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INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) es la enfermedad hepatica
cronica mas comun en todo el mundo, y es frecuentemente observada en pacientes
obesos y/o con sindrome metabdlico. La EHGNA es considerada una enfermedad
emergente, se estima que al menos una cuarta parte de la poblacion del mundo la
padece, y estos individuos se encuentran en riesgo de desarrollar cancer hepatico
algunos anos después (Moctezuma-Velazquez, 2018). La prevalencia de la EHGNA
a nivel mundial oscila del 10 al 24%, mientras que, en México es del 26%, dada la
prevalencia de la obesidad (Vidal-Cevallos et al., 2022). Actualmente, la EHGNA ha
tomado importancia para los servicios de salud porque se ha convertido en la primera
causa de trasplante hepatico en México (Greene et al., 2020).

La historia natural de la EHGNA no esta completamente comprendida, pero se sabe
que varia desde una esteatosis hepatica leve, (la cual es potencialmente reversible)
hasta una esteatosis grave acompafiada de inflamacion hepatica, en cuyo caso se
utiliza el término esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), la cual puede progresar aun
mas hacia fibrosis, cirrosis e incluso carcinoma hepatocelular (McPherson, 2015;
Bedossa, 2017).

Durante la ultima década, se ha evidenciado que la inflamacion es un factor
importante en la patogénesis de la EHGNA. En particular, durante la etapa de
esteatohepatitis se observan células inflamatorias y mediadores de inflamacién que
promueven una condicion de dafo hepatico severo condicionando al 6rgano a
progresar. Se sabe que la induccion de inflamacién y la produccion de citocinas
inflamatorias como el TNF-a y los miembros de la familia de citocinas IL-1
desempeiian un papel crucial en el proceso de la enfermedad (Kakino, 2017). Cuando
se activan, estas citocinas proinflamatorias pueden alterar las vias de sefalizacion de
la insulina y los lipidos, influyendo asi en la sensibilidad a la insulina y el metabolismo
de los lipidos (Alfadul et al., 2022).

La IL-1B tiene un papel importante en la EHGNA estando implicada en todas las
etapas de la enfermedad, promueve la esteatosis, la inflamacion y la fibrosis del
higado mediante la sefalizacion a través del receptor de IL-1 ampliamente expresado

en las diferentes subpoblaciones de células hepaticas (Kamari et al., 2011; Tan,



2016). La IL-1B promueve la esteatosis hepatica al estimular la acumulacion de
triglicéridos y colesterol en los hepatocitos primarios del higado (Negrin, 2014).

Una dieta alta en grasas podria acelerar el proceso de inflamacion en el higado graso
y el desarrollo de complicaciones, por lo que una alternativa es afadir probioticos a la
dieta diaria, debido a su capacidad para modular la microbiota intestinal, la
permeabilidad intestinal y la respuesta inmunoldgica, pueden ser eficaces en el
tratamiento de las enfermedades hepaticas y en la prevencion de las complicaciones

de la cirrosis (Soriano et al. 2013).

En este trabajo, se analizo la expresion del gen que codifica para la interleucina IL-1b
en higados de rata Wistar tras la administracion del probiotico Bifidobacterium sp., y
el prebidtico inulina durante 6 semanas, en un modelo de higado graso no alcohdlico,

en ratas alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa.



MARCO TEORICO
ENFERMEDAD DE HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) se halla entre las causas mas
comunes de enfermedad hepatica cronica y de trasplante de higado en los paises del
hemisferio occidental (Pais et al., 2016), su prevalencia ha incrementado de acuerdo
con la incidencia de condiciones clinicas tales como la obesidad y la resistencia a la
insulina. Segun la Secretaria de Salud (2018), se estima que entre un 20 y 30% de la

poblacion mundial presenta esta enfermedad.

La EHGNA es una enfermedad silenciosa con pocos o ningun sintoma, se caracteriza
por la acumulacion de grasa (esteatosis) en mas del 5% de los hepatocitos en
individuos sin consumo significativo de alcohol (Bernal-Reyes et al., 2019).

