta y rifién

Ademas de los hallazgos reportados en el higado, también se realiz6é un
estudio microscopico en las aortas y los rifiones de los animales. En la figura
10b se puede observar que el grupo HFD-4s presenté un mayor grosor en la

pared de la aorta, ademas las células musculares lisas son mas grandes y
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presentan cierto grado de inflamacién, en comparacién con las ratas del grupo
ND-4s (Figura 10a). Estos resultados concuerdan con los reportados por
Ramesh y colaboradores (2008), en donde ratas Wistar que recibieron una dieta
aterogénica durante 30 dias presentaron un engrosamiento de la aorta debido a
la inflamacion de las células musculares lisas. Por otro lado, en el rifidn no se

presentaron cambios por la ingesta de la dieta HFD-4s.

Figura 10. Corte histologico de la aorta. a) ND-4s, células musculares lisas y b)

HFD-4s, células musculares lisas con inflamacién. Tincion H&E (40x). ND-4s,
dieta normal durante cuatro semanas; HFD-4s, dieta alta en grasa durante

cuatro semanas.

Los datos incluidos en la tabla 6 y en la figura 9 indican que las ratas del
grupo HFD-4s semejan al HGNA en humanos. Los resultados obtenidos en el
higado en las ratas después de haberlas alimentado con HFD durante 4
semanas, ya han sido reportados previamente en diversos estudios
(Bahcecioglu et al., 2010; Wang et al., 2010; Chung et al., 2012), por lo este
modelo de HGNA fue adecuado para evaluar el posible efecto del cambio de
dieta tnicamente o del cambio de dieta y un suplemento de AT y/o LYC.
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8.14 Efecto del cambio de dieta y la adicion de AT y/o LYC para evaluar la

recuperacion del HGNA. Segunda etapa.
8.15 Consumo de alimento, peso corporal y peso del higado

En la segunda etapa de este proyecto, el objetivo fue evaluar la
recuperacion del HGNA con cambio de dieta Gnicamente o con cambio de dieta
y un suplemento de AT y/o LYC. Como se puede observar en la tabla 3, no hay
diferencias significativas en el consumo de alimento entre los grupos y, por lo
tanto, tampoco se observaron diferencias en el peso corporal de las ratas en los
diferentes grupos experimentales. En un estudio previo realizado por Ji y
colaboradores (2011), en ratas SD alimentadas durante 20 semanas con
diversos tipos de dietas, de manera similar no se observaron diferencias
significativas en el peso corporal de los animales segun el grupo experimental
(grupo control, grupo HFD durante 20 semanas, grupo HFD durante 12
semanas y 8 semanas de ND, grupo HFD durante 12 semanas, 8 semanas de
ND y AT).

En cuanto al peso del higado, se observé que la adicion de AT y/o LYC a
la ND permiti6 un restablecimiento total del peso del higado, lo cual no se
observé con uUnicamente el cambio de dieta (Tabla 8). Estos resultados
concuerdan con los reportados por Kim y colaboradores (2008), en donde ratas
SD alimentadas con una dieta aterogénica durante 6 semanas y 5 % de polvo
de arandano usado como antioxidante, tuvieron una mejora significativa en el
peso del higado al compararlo con los animales que Unicamente recibieron la
dieta aterogénica. En otro estudio realizado por Ji y colaboradores (2011)
mencionado anteriormente, las ratas con cambio a ND y suplementadas con
AT, también mostraron una mejora significativa en el peso del higado con

respecto al grupo no suplementado.
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Tabla 8. Consumo de alimento, peso corporal y peso del higado

_ Con_sumo de Peso corporal Peso del
Grupos (n=6) alimento @ higado (g)
Kcal/d
ND-8s 67 +2.30° 370 £ 6.15° 11.1 +0.29°
HFD-4s+ND-4s 61 + 3.20° 360 + 8.09% 13.8+0.35"
HFD-4s+ND+AT-4s 65 + 3.30° 349 +7.15° 12.4 +0.24°
HFD-4s+ND+LYC-4s 58 + 4.00% 342 +4.03?2 11.7 £ 0.30°
HFD-4s+ND+AT+LYC-4s 63 + 5.50° 337 +1.80° 12.0 + 0.39°
Los valores son la media + SEM. Letras distintas indican diferencia estadistica
significativa (P<0.001). ND-8s, dieta normal durante 8 semanas;

