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INTRODUCCION

Los trastornos metabolicos se originan por varios factores, aunque muchas veces estan
relacionados con el estilo de vida sedentaria, una dieta baja en fibra y el consumo de
xenobioticos dietéticos. El sindrome metabolico (MetS) es una combinacion de factores de
riesgo, incluido un desequilibrio en el metabolismo de los carbohidratos y los lipidos, puede
manifestarse como obesidad, diabetes (o hiperglucemia y resistencia a la insulina),
hiperlipidemia (niveles elevados de triglicéridos y colesterol), enfermedades
cardiovasculares (aterosclerosis e hipertension) e incluso enfermedad del higado graso no
alcohdlico (EHGNA).

Para comprender el estado metabdlico de un individuo o animal, es crucial determinar el
nivel de acumulacion de lipidos de 6rganos como el higado o los masculos, puesto que el
contenido interhepatico de triglicéridos se relaciona con diversas alteraciones metabdlicas.
Sin embargo, los diferentes métodos especializados para la determinacion de lipidos
(espectrometria de masas, biosensores dpticos, mecanicos y electroquimicos) [10] tienden a
consumir mucho tiempo e implican una gran cantidad de muestra, ademas estos métodos
requieren de mucha mano de obra y equipo especifico de dificil adquisicién para su

realizacion.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue la optimizacion de un protocolo para la
visualizacién de la acumulacién de vacuolas de grasa en el higado de ratas Wistar, por medio

de la técnica de tincion rojo oleoso (ORO).



MARCO TEORICO
Anatomia microscopica del higado

El higado es una estructura tridimensional compleja que consta de elementos epiteliales y
mesenquimales dispuestos en unidades microscopicas repetitivas. Esta organizacion
estructural y funcional permite la evaluacion de procesos patoldgicos difusos en pequefias
muestras de biopsia representativas. La estructura microscopica del higado se representa de
varias formas, siendo la mas comun el I6bulo. En el que la estructura central es la vénula
hepatica terminal (vena central) y la periferia estd delimitada por los tractos porta. Estos
ultimos son canales que se originan en el hilio y recorren el higado en un patrén ramificado.
La estructura dentro de estos tractos incluye conductos biliares, arteria hepatica, vena porta,

vasos linfaticos, fibras nerviosas y algunas células inflamatorias [10].
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Figura 1. Unidad histol6gica del higado. El I6bulo hepético con su forma hexagonal organizada y la
distribucién de la triada portal. (Elaboracién propia, adaptada de: OpenStax, 2013; Kanel, G., 2016)

Los sinusoides adyacentes, estan revestidos por células endoteliales y de Kupffer, mientras
que el espacio perisinusoidal, ubicado entre las células endoteliales y los hepatocitos,



contienen células estrelladas y fibras de coladgeno. Los hepatocitos tienen un diametro
promedio de 25 a 40 um y son poliédricos y multifacéticos. Las células tienen tres limites
celulares distintos: Membranas sinusoidales, laterales (intercelulares) y canaliculares. El
nacleo de las células hepéticas estd ubicado centralmente dentro del hepatocito y mide
aproximadamente 10 um de diametro [8].

Las células de Kupffer son células de revestimiento sinusoidal que funcionan como
macrdfagos tisulares. Las células endoteliales son células sinusoidales alargadas y aplanadas.
Estan presentes numerosas proyecciones citoplasmaticas y porosas agrupadas o espacios que
varian en tamafio de 0.1 a 0.2 um. Las células estrelladas se encuentran dentro de los agujeros
perisinusoidales de las células hepaticas a lo largo del espacio de Disse y a menudo contienen
gotitas de lipidos de tamafio variable que transportan una alta concentracion de vitamina A
(palmitato de retinol). El espacio de Disse se encuentra entre los hepatocitos y las células

endoteliales [8].

Acumulacién normal de lipidos en el higado

Los principales lipidos en la dieta son los triglicéridos, el colesterol y los fosfolipidos; estos
son un grupo heterogéneo de pequefias moléculas hidrofobicas o anfipaticas que sirven como
blogues de construccion de las membranas celulares, como precursores de hormonas y son
moléculas importantes para el almacenamiento de energia, la sefializacion celular y la
comunicacion entre drganos [20]. El higado es clave en la regulacion de la distribucion de
lipidos dentro del cuerpo, el mantenimiento de la homeostasis lipidica requiere de la
coordinacion de la captacion, distribucion, almacenamiento y utilizacion de lipidos en las

células y 6rganos [9].