La patogénesis de la EHGNA esta asociada con multiples factores que pueden ocurrir
simultdneamente y proceder de forma sinérgica. Los factores pueden ser: 1)
GENETICOS, como las mutaciones observadas en los genes PNPLA3: codifica para
una lipasa de triacilglicerol; TM6SF2: involucrado en la regulacion del proceso
metabodlico de lipidos y GCKR: codifica para una enzima relacionada con el
metabolismo de glucosa, (Danford et al., 2018) 2) CAMBIOS MOLECULARES como:
la acumulacion de triglicéridos, la alteracion de la funcion mitocondrial, el estrés
oxidativo, la alteracién de los mecanismos de apoptosis y autofagia, fendmenos de
lipotoxicidad e inflamacién hepatica y 3) AMBIENTALES relacionados con los habitos
alimentarios vy la vida sedentaria de los que destacan la resistencia a la insulina, la

obesidad, la dislipidemia y la hipertrigliceridemia.

Conforme a lo anterior, la EHGNA es una enfermedad fisiopatologica compleja que
resulta de la interaccién de muchos factores como, factores genéticos, epigenéticos,
ambientales y culturales. Todo esto en conjunto conduce a la acumulacion de grasa
en el higado, resistencia a la insulina, cambios hormonales y cambios en la microbiota

intestinal, lo que provoca dafo en los hepatocitos (Prieto-Ortiz et al., 2022).



DE LA PROGRESION AL CARCINOMA HEPATOCELULAR

Dada la acumulacion excesiva de grasa, principalmente triglicéridos, en mas del 5%
de los hepatocitos del higado en la EHGNA, |la enfermedad se asocia con diferentes
proporciones de pacientes relacionados con la obesidad (51%), dislipidemia (69%),
Diabetes Mellitus tipo 2 (22%); hipertension arterial (39%) y Sindrome Metabdlico
(43%), y estos factores no solo estan relacionados con complicaciones hepaticas sino
también cardiovasculares, siendo la causa mas frecuente de enfermedad hepatica

cronica (Desjonqueres & Gigante, 2022).

El proceso patologico inicia cuando los hepatocitos son expuestos a uno o varios de
los factores de riesgo y el comienzo de mecanismos moleculares lo que induce a la
acumulacion de grasa en su interior, estableciendo la enfermedad de higado graso
no alcohdlico; el riesgo de que esta etapa progrese a esteatohepatitis (acumulacion
de grasa en los hepatocitos junto con inflamacion) es del 15 al 20%. Los hepatocitos
que en el proceso de esteatosis ya estaban hinchados, tienden a hincharse aun mas,
comenzando a morir y causar inflamacion (Figura 1). Es posible que tanto en la
enfermedad de higado graso como en la esteatohepatitis no haya sintomas
perceptibles por lo que dichos procesos patoldgicos se consideren reversibles y
pueden ser solucionados mediante cambios en el estilo de vida (Calleja y Turnes
2022).

En la figura 1 se observa que un higado sano contiene hepatocitos con un nucleo en
el centro y pequeias gotas de grasa distribuidas uniformemente, en el higado graso
los hepatocitos acumulan exceso de grasa. En la etapa de la esteatohepatitis la grasa
acumulada comienza a causar dafio en el hepatocito, dando lugar a la infiltracion de
citocinas proinflamatorias (como la IL-1) que son secretadas por células inmunitarias
como las células T, macréfagos y otras células que promueven la inflamacion. La
cicatrizacion (fibrosis) sucede cuando las fibras de colageno reemplazan a las células
muertas, dando lugar a la cirrosis donde se acumula el tejido cicatricial provocando el
endurecimiento del higado y deteriorando su funcién, hasta desarrollar cancer

hepatocelular.