HFD-4s+ND-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal
durante 4 semanas; HFD-4s+ND-4s+AT:4s, dieta alta en grasa durante 4
y AT durante 4

HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta

semanas seguida de dieta normal semanas;
normal y LYC durante 4 semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta alta en grasa

durante 4 semanas seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas

8.16 Efecto del tratamiento con AT y LYC sobre los cambios en el metabolismo

de carbohidratos en ratas alimentadas con HFD-4s

Los grupos ND:8s y HFD-4s+ND+LYC20-4s mostraron un pico mas
elevado a los 60 min, mientras que el grupo HFD-4s+ND+AT+LYC-4s presento
la concentracibn mas baja de glucosa en sangre. A los 120 min todos los
grupos de ratas presentaron concentraciones de glucosa similares a las basales
(Figura 11). Estos resultados concuerdan con los reportados por Bahcecioglu y
colaboradores (2010), en donde las ratas SD alimentadas con HFD durante 6
semanas Yy tratadas con LYC, tuvieron niveles significativamente menores de
glucosa en sangre, en comparacion con los animales del grupo HFD sin

tratamiento.
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Glucosa en Sangre (mg/dL)

Tiempo (min)

Figura 11. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas alimentadas con ND-8s (o
raya continua azul), HFD-4s+ND-4s (o amarillo), HFD-4s+ND+AT:4s (¢ verde),
HFD-4s+ND+LYC-4s (a rojo), HFD-4s+ND+AT+LYC-4s (+ rosa), después de 2
mg/kg de sacarosa via intragastrica, como se indica en la metodologia. Todos
los datos son el promedio + SE de 6 ratas en cada grupo. DN-8s, dieta normal
durante 8 semanas; HFD-4s+ND-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas
seguida de dieta normal durante 4 semanas; HFD-4s+ND-4s+AT-4s, dieta alta
en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal y AT durante 4 semanas;
HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta
normal y LYC durante 4 semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta alta en grasa

durante 4 semanas seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas.

8.17 Efecto del tratamiento con AT y/o LYC sobre el perfil de lipidos en suero
de ratas alimentadas con una dieta HFD-4s

Los resultados del efecto de la AT y/o el LYC en el perfil de lipidos en
suero se muestran en la tabla 4. Las concentraciones de CT y HDL se
normalizaron con el cambio a dieta normal, asi como con el cambio de dieta con
AT ylo LYC. Los valores de TG fueron incluso significativamente menores en
los grupos que recibieron HFD-4s+ND-4s con o sin suplemento de AT y/o LYC

gue en el grupo ND-8s. Estos resultados son similares a los reportados por Kim
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y colaboradores (2008), en donde ratas SD alimentadas con una dieta
aterogénica durante 6 semanas presentaron valores de TG menores que el
grupo control. Por su parte, Basuny y colaboradores (2009) reportaron un
experimento en el cual, las ratas alimentadas con HFD y suplementadas con
licopeno durante 10 semanas, presentaron niveles significativamente menores

de colesterol total en suero.

En cuanto a las concentraciones de LDL, es de llamar la atencion que
con la HFD se presentaron niveles muy elevados de LDL (346.3 mg/dL) (Tabla
6), y mostraron una recuperacion total al regresar a valores normales (cercanos
a 13.7 mg/dL) en los grupos alimentados con ND y suplementados con AT y/o
LYC (HFD-4s+ND+AT-4s, HFD-4s+ND+LYC-4s y HFD-4s+ND+AT+LYC:4s).
Mientras que, el grupo no suplementado con AT y/o LYC (HFD-4s+ND-4s) solo
logré una recuperacion parcial, ya que no se obtuvieron los niveles basales de
LDL en el suero de estos animales (Tabla 9). Estos resultados concuerdan con
diversos autores al reportar que tanto la AT como el LYC tienen efectos
antilipemiantes en suero de sujetos, al igual que en diversos modelos de
roedores (Silaste et al., 2007; Verghese et al., 2008; Ried, 2011; Lorenz et al.,
2012).
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Tabla 9. Perfil de lipidos en suero