En respuesta al ayuno y la alimentacion, los hepatocitos sintetizan, almacenan y secretan
lipidos para mantener la homeostasis lipidica de todo el cuerpo. La captacidon externa de
acidos grasos y la sintesis interna de novo se equilibran mediante las tasas de degradacion de
acidos grasos y la secrecion de acidos biliares a través de transportadores dependientes
principalmente de ATP hacia los canaliculos y lipoproteinas a través del aparato secretor

hacia la circulacion. Estos procesos estan regulados por una combinacion de factores, como



la disponibilidad de sustratos y hormonas metabdlicas. En condiciones fisioldgicas, solo
pequefias cantidades de &cidos grasos se almacenan como lipidos en vacuolas lipidicas

citosdlicas en el higado [21].

Los lipidos generalmente se compartimentan en organulos especializados llamados vacuolas
de lipidos (VL), que permiten a las células almacenar y liberar lipidos de manera regulada.
Adaptan su tamarfio, abundancia, composicion lipidica y proteica e interacciones entre
organulos a los cambios metabolicos [21]. Consisten en un nucleo hidrofébico de lipidos
neutros (predominantemente triglicéridos y ésteres de colesterol) envueltos en una monocapa
de fosfolipidos, incrustadas en esta monocapa hay proteinas heterogéneas y enzimas

responsables de la sintesis 0 metabolismo de lipidos neutros [20].

La acumulacion excesiva de VL en el higado debido al metabolismo lipidico desregulado se
considera una respuesta adaptativa al aumento del flujo de acidos grasos libres de la dieta
[5], el tejido adiposo y la lipogénesis de novo en los hepatocitos, promueve la activacion de
mecanismos patogénicos que conducen a la esteatosis, la inflamacion hepatocelular y la
fibrosis [20].

Biosintesis de las vacuolas de lipidos (VL)

El metabolismo de los lipidos hepaticos consiste en el transporte de los triglicéridos dietéticos
al higado desde los intestinos (a través de quilomicrones). La sintesis hepéatica de los
triglicéridos dietéticos a partir de los acidos grasos y glicerol se producen bajo la influencia
de la insulina en el estado posprandial. Los triglicéridos dietéticos se secretan en la sangre
como lipoproteinas de muy baja densidad que se almacenan en el tejido adiposo como
triglicéridos dietéticos reesterificados o se metabolizan acidos grasos y se utilizan como

fuente de energia.

Las fuentes de acidos grasos para la formacion de triglicéridos hepaticos, proviene del
conjunto de plasma (acidos grasos no esterificados; AGNE) o de &cidos grasos recien
sintetizados en el higado mediante lipogénesis de novo (LDN) (Figura 2). En la obesidad, la
desregulacion del metabolismo de los lipidos provoca un exceso de produccion de acidos
grasos que altera tejido adiposo y vias metabolicas hepéticas. El exceso de triglicéridos

dentro del higado puede almacenarse como vacuolas en los hepatocitos [18].
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Figura 2. Metabolismo de lipidos en el higado. Todos los pasos indicados por (+) son estimulados por la
insulina. TGD: triglicéridos; LMBD: lipoproteina de muy baja densidad; AG: acidos grasos; AGNE:
acidos grasos no esterificados; LDN: lipogénesis de novo; ATP: trifosfato de adenosina. (Elaboracion

propia, adaptada de: Qureshi, K. & Abrams, G.A., 2007).

La biosintesis de las VL esta controlada por el reticulo endoplasmaético (RE) (Figura 3), los
acidos grasos que ingresan al higado se dirigen al RE para su esterificacion. En el lado
citosélico y luminal de las membranas de la bicapa del RE, hay enzimas especificas
involucradas en la sintesis de lipidos neutros (acil-CoA:colesterol O-aciltransferasa 1 y 2;
ACAT1yACAT?2). Las diacilglicerol O-aciltransferasas 1y 2 (DGAT1 y DGAT2) producen
triglicéridos a partir de acidos grasos citosolicos. La DGAT1 se encuentra exclusivamente en
la membrana del RE vy utiliza diacilglicerol (DAG) derivado de la lipélisis de triglicéridos en
el citosol para resintetizar triglicéridos en el lumen del RE. La DGAT2 esta presente tanto en
la bicapa del RE como en la superficie de las VL y desempefia un papel crucial en la sintesis

de triglicéridos de novo a partir de acidos grasos.