La progresion de esteatohepatitis a fibrosis tiene una media menor al 0.1% con una
prevalencia del 5 al 15%. En esta etapa la inflamacion continda, disminuye el flujo
sanguineo a través del higado y comienza la formacion de tejido cicatricial, lo que
genera un dafio mayor de las células hepaticas. La fibrosis puede progresar para
establecer la cirrosis en una proporcién menor al 5 %, y se caracteriza por regiones
de hepatocitos rodeadas de cicatrices que endurecen el higado, lo que afecta su
funcién y estructura. La esteatohepatitis, la fibrosis y la cirrosis son los factores
asociados al desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC) en el 2% de la poblacion.
Aunque la historia natural de la progresién para desarrollar CHC tiene como inicio la
cirrosis, los reportes quirurgicos han mostrado que del 25 al 45% de los casos de CHC
se desarrollaron en pacientes con esteatohepatitis en ausencia de fibrosis y cirrosis

(Moctezuma-Velazquez, 2018; Grgurevic et al., 2021; Narayana Health Care, 2023).
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Figura 1: Evolucién de la enfermedad de higado graso no alcohdlico. Fuente: Elaboracién
propia, tomada de Calleja y Turnes (2022).



INTERLEUCINA 1-BETA EN EHGNA

Las citocinas desempefian un papel clave en el proceso inflamatorio que es definido
por el balance entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. Entre las citocinas
proinflamatorias destacan las quimiocinas, grupo de péptidos de bajo peso molecular
entre los que se encuentra la IL-13 que tienen un efecto sinérgico sobre la inflamacion.

En el caso de las interleucinas ante el dafo celular o en caso de infecciones,
diferentes células inmunes, entre ellas especialmente los monocitos y los macrofagos,
liberan la interleucina 1 beta. Esta citocina, que actua sobre distintas células y
organos, es un mediador importante de la respuesta inmunitaria e inflamatoria (Figura
2) (Dinarello, et al., 2016).
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Figura 2: Inflamacion relacionada con EHGNA. Fuente: Elaboracién propia, tomado de Song
et al., 2023.



Se sabe que la interleucina-13 regula la expresion de numerosas citocinas y
quimiocinas, induce la produccidon de la interleucina 6 y contribuye con ello a la

sintesis de las proteinas de fase aguda en el higado (Ehses et al., 2009).

Por tanto, el higado también es un regulador central de las respuestas inflamatorias
y la fuente mas importante de produccién de proteinas de fase aguda (APP), las
cuales son proteinas biomarcadores presentes en el suero sanguineo que pueden ser
utilizadas como indicadores de enfermedad; producidas debido a infecciones,

inflamaciones o traumas.

La interleucina-1b (IL-1b) pertenece a la familia IL-1, que consta de tres polipéptidos
estructuralmente relacionados: IL-1a, IL-1b y antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra).

Como lo mencionan Ehlting y colaboradores, La IL-1b se sintetiza principalmente
después de la activacion de fagocitos mononucleares, células del musculo liso y las
células endoteliales por microorganismos o productos endoégenos (es decir, acido
urico o cristales de colesterol). Conduciendo con la formacion de un complejo de
proteinas citosolicas (receptores de pirina con repeticiones ricas en leucina de unién
a nucleotidos (NLRP)) conocido como "inflamosoma", que activa la caspasa-1 en
respuesta a sefales de peligro. Esta caspasa-1 convierte pro-IL-1b en la forma activa
IL-1b. Se sabe que la produccidn excesiva de IL-1b y un desequilibrio en IL-1b e IL-
1ra estan relacionados con la inflamacién (Ehlting C. et al., 2021).

EPIDEMIOLOGIA DE LA EHGNA

La prevalencia mundial de la enfermedad de higado graso no alcohdlico es del 25%
y se estima que aumente al 30% en la poblacion adulta para el afio 2030 a causa de
la obesidad, los patrones dietéticos poco saludables y el estilo de vida sedentario.
Su incidencia ha aumentado a la par de enfermedades no transmisibles tales como
diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Abajobir et al., 2017). La
prevalencia varia del 20 al 40% en los paises occidentales y entre el 5y el 40% de

la poblacion general de Asia y el Pacifico (El-Kader & Ashmawy, 2015).