Grupos (n=6) TG (mg/dL) CT (mg/dL) HDL (mg/dL) LDL(mg/dL)
ND-8s 78.8+4.2% 895+44* 51.0+24* 13.7+0.8°
HFD-4s+ND-4s 51.0+4.4° 99.7+4.9* 464+19* 19.0+1.4°
HFD-4s+ND+AT-4s 62.1+3.0° 89.4+28 43.7+13* 124+12°
HFD-4s+ND+LYC-4s 60.4+1.8° 111.9+4.7* 48.1+09* 12.1+0.9?
HFD-4s+ND+AT+LYC-4s 57.3+52° 102.6+6.0° 46.1+1.8* 11.0+1.7°

Los valores son la media + SEM. Letras distintas indican diferencia estadistica
(P<0.001). ND-8s,

HFD-4s+ND-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal

significativa dieta normal durante 8 semanas;

durante 4 semanas; HFD-4s+ND-4s+AT-4s, dieta alta en grasa durante 4
y AT durante 4
HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta

semanas seguida de dieta normal semanas;
normal y LYC durante 4 semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta alta en grasa

durante 4 semanas seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas.

8.18 Efecto del tratamiento con AT y/o LYC sobre el contenido de lipidos en

higado de ratas alimentadas con una dieta HFD-4s

Las células adiposas se alimentan de acidos grasos libres provenientes
del torrente sanguineo (principalmente de TG circulantes). Esta capacidad de
absorber el flujo de acidos grasos libres de la circulacién, le da al tejido adiposo
un papel especial para proteger a otros tejidos del flujo excesivo de acidos
grasos libres, pero cuando hay un exceso estos lipidos se transportan a otros
organos, principalmente al higado (McCullough, 2004). Al higado pueden llegar
acidos grasos provenientes del tejido adiposo, transportandose en complejos
con albumina o pueden provenir directamente de la dieta en forma de

guilomicrones.

Los hepatocitos tienen los mecanismos para unir, transformar,

catabolizar y exportar el exceso de flujo de acidos grasos libres a travées de
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proteinas de unién de acidos grasos, sintesis de triglicéridos y secrecibn como
VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad), B-oxidacion por el sistema de
citocromo P450 y w-oxidacion microsomal. Cuando se satura la combinacion
con albumina, las células hepaticas captan mas acidos grasos libres. Este
exceso de acidos grasos libres en el higado tiene un papel primordial en el
aumento en la secrecion de VLDL que lleva a hipertrigliceridemia y dislipidemias
asociadas (Luyckx et al., 2000).

Se evaluo el contenido de lipidos en el higado con el fin de medir el

efecto de la AT y el LYC sobre el almacenamiento de éstos en el higado.

Los resultados del contenido de CT y TG en el tejido hepético de las
ratas se muestran en la tabla 10. Se puede observar que los valores de TG
muestran una recuperacion similar en todos los grupos después de alimentar a
las ratas con la ND-4s, independientemente de la presencia de AT y/o LYC. Sin
embargo, los valores de CT muestran una recuperacién a valores normales en
el higado de las ratas que recibieron AT y LYC, en comparacion con la
recuperacion parcial de las ratas que recibieron Unicamente ND. Estos
resultados concuerdan con estudios previos realizados por Ji y colaboradores
(2011) quienes reportan una disminucion significativa de CT en el higado de las
ratas tratadas con AT; y también con los resultados obtenidos por Hassan y
colaboradores (2004), en donde muestran una disminucién significativa de CT

en el higado de los animales suplementados con LYC.
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Tabla 10. Triglicéridos y colesterol total en higado

Grupos (n=6) TG (100 mg) CT (100 mg)
ND-8s 29.6 +1.3% 175+0.42
HFD-4s+ND-4s 28.8+1.42 23.6+0.5°
HFD-4s+ND+AT-4s 25.5+1.0° 16.1 + 0.8°
HFD-4s+ND+LYC-4s 27.6 +1.8% 18.4 + 0.3%
HFD-4s+ND+AT+LYC-4s 20.4 +1.22 19.5 + 0.4°

Los valores son la media =+ SEM. Letras distintas indican diferencia estadistica
significativa (P<0.001). ND-8s, dieta normal durante 8 semanas;
HFD-4s+ND-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal
durante 4 semanas; HFD-4s+ND-4s+AT-4s, dieta alta en grasa durante 4
semanas seguida de dieta normal y AT durante 4 semanas;
HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta
normal y LYC durante 4 semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta alta en grasa

durante 4 semanas seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas.