Cuando la concentracidn citosélica de acidos grasos es alta, la DGAT2 se reubica en la
superficie de las VL vy sintetiza triglicéridos para incorporarlos a las VD. Tanto la DGAT1

como la DGAT2 previenen la acumulacion de lipidos lipotdxicos, como DAG vy acidos



grasos, que de otro modo activarian las vias de estrés del RE que conducen a la inflamacion
de los hepatocitos. La gemacion del VL esté relacionada con la concentracion de triglicéridos
en la membrana de la bicapa del RE. Un estudio reciente mostro que se forma una lente de
VL a partir de la bicapa del RE cuando la concentracion de triglicéridos oscila entre el 5 y el
10 % molar. En esta etapa, el crecimiento de la VL es impulsado por proteinas de clase | y

clase 1l que se relocalizan en la membrana del RE para la sintesis de triglicéridos [21].
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Figura 3. Biosintesis de las vacuolas de lipidos. CIDE, efector inductor de muerte celular; DAG,
diacilglicerol; DGAT1/2, diacilglicerol O-aciltransferasa 1/2; RE, reticulo endoplasmatico; AG’s, acidos
grasos; VL, vacuola lipidica; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa; PLINZ1, perilipina-1; TG, triglicérido.
(Elaboracién propia, adaptada de: Scorletti, E., 2022).

Esteatosis hepatica

La esteatosis hepatica se define como la acumulacion de grasa interhépatica de al menos el
5% del peso del higado. Se caracteriza por la acumulacion de vacuolas de lipidos
microvesiculares y/o macrovesiculares ricas en acidos grasos dentro de los hepatocitos, en
ausencia de inflamacién o lesion hepatica [14]. La infiltracion de grasa se divide

cualitativamente en tres categorias: leve (<30% de los hepatocitos estan afectados), moderada



(30%-60% de los hepatocitos estan afectados) y grave (>60% de los hepatocitos estan
afectados) [19].

Inicialmente, se cree que la sintesis de &cidos grasos y la acumulacion de grasa en el higado
son hepatoprotectoras; sin embargo, el exceso de contenido de grasa interhépatica puede
provocar disfuncién metabdlica hepatica, inflamacion y formas avanzadas de enfermedad del
higado graso no alcohélico (EHGNA). La esteatosis hepatica no alcohdlica esta asociada con
la obesidad, la diabetes tipo 2 y la dislipidemia [15].

Histoldgicamente, la esteatosis macrovesicular se caracteriza por una Unica vacuola de grasa
voluminosa en los hepatocitos que desplaza el nucleo hasta el borde de la célula. Esto es el
resultado del almacenamiento de lipidos intracelulares, lo que causa la expansion del
volumen de los hepatocitos obstruyendo los espacios sinusoidales y aumentando la

resistencia vascular en la microcirculacion hepatica [19].

Por otro lado, la esteatosis microvesicular se caracteriza por el hecho de que el citoplasma
contiene pequefias vesiculas lipidicas de menos de 1 um de didmetro sin dislocacion nuclear.
Se conoce poco sobre la patogenia de la esteatosis microvesicular, sin embargo, en muchos
casos, un defecto primario puede ser una disfuncién mitocondrial. En individuos con esta
esteatosis existe una tendencia a un metabolismo celular mas deletéreo, asociado al estrés
oxidativo, que produce aniones superéxido y peroxido, induciendo edema mitocondrial y
formacién de mega-mitocondrias. Estos mecanismos estdn asociados a un proceso

inflamatorio sistémico crénico de mayor intensidad [5, 19].

Enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA)

Los desequilibrios entre las tasas de formacion de las vacuolas de lipidos, su movilizacion
(lipolisis y autofagia) y la secrecion de lipoproteinas o &cidos biliares pueden provocar
acumulacién excesiva de lipidos, una condicién patoldgica conocida como enfermedad del
higado graso no alcohdlico (EHGNA), es una enfermedad cronica hepatica caracterizada por
la presencia de lipidos en méas del 5% de los hepatocitos. La EHGNA abarca diferentes

estadios histopatologicos, que van desde la esteatosis hepatica clinica asintomatica hasta la



esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), definida histologicamente como lesion de los
hepatocitos debido a inflamacion y abombamiento hepatocelular. La progresion de la
esteatosis a EHNA puede ir seguida del desarrollo de fibrosis (en el 25%-33% de las personas
con EHGNA), cirrosis hepética (5% a 15% de las personas con EHGNA), insuficiencia
hepética (38% de las personas después de 7 a 10 afios del diagndstico de EHGNA) y

potencialmente carcinoma hepatocelular (2%-5%).