En Europa y América del Norte poseen una prevalencia de 23%, aunque la
prevalencia en adolescentes obesos oscila entre el 40 y el 45%. La EHGNA es muy
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prevalente en Corea del sur, se estima que el 43% de la poblacién tiene higado graso
y el 5% de ellos tiene fibrosis significativa, siendo los hombres los mas afectados. De
hecho la prevalencia de la fibrosis avanzada aumentd en una década 2.6% (2005) a
6.8% (2016) (Huh et al., 2022).

Datos de México muestran una prevalencia del 82% de EHGNA en pacientes obesos
sometidos a cirugia bariatrica. En mujeres obesas, esta tasa alcanza el 36%, y en
pacientes con diabetes mellitus, la tasa de EHNA comprobada por biopsia es del
18.5% (Bernal-Reyes et al., 2019).

La tasa de mortalidad general a 10 afios fue mayor en los pacientes diagnosticados
con NAFLD (19,2%). El riesgo relativo de muerte asociado con NAFLD fue 2,16%. La
NAFLD es un factor de riesgo independiente de otras comorbilidades metabdlicas y

eventos cardiovasculares (Bernal-Reyes et al., 2019).

Debido a los estilos de vida occidentales se espera que aumente la incidencia de la
obesidad y la diabetes tipo 2 (Huh et al., 2022). Un factor importante para aumentar
el riesgo de adquirir la enfermedad del higado graso no alcohdlico, es a través de los
patrones dietéticos poco saludables, como el estilo de vida sedentario (falta de
ejercicio) y el consumo de una dieta alta en grasas, azucares y carbohidratos
procesados industrialmente, que causan obesidad, resistencia a la insulina,
enfermedades cardiovasculares y sindrome metabdlico (Abajobir et al., 2017, Zhang
et al., 2021).

Estos cambios en los patrones dietéticos ocurrieron después de la Revolucién
Industrial, donde el consumo excesivo de grasas y carbohidratos iban en contra de
nuestra fisiologia antigua, siendo los principales factores de riesgo en la EHGNA
(Romualdo et al., 2022).

11



DIETA, MICROBIOTA INTESTINAL y EHGNA

La dieta se define como el conjunto de habitos alimenticios y tipos de alimentos (ya
sea sélidos y/o liquidos) que consume un organismo o0 una poblacion. Existe la
preocupacion de que el consumo de azucares libres (principalmente de bebidas
azucaradas), aumente la ingesta caldrica total y disminuya el consumo de alimentos
ricos en calorias mas adecuadas desde el punto de vista nutricional, puesto que
puede provocar aumento de peso y un mayor riesgo de desarrollar enfermedades
cronicas, por lo que se recomienda que el consumo de grasa no supere el 30% de la
ingesta calorica diaria (World Health Organization: WHO, 2020).

Una dieta occidental se caracteriza por un consumo elevado de alimentos ricos en
acidos grasos saturados, colesterol y carbohidratos simples como glucosa, sacarosa
y uno de los endulzantes mas utilizados en la dieta occidental (fructosa) (Romualdo
et al., 2022, Carvallo et al., 2017).

La fructosa se encuentra principalmente en bebidas azucaradas y se metaboliza
directamente en el higado convirtiendose en glucosa, luego se almacena como
glucdégeno y se convierte en una fuente de energia para las células del higado
(hepatocitos), por lo que la ingesta excesiva de fructosa se transformara en lipidos, y
como consecuencia tendra un efecto toxico sobre el higado (Carvallo et al., 2017).

La dieta alta en grasas es aquella que mantiene relativamente alta la energia
proveniente de las proteinas, pero sustituye una enorme parte de la energia que
aportan los carbohidratos por energia en forma de grasas. Se puede asociar con el
aumento de peso corporal e inflamacion cronica, que es producto de la infiltracion de

macrofagos en el tejido adiposo (Guzman et al., 2020).