8.19 Efecto del tratamiento con AT y/o LYC en las enzimas de dafio hepatico
(AST y ALT) en suero

Los niveles elevados de ALT y AST en suero se interpretan como el
resultado del dafio hepatocelular (Miranda-Nantes et al., 2011). En la tabla 11
se muestran los resultados obtenidos en el suero de las ratas de los diferentes
grupos experimentales. Se puede observar que en presencia de esteatosis en
el higado de las ratas, hay un aumento en la actividad de AST; sin embargo,
este valor no se normaliza con el cambio a ND con o sin suplemento de AT y/o
LYC. En cuanto a los valores de la enzima ALT se observa que aumento con el
consumo de HFD durante 4 semanas, y una vez que las ratas consumen
nuevamente la dieta normal, esta enzima regresa a sus valores basales
independientemente del consumo de AT y/o LYC (Tabla 11). Estos resultados
concuerdan con los reportados por Bahcecioglu y colaboradores (2010), en

donde ratas SD alimentadas con HFD presentaron un aumento de AST y ALT.
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Sin embargo, los valores de ALT disminuyeron con el suplemento de LYC en
ambas dosis administradas, mientras que los valores de AST permanecieron
elevados a pesar del suplemento de LYC. Por su parte, Ji y colaboradores
(2011) reportaron resultados similares en cuanto a los valores de ALT, en un
estudio realizado en ratas SD alimentadas 12 semanas con HFD para inducir
HGNA, las ratas tratadas con AT recuperaron sus niveles basales de ALT,

mientras que los valores de AST no se recuperan.

Tabla 11. Enzimas AST y ALT en suero

Grupos (n=6) AST (U/L) ALT (U/L)
ND-8s 123.8 + 12.92 71.5+7.9°
HFD-4s+ND-4s 169.3 + 17.3° 89.0 + 8.42
HFD-4s+ND+AT-4s 157.8 + 13.4° 98.5 + 10.5°
HFD-4s+ND+LYC-4s 155.3 + 16.2° 90.5 + 10.12
HFD-4s+ND+AT+LYC-4s 152.8 + 15.8° 68.3 +7.8%

Los valores son la media =+ SEM. Letras distintas indican diferencia estadistica
significativa (P<0.01). ND-8s, dieta normal durante 8 semanas; HFD-4s+ND-4s,
dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal durante 4
semanas; HFD-4s+ND-4s+AT-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas
seguida de dieta normal y AT durante 4 semanas; HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta
alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal y LYC durante 4
semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas

seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas.

8.20 Efecto del tratamiento con AT y/o LYC en los marcadores de estrés

oxidativo hepatico

Los resultados de los marcadores de estrés oxidativo se muestran en la

tabla 12 y se pueden observar los siguientes cambios: la actividad de SOD
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disminuyo en los grupos de cambio de dieta (HFD-4s+ND-4s), cambio de dieta
con AT o LYC (HFD-4s+ND+AT-4s y HFD-4s+ND+LYC-4s); mientras que, el
grupo tratado con AT y LYC (HFD-4s+ND+AT+LYC-4s) no presentdé cambios

con respecto al grupo ND-8s.

En cuanto a la actividad de CAT, no se reportaron cambios en la
actividad de los grupos con cambio de dieta y cambio de dieta con AT o LYC
(HFD-4s+ND-4s, HFD-4s+ND+AT-4s y HFD-4s+ND+LYC-4s); sin embargo, el
grupo tratado con AT y LYC (HFD-4s+ND+AT+LYC-4s), tuvo menor actividad
de CAT con respecto al grupo ND-8s (Tabla 12). Estos resultados concuerdan
con los reportados por Hsu y colaboradores (2008), en donde se observé que la
administracion de 3 y 9 % de pasta de jitomate como fuente de LYC durante 8
semanas aumenté la actividad de CAT en el higado de los hamsters

suplementados.