Actualmente se reconoce a la EHGNA como una enfermedad multisistémica que afecta a
organos extrahepaticos. También existen pruebas sélidas que respaldan la opinion de que la
EGHNA aumenta el riesgo de diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, dislipidemia,
hipertension y enfermedad renal crénica. Debido a la creciente prevalencia de la obesidad,
EHGNA se esté volviendo una enfermedad mas comun, con una incidencia del 20% al 30%
en los paises occidentales y afecta en total a alrededor de 1.800 millones de personas en todo
el mundo [20, 21].

Técnicas de tincidn histoldgicas

El principio de la tincion histoldgica se basa en el tratamiento de secciones de tejido con
colorantes en solucion, que reaccionaran mas o menos especificamente con estructuras
tisulares y celulares definidas. Hay varias fases en el proceso de tincion histoldgica que
involucran; corte, fijacion, manipulacién, tincion e inclusion. En su forma clasica no existe
una teoria uniforme de la tincion de tejidos porgque los mecanismos de unién de tinte con los

diversos componentes celulares son bastante heterogeneos.

Por lo tanto, las tinciones histoldgicas convencionales deben considerarse en relacién con el
comportamiento quimico y morfoldgico de las estructuras celulares. En general, las tinciones
con tintes naturales como sintéticos pueden deberse a: reacciones quimicas, adsorciones o
absorciones fisicas y procesos fisicoquimicos. Los procesos quimicos Yy fisicos se ejecutan
en paralelo [1, 12]. Algunas tinciones y metodos histoldgicos contemporaneos no son los
mismos que los utilizados en el pasado: esta evolucion ha profundizado en la necesidad de

procedimientos de tincion més precisos, menos complejos y eficientes [7].
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Colorantes hidrofébicos

Son una serie de colorantes especificos para lipidos, estos no se unen a elementos de los
tejidos por afinidad quimica, sino porque se disuelven en ellos. Dentro de esta serie se
encuentran el Sudan 11, el Sudéan 1V, Rojo Nilo, el Sudan Negro y el rojo aceite O (ORO),
que tienen utilidad para técnicas microscépicas citoldgicas, histologicas 'y

anatomopatologicas [13].

Los colorantes Sudan Il y IV son similares entre ellos, ambos son colorantes diazoicos
utilizados para la tincion de lipidos, triglicéridos y lipoproteinas sobre secciones de tejido.
Sudan 11l es comunmente utilizado para la tincién de grasa fecal en el diagnostico de la
esteatorrea, bajo el microscopio muestra una tincién rojo anaranjado. Sudan IV se emplea
mayormente en la industria para colorear sustancias no polares como aceites, grasas, ceras,
diversos productos de hidrocarburos y emulsiones acrilicas; se puede preparar en
propilenglicol, o mayoritariamente en algun disolvente organico, bajo el microscopio
muestra una tincién marrén rojiza. Sin embargo, estos colorantes han sido gradualmente
reemplazados por la tincidn de aceite rojo oleoso (ORO) porque la coloracion producida por

este es mucho mas intensa, lo que facilita la visualizacion.

Sudan Black tiene la apariencia de un polvo marrén oscuro a negro, tiene una tincion de un
color azul-negro. Este colorante no es tan especifico para lipidos, principalmente se utiliza

para la diferenciacion de trastornos hematologicos [3].

Tincion rojo oleoso (Oil Red O)

La tincion Rojo Oleoso u Oil Red O (ORO), es una técnica histoldgica disefiada para la
visualizacion de células grasas y grasas neutras. Es un colorante diazo de lisocromo (tinte
soluble en grasa) facilmente soluble en benceno, cloroformo, acido acético, éter, etanol,
acetona, isopropanol y otros disolventes organicos, pero insoluble en agua. Se utiliza para
tefiir lipidos neutros, esteres de colesterol y lipoproteinas [2].
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El principio es que la solubilidad de ORO en lipidos neutros es mayor que en la solucion de
tinte, durante la tincion ORO se transfiere de la solucion de tinte a la grasa, de modo que las
gotitas de lipidos se pueden tefiir de color rojo. Debido a su permeabilidad celular esta técnica
es utilizada ampliamente para la tincion de lipidos intracelulares y de tejido fresco, ya que la
fijacion con alcohol elimina los lipidos. Las grasas neutras, principalmente los triglicéridos,

se pueden tefiir con un tinte rojo anaranjado [2, 16].
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Se utilizaron muestras de higado congelado provenientes de diferentes experimentos con
ratas macho de la cepa Wistar, sometidas a una dieta alta en grasa. Los animales fueron
proporcionados por la Unidad de Produccién y Experimentacién Animal-Bioterio (UPEAL-
Bioterio) de la Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Xochimilco (UAM-X).