En condiciones normales la composicion de la microbiota intestinal es muy variable,
siendo alterada por la dieta, el estilo de vida, la edad y las enfermedades relacionadas
con el sindrome metabdlico. En particular, la dieta es de los factores que modulan su
diversidad, lo que puede alterar el apetito, aumentar o disminuir la extraccion de
algunos metabolitos provenientes de los alimentos; ademas de alterar diversas

estructuras quimicas de los componentes de la dieta (Spruss & Bergheim, 2009).
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Algunos procesos de salud y enfermedad estan relacionados a la interaccion entre el
ser humano y los microorganismos (Bacteroidetes y Firmicutes). Una diversidad de
bacterias, virus, arqueas y eucariotas unicelulares habitan diferentes regiones del
cuerpo humano. La microbiota intestinal es el reservorio mas grande de
microorganismos compuesta principalmente de bacterias (10'#); tiene diez veces mas

microorganismos intestinales que células eucariotas humanas (Qin et al., 2010).

Recientemente, la microbiota intestinal, ha sido clasificada como un 6rgano vital por
su conexion multidireccional y comunicacional con otros 6rganos a través de vias
neuronales, endocrinas, inmunoldgicas y metabdlicas. Aunque los mecanismos de la
interaccion entre el intestino y los 6rganos aun no se comprenden del todo, el cambio
en la comunidad microbiana influye en diferentes enfermedades (Ahlawat et al,,
2020).

La comunicacion entre la microbiota y el higado es bidireccional a través de la vena
porta, el tracto biliar y la circulacion sistémica. Por lo tanto los elementos que
provienen del higado tales como las sales biliares, influyen en la composicién y
funcién de la microbiota intestinal (Brandl et al., 2017), mientras que los productos
microbianos y los derivados de los alimentos regulan la sintesis de los acidos biliares
y el metabolismo de glucosa y lipidos en el higado (Kolodziejczyk et al., 2018).

Con base en lo anterior, la microbiota intestinal modula la inmunidad, el aumento o la
pérdida de peso, la homeostasis energética y algunos trastornos relacionados con la
obesidad. Ademas, algunos metabolitos de la microbiota intestinal estan asociados
con enfermedad renal cronica, enfermedad cardiovascular, enfermedad inflamatoria
intestinal, enfermedad hepatica alcohdlica, enfermedad de higado graso no
alcohdlico, cirrosis y carcinoma hepatocelular (Spruss & Bergheim, 2009, Jansen
et al., 2021).

Dicho de otra manera, la microbiota intestinal es susceptible a alteraciones
ambientales y fisiopatologicas, por lo cual desempefia un papel fundamental en la

fisiopatologia del higado graso (Prieto-Ortiz et al., 2022).

Un mejor conocimiento de la importancia de la microbiota intestinal en los

mecanismos de salud y enfermedad ha despertado el interés de intentar regular dicha
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microbiota a través de la dieta y del uso de microorganismos vivos (probioticos)
(Eslamparast, et al., 2013).

PROBIOTICOS Y SU IMPORTANCIA EN LA DIETA

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a un probidtico como,
microorganismos vivos que confieren efecto beneficioso para la salud del hospedador,
cuando se administran en cantidad adecuada (Sanchez et al., 2015).

Los géneros que regularmente son utilizadas como probidticos son Lactobacillus y
Bifidobacterium, de acuerdo con las siguientes caracteristicas: 1) tienen la capacidad
de sobrevivir en el tracto digestivo, requiriendo de tolerancia al acido y la bilis, 2)
deben encontrarse en el tracto intestinal normal, 3) ser seguro para el huésped, 4)
conseguir unirse al intestino y colonizarlo. 5) debe generar compuestos
antimicrobianos, como bacterias para combatir patdégenos y 6) no puede ser un
microorganismo patdégeno para el huésped (Figura 3) (Pramanik et al., 2023).
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Figura 3: Caracteristicas de los probiéticos. Fuente: Elaboracion propia, tomado de
Pramanik et al., 2023.

14



El género Bifidobacterium esta conformado por 45 especies que pertenecen al filo
Actinobacteria y estan presentes en la microbiota gastrointestinal humana y animal.
Las especies de Bifidobacterium son las mas abundantes en el colon, se han
encontrado el 25% en la materia fecal de adultos y el 80% en los nifios, estas bacterias
Gram positivas son importantes para la salud porque previenen infecciones
intestinales, estimulan el sistema inmune y disminuyen el colesterol sérico (Rahila &
Pradeep, 2019).