En cuanto a la actividad de GPx, los grupos con cambio de dieta y
tratados con AT asi como con AT y LYC (HFD-4s+ND+AT:4s vy
HFD-4s+ND+AT+LYC-4s) no presentaron cambios con respecto al grupo
ND-8s; mientras que los grupos con cambio de dieta y suplementado con LYC
tuvieron una mayor actividad de GPx con respecto al grupo ND-8s (Tabla 12).

El incremento general observado en la actividad catalitica de SOD, CAT
y GPx después del cambio de dieta o del cambio de dieta con AT y/o LYC, es

positivo.

Los valores de MDA aumentaron con el desarrollo de la esteatosis, y en
el grupo ND-8s permanecen bajos, no se modificaron después de cambiar a
ND-4s, con o sin el suplemento de AT y/o LYC (Tabla 12), a pesar de que la
esteatosis disminuy6 en el higado como se describe a continuacion. El efecto
limitante del LYC para normalizar el MDA hepético coincide con el reportado por

Bernal y colaboradores (2013).
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De todos los indicadores de dafio hepatico evaluados en el higado, sélo
AST y MDA no mostraron mejoria con la DN-4s, sola o combinada con AT y/o
LYC.

Tabla 12. Marcadores de estrés oxidativo (SOD, CAT, GPx y MDA)

SOD CAT GPx MDA
Grupos (n=6) (U/mg (U/mg prot) (U/mg prot) (nM/mg

prot) prot)
ND-8s 30.4 +3.0° 175.2+145° 29+0.1% 0.563 + 0.03%
HFED-4s+ND-4s 189+1.1° 2085 +7.6° 5.0 +0.1° 1.005 + 0.05"
HFD-4s+ND+AT-4s 8.6+0.9° 237.7+11.0° 42+0.2° 0.785 + 0.04°
HFD-4s+ND+LYC-4s 200+1.3" 245.7+09.3 45+0.4° 1.020 + 0.04°

HFD-4s+ND+AT+LYC-4s 25.3+1.6* 144.1+14.1° 43+0.1° 1.139 + 0.08"

Los valores son la media + SEM. *Diferencia significativa por la prueba T-test (P<0.001). Letras
distintas indica diferencia estadistica significativa (P<0.001). ND-8s, dieta normal durante 8
semanas; HFD-4s+ND-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal
durante 4 semanas; HFD-4s+ND-4s+AT-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de
dieta normal y AT durante 4 semanas; HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4
semanas seguida de dieta normal y LYC durante 4 semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta

alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas.

8.21 Efecto del tratamiento con AT y/o LYC en la morfologia hepética

Los resultados de la evaluacion macroscoépica, asi como del estudio
histopatolégico de los higados de ratas de los diferentes grupos, se muestran
en la figura 12. Una vez sacrificados los animales, se extrajo el higado, se peso6
y se realizé la evaluacion macroscopica. Se observé que los higados del grupo
HFD-4s+ND-4s (Figura 12b) eran mas grandes Yy presentaron cierta
decoloracién debido a la esteatosis observada a simple vista, también eran

fragiles en comparacion con los del grupo ND-8s (Figura 12a). Los higados del
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grupo HFD-4s+ND+AT-4s presentaron decoloracion en algunas zonas (Figura
12c, flecha blanca). Mientras que, los higados de los grupos
HFD-4s+ND+LYC-4s (Figura 12d) y HFD-4s+ND+AT+LYC-4s (Figura 12e)
presentaron una apariencia y color igual a los del grupo ND-8s (Figura 12a).
Estos resultados concuerdan con los reportados con Ji y colaboradores (2011),
en donde ratas SD alimentadas durante 20 semanas con HFD vy tratadas
durante 8 semanas con AT, tuvieron un menor grado de esteatosis en
comparacion con el grupo no tratado con AT. Por su parte, Bahcecioglu y
colaboradores (2010) realizaron un estudio en donde ratas alimentadas con
HFD durante y suplementadas con LYC durante 6 semanas, mostraron una
disminucion en la esteatosis y la inflamacion al compararlas con las ratas