Después de los respectivos protocolos experimentales, los higados fueron extraidos, lavados
en solucion salina fisiologica (SSF), pesados y congelados en 2-metilbutano como
crioprotector enfriado en hielo seco. Las muestras de higado fueron guardadas a -70 C hasta

Su uso.

Protocolo de la optimizacién de la tincion rojo oleoso (Oil Red O) en tejido fresco

Para la optimizacion de la tincién rojo oleoso en tejido hepatico de rata con el reactivo Oil
Red O (Sigma-Aldrich), se hizo una busqueda de articulos relacionados con la tincion, estos
fueron recuperados y modificados de acuerdo a los requerimientos necesarios para obtener
una tincion deseada. La tabla 1 muestra los reactivos utilizados en la optimizacion del

protocolo.

Tabla 1. Reactivos utilizados en la tincion rojo oleoso en tejido fresco.

Nombre Descripcion

Acido salicilico (J.T. Baker) Para uso en laboratorio

Alcohol isopropilico (Acros) Grado HPLC, 99.9%

Formaldehido (Sigma) 36.6-38% en H20

Glicerol (J.T. Baker) Reactivo ultrapuro. Para uso en laboratorio
Hematoxilina de Harris (Hycel) Solucion colorante para diagnostico clinico

PBS (solucién salina tamponada con | Concentracion de trabajo 1X, 0.8% de NaCl, 0.2% de
fosfato) KCI, 0.11% de NazHPO4y 0.02% de KH2PO4

Oil Red O (Sigma) Solucioén de aceite rojo oleoso con 0.5% de isopropanol
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Procedimiento

A partir de los higados congelados, se obtuvieron cortes histoldgicos a un grosor de 10 pum
utilizando un criostato (Leica) fijando los tejidos en laminillas a una temperatura de -16 a -
19°C.

Se utiliz6 una camara humeda (tUper con tapa con papel absorbente himedo) donde se colocd
el portaobjetos durante el tiempo de tincion.

El primer intento, se realiz6 siguiendo el método que describe la hoja técnica del reactivo Oil
Red O [22], las modificaciones que se aplicaron en el procedimiento solo fue la sustitucién de
los lavados de agua destilada por PBS. Asi mismo, se realizaron modificaciones tomando
como referencia algunos articulos que utilizaban el mismo reactivo, con respecto al tiempo

y la dilucion [14].

Con base en el resultado obtenido y buscando una mejor calidad en la tincién, el reactivo Qil
Red O se mezcl6 con propilenglicol [23] y con &cido salicilico, ademas del uso de alcohol
isopropilico en diferentes concentraciones [2].

Se recopilaron las observaciones de cada uno de los procedimientos, eligiendo dos protocolos

y utilizando las siguientes soluciones de trabajo:

e Alcohol isopropilico al 60%o: diluir el reactivo alcohol isopropilico con agua destilada.
e Formalinaal 3.7%: diluir el formaldehido al 3.4% con PBS.

¢ Hematoxilina de Harris al 20%: diluir el reactivo Hematoxilina de Harris al 20% con agua
destilada.

¢ Hematoxilina de Harris al 40%: diluir el reactivo Hematoxilina de Harris al 40% con agua
destilada.

o Medio de montaje acuoso: Mezclar 9 partes de glicerol y 1 parte de PBS.
¢ Rojo oleoso al 60%: diluir el reactivo Oil red O al 60% con agua destilada

e Rojo oleoso 60% - &cido salicilico 6%: disolver el acido salicilico en el reactivo Oil red O, una
vez disuelto, diluir con agua destilada.
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Protocolo 1. Oil red O al 60% en solucién acuosa

El primer protocolo consistid en utilizar el reactivo Oil Red O diluido en agua, al 60% el cual
se llevo a cabo en una cdmara humeda. La tabla 2 muestra el procedimiento.

Tabla 2. Protocolo 1: Oil red O al 60%, solucién acuosa.