Los probidticos pueden promover la funcién de barrera de la mucosa intestinal y la
recuperacion de la mucosa durante una condicién patolégica. Debido a la estrecha
relacion anatémica y funcional entre el intestino y el higado (Eslamparast et al., 2013).

EJE INTESTINO-HIGADO

El eje intestino-higado es la comunicacion bidireccional entre el tracto gastrointestinal
y el higado mediante el tracto biliar, la vena porta y la circulacion sistémica, es decir,
las sustancias que se producen en el higado pasan al intestino por medio de las vias
biliares y con la ayuda de la circulacion sistémica, por otra parte el higado recibe dos

tercios de la sangre del intestino a través de la vena porta (Han et al., 2023).

Este eje desempeia un papel importante en el dafio hepatico y la progresion de la
enfermedad, su interaccion depende de dos cosas: un intestino intacto y un higado
capaz de manejar las respuestas inmunologicas, asi como el metabolismo de
compuestos endogenos y exdgenos. La mucosa intestinal actua como una barrera
protectora que ayuda a prevenir la entrada y propagacion sistémica de bacterias y
endotoxinas. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, esta barrera intestinal falla, lo
que permite que bacterias y endotoxinas invadan a érganos y tejidos de todo el

cuerpo; este proceso se llama translocacion bacteriana (Eslamparast et al., 2013).

La enfermedad hepatica cronica y la cirrosis se asocian con una baja diversidad
bacteriana y una mayor permeabilidad intestinal en comparacién con pacientes sanos,
a su vez, la obesidad, la diabetes tipo 2 y el sindrome metabdlico se asocian con la
disbiosis de la microbiota intestinal y una disminucion en la diversidad de la
microbiota. En la EHGNA, el aumento de la permeabilidad intestinal produce
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endotoxemia, que se ha demostrado que desencadena respuestas inflamatorias de
citocinas y resistencia a la insulina (Desjonqueres & Gigante, 2022).

Un estudio reciente en humanos sugiere que los pacientes cirroticos con EHGNA y
hepatocarcinoma tienen una mayor inflamacion intestinal y expresion de citocinas y
quimiocinas proinflamatorias en comparacién con pacientes sanos, Ponziani et al
estudiaron el perfil de la microbiota intestinal de una serie consecutiva de pacientes
con cirrosis relacionada con EHGNA y hepatocarcinoma (grupo 1, 21 pacientes),
cirrosis relacionada con EHGNA sin hepatocarcinoma (grupo 2, 20 pacientes) y
controles sanos (grupo 3, 20 pacientes)., permeabilidad intestinal, estado inflamatorio
y células mononucleares circulantes (Ponziani et al., 2018).

PROBIOTICOS E INFLAMACION

La inflamacién puede desarrollarse como resultado de factores internos y externos.
La principal causa de la inflamacion se produce cuando los microorganismos
aparecen en lugares a los que no pertenecen. La invasion de las bacterias patdgenas
debilitara la funcidn de barrera de la mucosa, permitiendo la entrada de componentes
bacterianos al cuerpo. Estos componentes acabaran en el higado, creando una
respuesta inflamatoria (Eslamparast et al., 2013).

Los probidticos brindan beneficios para la salud del huésped a través de una variedad
de mecanismos, como la reduccion de la invasion de agentes proinflamatorios desde
el intestino al cuerpo. Se ha demostrado que los lipopolisacaridos bacterianos
(endotoxinas), asi como una dieta alta en grasas, causan inflamacion y resistencia a
la insulina, que junto con el crecimiento de bacterias no benéficas en el intestino,
provoca la translocacion de endotoxinas bacterianas al torrente sanguineo
(endotoxemia), lo que activa los receptores tipo Toll-4 (TLR), estimulando distintas
rutas metabdlicas y favoreciendo la inflamacion (Tumani et al., 2021)