alimentadas con HFD.
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bk S AaTe BAl i R
Figura 12. Aspecto macroscopico de higados de ratas de los siguientes grupos:
ND-8s (a), HFD-4s+ND-4s (b), HFD-4s+ND+AT-4s (c), HFD-4s+ND+LYC-4s
(d), HFD-4s+ND+AT+LYC:4s (e). Histoarquitectura del tejido hepatico por
tincion con H&E a x 200 de los siguientes grupos: ND-8s (f), HFD-4s+ND-4s (g),
HFD-4s+ND+AT-4s (h), HFD-4s+ND+LYC-4s (i) y HFD-4s+ND+AT+LYC-4s (j).
A x 600 de los siguientes grupos: ND-8s (k), HFD-4s+ND-4s (l),
HFD-4s+ND+AT-4s (m), HFD-4s+ND+LYC:4s (n) y HFD-4s+ND+AT+LYC:4s
(R). Las flechas negras indican las gotas de grasa dentro de los hepatocitos. La
flecha blanca indica coloracién clara en zonas especificas del higado. ND-8s,
dieta normal durante 8 semanas; HFD-4s+ND-4s, dieta alta en grasa durante 4
semanas seguida de dieta normal durante 4 semanas; HFD-4s+ND-4s+AT-4s,
dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal y AT durante 4
semanas; HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida
de dieta normal y LYC durante 4 semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta alta
en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4

semanas.
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El exceso de TG en el higado se almacena en forma de vacuolas de
grasa y se conoce como esteatosis. El grado de esteatosis fue realizado por el
patélogo y se muestra en la tabla 8. En la figura 9f-i se muestra las
histoarquitectura de los diferentes grupos experimentales a x 200 y x 600. Se
observa que en el grupo HFD-4s+ND-4s, el cambio de HFD a ND disminuyo de
un 90 % de las células afectadas, a un promedio mayor de 50 % en los
hepatocitos (Figuras 12g,I). Mientras que, con el cambio de dieta y los
tratamientos de AT y/o LYC, menos del 50 % de los hepatocitos presentaron

dafios (Figuras 12h,i,j,m,n,f).

De acuerdo a la clasificacion de Brunt (1999), se obtuvieron los
siguientes resultados: en el grupo HFD-4s+ND-4s se observé esteatosis grado
Il en tres ratas, grado lll de esteatosis en 3 ratas (Tabla 13). En el grupo
HFD-4s+ND+AT-4s, se observé esteatosis grado | en 3 ratas, grado Il en 2
ratas y grado Il en una rata; y en el grupo HFD-4s+ND+LYC-4s, la esteatosis
hepética disminuy6é dado que una rata no mostrg esteatosis, una rata presento
esteatosis grado |, 2 ratas esteatosis grado Il y 2 ratas esteatosis grado Ill. En el
grupo HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, 3 ratas presentaron esteatosis grado | y 3 ratas
presentaron esteatosis grado Il. EI promedio del grado de esteatosis fue
estadisticamente diferente entre los grupos ND-8s y los grupos HFD-4s+ND-4s,
HFD-4s+ND+AT-4s, HFD-4s+ND+LYC-4s o] HFD-4s+ND+AT+LYC-4s
(P<0.025). No se encontr6 diferencia estadistica entre HFD-4s+ND-4s y
HFD-4s+ND+AT-4s, HFD-4s+ND+LYC-4s o0 HFD-4s+ND+AT+LYC-4s. Estudios
previos realizados por Bahcecioglu y colaboradores (2010) reportaron un menor
grado de estatosis en los grupos suplementados con LYC en comparacion con
el grupo alimentado con HFD sin suplemento.

Los resultados del estudio histolégico de los higados de las ratas en
donde se evalud la colesterolosis se muestran en la tabla 13. De acuerdo con
estos resultados, el grupo HFD-4s+ND-4s presentd colesterolosis grado | en el
67 % y grado Il en el 17 % de los animales; otro 17 % no presentd
colesterolosis. En cuanto a los grupos tratados, el grupo HFD-4s+ND+AT-4s
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presentd colesterolosis grado | en el 16.7% de las ratas; el 83.3% de los
animales no presenté colesterolosis. ElI grupo HFD-4s+ND+LYC-4s presento
colesterolosis grado | y Il en 16.7% de los animales respectivamente; mientras
que el 66.7% de los animales no presentd colesterolosis. ElI grupo
HFD-4s+ND+AT+LYC-4s presento colesterolosis grado | y Il en el 33.3 % de

las ratas respectivamente, mientras que otro 33.3% no presento colesterolosis.