Formalina 3.7% 15 minutos
Agua destilada Lavado répido
Dejar secar totalmente 5 minutos aproximadamente

3-6 minutos, con leves movimientos

Qil red O al 60% (dependiendo de como avance la
coloracion)

Agua destilada 5 lavados estaticos de 1 minuto cada uno

Dejar secar totalmente 5 minutos aproximadamente

Hematoxilina de Harris al 20%, acuosa 40 segundos

Agua de la llave Lavado répido

Dejar secar totalmente y montar los preparados con el medio de montaje acuoso y
cubreobjetos

NOTA: Es importante dejar que los portaobjetos sequen completamente después de los pasos de tincion
individuales para garantizar un resultado de tincién 6ptimo.
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Protocolo 2. Oil red O al 60% + &cido salicilico (6%) en solucion acuosa

Para una mejor nitidez en la tonalidad de la tincion se realizaron modificaciones al primer
protocolo, sin embargo, el protocolo 2 es el protocolo que mejor funciond usando acido

salicilico. La tabla 3 muestra el procedimiento.

Tabla 3. Protocolo 2: Oil red O al 60% + &cido salicilico (6%), solucion acuosa.

Formalina 3.7% 15 minutos

Agua destilada Lavado répido

Dejar secar totalmente 5 minutos aproximadamente
Oil red O al 60% + acido salicilico (6%) 3 minutos, con leves movimientos
Alcohol isopropilico al 60% 1 lavado rapido

Agua destilada 8 lavados estaticos de 1 minuto
Dejar secar totalmente 5 minutos aproximadamente
Hematoxilina de Harris al 40%, acuosa 2 minutos

Agua destilada Lavado répido

Dejar secar totalmente y montar los preparados con el medio de montaje acuoso y
cubreobjetos

NOTA: Es importante dejar que los portaobjetos sequen completamente después de los pasos de tincion
individuales para garantizar un resultado de tincion 6ptimo.

Microscopia

Para observar cada una de las muestras se utilizd un microscopio (Motic) modelo BA310E
equipado con una cdmara MoticamPro modelo 285A. Las iméagenes fueron capturadas a

diferentes aumentos utilizando los objetivos 10X y 40X.
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RESULTADOS
Optimizacion del protocolo

Las primeras tinciones que se realizaron fueron siguiendo el protocolo utilizando el colorante
Oil Red O y la hematoxilina sin diluir [14], los lavados post tincion fueron hechos con PBS,
se observo que el tejido se seco y se quebrd. Los nucleos se lograban observar y los lipidos
se tifleron muy poco, eran casi imperceptibles (Figura 4A). Posteriormente, los colorantes y
el isopropanol se diluyeron con el propdsito de disminuir precipitados y evitar la pérdida de
las vesiculas de grasa por accion del disolvente [22], con esto se logro que el tejido se tifiera

mas con el rojo aunque se observaba difuso, haciendo dificil la diferenciacion (Figura 4B).

Figura 4. Tincion de rojo oleoso de cortes de higado de 10 um de grosor, provenientes de rata Wistar
alimentada con dieta alta en grasa y fructosa (HFFD). A) Reactivos sin diluir, aumento 10X. B) reactivos
diluidos. Aumento 40X.

Se realiz6 un nuevo experimento basado en los resultados anteriores, en el que se utilizo el
reactivo Oil Red O sin diluir, la hematoxilina se diluyé al 40 % y se disminuyd
considerablemente el tiempo de exposiciébn de ambos colorantes, buscando que la
diferenciacion entre nucleos y vesiculas lipidicas fuera mejor definida. Se observo que los
lipidos parecen mas nitidos, pero se presentaron sedimentos los cuales obstruyen la vision.

El contraste con hematoxilina es imperceptible (Figura 5).
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Procedimiento:

Alcohol isopropilico al 60% 20 segundos (por gotas)
Solucion de ORO al 60% (10 minutos)

Alcohol isopropilico al 60%, por gotas (20 s)

Lavar con agua destilada (4 lavados/1 minutos)
Hematoxilina al 40% (2 minutos)

Lavar con agua destilada hasta quitar excedente

Figura5. Tincidn de rojo oleoso de cortes de higado de 10 um de grosor, provenientes de rata Wistar
alimentada con dieta alta en grasa y fructosa (HFFD). Reactivo Oil Red O sin diluir, la
hematoxilina diluida al 40 %. Aumento 5X.