Los receptores TLR se expresan en muchos tipos diferentes de células hepaticas,
incluidas las células de Kupffer, los hepatocitos y las células estrelladas hepaticas,
son un vinculo importante entre la inflamacion, lesion y la fibrosis hepatica (Tumani et
al., 2021).
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Entre los muchos TLR diferentes, el TLR4 desempeina un papel en la promocion de
la inflamacion y las lesiones en afecciones como la EHGNA. La activacion de TLR4
se asocia con CD14 para iniciar la transduccion de senales inducida por
lipopolisacaridos, desencadenando una cascada inflamatoria que provoca la
expresion de genes implicados en determinadas vias inflamatorias, produciendo TNF-
a e IL-1B (Eslamparast et al., 2013).

PREBIOTICOS

Los prebidticos estan constituidos por carbohidratos complejos de origen vegetal con
fibra soluble o insoluble. Se conoce que algunas bacterias intestinales son capaces
de fermentar la fibra, produciendo metabolitos secundarios con actividad especifica
en las células eucariotas. En la actualidad existen prebiéticos como los fructanos, los
mas comunes son los fructooligosacaridos (FOS) y la inulina. Los fructanos como la
inulina, se encuentran en los platanos, el ajo, la cebolla, los puerros y otros vegetales.
(Pérez-Monter et al., 2022)

La inulina (INU) es una fibra dietética no digerible que se encuentra en la alcachofa
de Jerusalén y se ha informado que tiene un efecto beneficioso sobre la modulacion
de la microbiota intestinal. Varios estudios han demostrado que la INU puede reducir
la resistencia a la insulina al mejorar los lipidos en sangre, los niveles de azucar en
ayunas y restaurar la composicion de la microbiota intestinal, reduciendo asi las

alteraciones metabdlicas. (Bao et al., 2020)

Dada las caracteristicas benéficas de los prebidticos y probioticos, deberian formar
parte de nuestra dieta diaria debido a que al mantener en equilibrio la microbiota
intestinal se puede prevenir el desarrollo de enfermedades hepaticas.

Considerando que el consumo de prebidticos promueve la proliferacién de bacterias
benéficas y que los probidticos establecen un equilibrio de la microbiota intestinal y
regulan el sistema inmune, en este trabajo se busca determinar si el consumo de
Bifidobacterium sp. e Inulina inducen un cambio en la expresion genética de la citocina
IL-18 en un modelo de dieta alta en grasa en ratas Wistar, administrada durante 6

semanas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la expresion de la interleucina b1 (IL-18) como marcador de inflamacion, en

higados de rata alimentadas con dieta alta en grasa, fructosa y probidticos.

Objetivos especificos

e Inducir dafio hepatico en ratas mediante el modelo experimental de dieta alta
en grasa y fructosa.

e Observar el efecto de la administracién de Bifidobacterium sp., en la formacién
de vesiculas lipidicas en el higado.

e Determinar por PCR en tiempo real, los niveles de expresion del gen IL-13 en
higados de los diferentes grupos experimentales.

e Correlacionar la expresion del gen IL-1 con la formacion de vesiculas lipidicas
en los diferentes grupos experimentales.
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METODOLOGIA
MICROORGANISMO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para la preparacion de suspensiones de Bifidobacterium sp., para administrar a los
animales de experimentacion, se requiere de una serie de procedimientos

experimentales:
e Preparacion de medio MRS con cisteina (liquido y solido).
e Activacion y cultivo de Bifidobacterium sp.
e Preparacion de suspensiones para su administracion.

e Determinacion de la viabilidad celular.

- MEDIO MRS (MRS-C) PARA CULTIVO DE BIFIDOBACTERIUM SP.