Tabla 13. Grado de esteatosis y colesterolosis de las ratas en cada grupo

experimental de 8 semanas

Grupos Esteatosis Colesterolosis Total
Grado 0 |1 i {mjo |l 1Al n
ND-8s 6' 6' 6
HFD-4s+ND-4s 3 |3 |1 |4 |1 6
HFD-4s+ND+AT-4s 3 12 |1 |5 ]1 6
HFD-4s+ND+LYC-4s 1 (1 |2 |2 |4 |1 |1 6
HFD-4s+ND+AT+LYC-4s 3 |3 2 |2 2 6

"Diferencia  estadistica entre los grupos ND-8s y HFD-4s+ND-4s,
HFD-4s+ND-4s+AT-4s, HFD-4s+ND+LYC-4s 0 HFD-4s+ND+AT+LYC-4s por la
prueba de X? (P<0.025). ND-8s, dieta normal durante 8 semanas;
HFD-4s+ND-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal
durante 4 semanas; HFD-4s+ND+AT-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas
seguida de dieta normal y AT durante 4 semanas; HFD-4s+ND+LYC-4s, dieta
alta en grasa durante 4 semanas seguida de dieta normal y LYC durante 4
semanas; HFD-4s+ND+AT+LYC-4s, dieta alta en grasa durante 4 semanas
seguida de dieta normal, AT y LYC durante 4 semanas; n, nimero de ratas en
cada grupo. La escala de esteatosis hepatica es de acuerdo a la clasificacion de
Brunt (1999).
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9. CONCLUSIONES

Los cambios obtenidos después de alimentar a las ratas durante 4
semanas con la HFD fueron evidentes, por lo que el modelo de HGNA
establecido para este estudio es similar al reportado anteriormente y cumple
con el objetivo de disponer de un modelo de HGNA comparable al que ocurre
en humanos. Dicho modelo es adecuado para evaluar los tratamientos de AT y
LYC.

Al cambiar a ND mas la adicion de AT, LYC o AT+LYC hubo una
recuperacion en el peso corporal, consumo de alimento, resistencia a la

insulina, TG, CT, HDL y ALT en suero, asi como TG en higado.

El aumento en la actividad enzimatica de SOD, CAT y GPx al cambiar
de dieta ND-4s con o sin AT y/o LYC es positivo; sin embargo, no es posible

saber cual de los grupos presenté los mejores resultados.

El tratamiento con LYC, aunado al cambio a ND, demostré una mayor
recuperacion en el indicador de CT en higado, la actividad enzimatica de SOD y

GPx y en las anormalidades macroscépicas y microscopicas en los higados.

De todos los indicadores de dafio hepatico evaluados, Unicamente la
enzima AST en suero y el MDA en higado no mostraron ninguna mejoria con el

cambio a ND con o sin AT y/o LYC.

En suma, el estilo de vida, con un énfasis especial en una dieta
adecuada a la cual se incorporen alimentos que contengan un elevado
contenido de LYC, ofrece ventajas para revertir la esteatosis hepatica y

experimental (HGNA en humanos).
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11. APENDICE
Abreviaturas

ALT Alaninoamino transferasa
AST Aspartatoamino transferasa

AT Atorvastatina

CAT Catalasa

CT Colesterol total

d dia

DN Dieta normal

dL deci litro

g gramos

g gravedades

°C Grado centigrado
GPx Glutation peroxidasa
GR Glutation reductasa

GSH Glutation reducido

GSSG  Glutation oxidado

HGNA Higado graso no alcohdlico
HDL Lipoproteina de alta densidad
HFD Dieta alta en grasa

EHNA Esteatohepatitis no alcohdlica
kg kilogramos

LDL Lipoproteina de baja densidad
LYC Licopeno

mg miligramo

mL mililitro

ug Microgramo

rpm Revoluciones por minuto
s semanas

SD Desviacion estandar

SE Error estandar

SOD  Superoxido dismutasa
TG Triglicéridos

v/v Volumen a volumen
ug migro
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