Posteriormente se utilizo propilenglicol mezclandolo con el reactivo Oil Red O [23], de igual
forma se utilizo para realizar los lavados. Con este protocolo se observé que las vesiculas
lipidicas son maés especificas y nitidas, al igual que el contraste se percibe favorablemente
(Figura 6).
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Procedimiento:

Propilenglicol al 100% (2 s)

Mezcla de ORO con propilenglicol al 85% (5 min)
Retirar excedente

Propilenglicol al 85%

Inmediatamente retirar excedente

Lavar con agua destilada

Contraste con hematoxilina al 20% (20 s)

Lavar con agua de la llave

Figura 6. Tincién de rojo oleoso de cortes de higado de 10 um de grosor, provenientes de rata Wistar
alimentada con dieta alta en grasa y fructosa (HFFD). El reactivo Oil Red O se mezcl6 con
propilenglicol al 85%. Aumento 40X.

Con el fin de mejorar la tincion con el reactivo Oil Red O y tener un mejor contraste con los
nucleos, se empleo acido salicilico [2] con lo que se obtuvo un fondo de tincién mas limpio
y los lipidos tefiidos con el Oil Red O de un rojo brillante. Se realizé una pequefia
modificacion cambiando el etanol por alcohol isopropilico, se mezcld el reactivo Oil Red O
con el &cido salicilico y se diluyd, al igual que la hematoxilina (Figura 7A). Se realiz6 otro
experimento en el que se disminuyo la concentracion del alcohol isopropilico para los
lavados, pero las vacuolas de lipidos disminuyeron la intensidad de su color y existia un

considerable sedimento (Figura 7B).
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Solucion stock: 0.1 g de acido salicilico +1 ml de Rojo Oleoso
Mezcla reaccion: Diluir la solucion stock al 60% con agua destilada

Procedimiento A: Procedimiento B:

. Colocar alcohol isopropilico al 60% (gotas) . Mezcla reaccion (3 minutos) en camara himeda

. Mezcla reaccion (10 minutos) en camara himeda ° 2 lavados con alcohol isopropilico al 5% (gotas)

° Lavado con alcohol isopropilico al 60% (gotas) . 8 Lavados con agua destilada con movimiento constante
. Sumergir 10 veces en agua destilada . Contraste con hematoxilina al 40% (2 min)

° Contraste con hematoxilina al 40% (2 minutos) . Lavar con agua destilada hasta quitar excedente

° Lavar con agua destilada hasta quitar excedente

Figura 7. Tincion de rojo oleoso de cortes de higado de 10 um de grosor, provenientes de rata Wistar
alimentada con dieta alta en grasa y fructosa (HFFD). El reactivo Oil Red O se mezcl6 con é&cido
salicilico al 6%. A) Un lavado con isopropanol al 60 %. B) 2 lavados con isopropanol al 5%. Aumento
40X.

Por los resultados anteriores, a continuacion se muestra el protocolo con el que se obtuvieron
los mejores resultados y por lo tanto, se considera el protocolo optimizado:
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Protocolo optimizado
Qil red 0 al 60% + acido salicilico (6%) en solucion acuosa

Solucion stock: 0.1 g de acido salicilico +1 ml de Rojo Oleoso
Mezcla de reaccion: Diluir la solucion stock al 60% con agua destilada (6 ml stock + 4 mL H;0).

Procedimiento:

Colocar alcohol isopropilico al 60% (gotas)
e Mezcla reaccion (10 minutos) en camara himeda
e Lavado con alcohol isopropilico al 60% (gotas)
e Sumergir 10 veces en agua destilada
e (Contraste con hematoxilina al 40% (2 minutos)
Lavar con agua destilada hasta quitar excedente

Analisis de la acumulacién de lipidos en higados de ratas alimentadas con dieta alta en
grasay fructosa (HFFD)

Antes de tener el protocolo optimizado de tincion para la determinacion de lipidos en tejido
hepatico, se analizaron higados provenientes de un modelo animal, donde se administro dieta
alta en grasa y fructosa (HFFD) durante seis semanas a ratas macho de la cepa Wistar. El
experimento consistio en 4 grupos experimentales; dieta alta en grasa y fructuosa (HFFD),
dieta alta en grasa y fructuosa con administracion de bifidobacterias (HFFD+BB), dieta alta
en grasa Y fructosa con administracion de inulina (HFFD+INU), dieta alta en grasa y fructosa
con administracion de bifidobacterias e inulina (HFFD+BB+INU) y 1 grupo control; dieta
normal (DN).

Los tejidos hepaticos que se obtuvieron de cada uno de los grupos fueron tefiidos con el
protocolo Oil Red O al 60%, en solucion acuosa. En la figura 8 se muestran imagenes de la

tincion bajo el microscopio con un aumento de 10x. Se observa que en los grupos
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experimentales la tincion varia desde un tono tenue hasta uno mas intenso, esto pudo ser
ocasionado debido a que se utilizaron diferentes laminillas para lograr representar la
diferenciacion entre cada uno de los grupos, sin embargo, se cometieron errores en el
procesamiento de imagen, lo que conduce a imagenes segmentadas que representan grupos

distintos de lo que es la realidad [4].

HFFD + BB

Figura 8. Imagenes representativas de la tincién Oil Red O al 60% en solucién acuosa, en tejido
hepético de rata. Capturadas al objetivo 10x.

La figura 9 muestra las mismas tinciones observadas con un aumento de 40x, con el cual se

aprecia que el tejido se quebrd, lo que indica que también hubo un exceso de deshidratacion
del tejido, provocando fragmentacién y en el caso de HFFD+INU una tincion excesiva [4].
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HFFD + BB

; HFFD + BB + INU

Figura 9. Imagenes representativas de la tincion Oil Red O al 60% en solucion acuosa, en tejido
hepético de rata. Capturadas al objetivo 40x.

Una vez que se optimizo el protocolo de tincion para la determinacién de lipidos, se
analizaron tejidos provenientes de un experimento “curso-temporal” con el mismo modelo
animal de ratas macho Wistar alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa (HFFD), en el
cual se analizaron los tejidos a las 3, 6, 9 y 12 semanas. En la figura 10 se muestran imagenes
de la tincidn con el protocolo Oil red O al 60% + acido salicilico (6%), solucién acuosa, bajo
el microscopio con un aumento de 10x. Se observa que la tincion tiene un color intenso con
un fondo limpio, se utiliz6 una sola laminilla para colocar los tejidos provenientes de los
diferentes tiempos (3, 6, 9 y 12 semanas) para obtener un resultado real que dependa
unicamente del tejido y no de la tincion. Se logrd observar una gran diferencia entre los
grupos DN vy los grupos HFFD, asi como el incremento en la deteccion de lipidos por la
tincion con el rojo oleoso a lo largo de las semanas.
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SEM 3 SEM 6 SEM 9 SEM 12

DN

HFFD

Figura 10. Imagenes representativas de la tincion Oil red O al 60% + &cido salicilico (6%), solucion
acuosa. Capturadas al objetivo 10x. Experimento curso-temporal a 3, 6, 9 y 12 semanas, DN; dieta
normal, HFFD; dieta alta en grasa y fructosa.

La figura 11 muestra las mismas tinciones con un aumento de 40x, en comparacién el
protocolo anterior, los tejidos se observan integros, resultando en una tincion limpia y optima

en referencia a la diferenciacion entre las vacuolas de lipidos y los nlcleos del hepatocito.

SEM 3 SEM 6 SEM 9 SEM 12

DN

HFFD

Figura 11. Imagenes representativas de la tincion Qil red O al 60% + &cido salicilico (6%), solucion
acuosa. Capturadas al objetivo 10x. SEM; semana, DN; dieta normal, HFFD; dieta alta en grasa y
fructosa.
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CONCLUSION

Debido a los modelos experimentales utilizados en el laboratorio de Ecologia Microbiana de
la UAM-Xochimilco, donde se estudia el metabolismo de lipidos en modelos animales con
dietas con alto contenido de grasa y fructosa, se requiere tener una metodologia que permita
la deteccion de la acumulacién de grasas (principalmente triglicéridos) en el higado.

Es por ello que se busco desarrollar un protocolo para la deteccion de lipidos en tejido
hepético utilizando la tincién rojo oleoso. En el presente trabajo, se logré establecer un
protocolo optimizado de la tincion rojo oleoso combinado con écido salicilico, en el que las
iméagenes recuperadas fueron satisfactorias conforme a la deteccion de la acumulacion de

vacuolas de lipidos.

Si bien, los resultados de la tincién fueron 6ptimos, seria recomendable continuar con la
experimentacion de la tincidn con diferentes marcas o presentaciones del reactivo, con el fin
de tener diversas alternativas que se ajusten a las necesidades del modelo animal que se desee

analizar.
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