Se prepararon frascos con 40 ml y 80 ml de caldo MRS (Difco) los cuales fueron
suplementados con cisteina al 0.05%, para generar las condiciones anaerobias se
burbuje6 CO2 por 1 minuto en cada frasco, inmediatamente fueron sellados
herméticamente con tapones de hule y anillos de metal, con la ayuda de pinzas para
sellar viales. Posteriormente se esterilizaron a una presion de 15 Ib/in? por 15 minutos.
También se preparé agar MRS en cajas Petri para realizar cuenta viable, las

condiciones de esterilizacion fueron las mismas que para el medio liquido.
- ACTIVACION Y CULTIVO DE BIFIDOBACTERIUM SP.

Se descongelo un tubo de 1ml de Bifidobacterium sp., conservada en glicerol al 20%,
las células fueron lavadas 2 veces en condiciones estériles. Las bacterias lavadas se
transfirieron a un frasco con 40ml de medio MRS-C el cual se incubo durante 48 h a
37°C y agitacion de 180 rpm. Pasado el tiempo, se transfirieron 8 ml de cultivo a un

frasco de 80 ml con las mismas condiciones de incubacion.
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- PREPARACION DE SUSPENSIONES DE BIFIDOBACTERIUM SP., PARA
ADMINISTRACION

Terminando el tiempo de incubacion del cultivo de 80 ml, se agreg6 todo el cultivo en
2 tubos conicos de centrifuga para realizar dos lavados por 15 minutos a 3,000 rpm
cada uno, para eliminar el medio por completo. Posteriormente, las bacterias se
resuspendieron en 15 ml de agua del bioterio, para obtener la suspension de bacterias

a administrar a los correspondientes grupos experimentales.
- DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad de las bifidobacterias se verificd por conteo en placa en agar MRS-C. El
procedimiento a continuacién se describe: Con una alicuota de 100 pl de suspension
bacteriana se realizaron diluciones decimales seriadas hasta la dilucién 10°. Las
diluciones se plaquearon por triplicado y se incubaron por 48 horas a 37°C en
condiciones anaerobias en una jarra GASPAK utilizando un sobre generador de
anaerobiosis. Se contd el numero de colonias en las diluciones donde se desarrollaron
entre 30 y 300 UFC y se procedio a realizar los calculos para conocer la concentracion
de bacterias en los cultivos, expresada en [UFC/mL].

Estos cultivos se preparaban cada semana y la cuenta viable se realizaban cada lunes

para asegurar la administracién de 1x10° bacterias/rata.

PREPARACION DE LA DIETA ALTA EN GRASA Y FRUCTOSA

La dieta alta en grasa y fructosa fue preparada de la siguiente manera: Primero, la
croqueta (RatDiet 5012 ®), fue triturada con la ayuda de un molino manual. Una vez
triturada fue incorporada con los siguientes componentes: fructosa, caseina,
vitaminas y minerales, se mezclaron todos los componentes secos (junto con la
croqueta molida) todo esto previamente pesado, finalmente se le agrego la manteca

de cerdo a la mezcla hasta obtener una completa homogeneizacion.

La dieta fue suministrada ad libitum por seis semanas consecutivas, con un consumo

promedio de 30 gramos por cada una de las ratas.

20



La composicién porcentual de los componentes de la dieta alta en grasa se muestra
en la siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1: Composicion de la dieta alta en grasa y fructosa.

Componente (9) /' kg
Fructosa cristalina 160
Manteca de cerdo 160
Caseina acida 220
Mezcla de vitaminas y minerales 1
Croqueta molida 459

Fuente: Pérez-Ramirez, 2017.

MODELO EXPERIMENTAL

Un lote de 19 ratas Wistar macho con un peso promedio de 200 g fueron otorgadas
por la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL-
Bioterio) de la UAM-Xochimilco. Los animales de experimentacion fueron mantenidos
en ciclos de doce horas luz/ obscuridad y con una temperatura constante de 24 °C.
Las ratas se dividieron en 4 grupos experimentales; un grupo de dieta alta en grasa
(HFD, n=3), el grupo de dieta alta en grasa y probiético (HFD + BB, n=5), el grupo de
dieta alta en grasa e inulina (HFD + INU, n=5) y el grupo de dieta alta en grasa,
probidtico e inulina (HFD + BB +INU, n=5). Todos los grupos tuvieron una semana de
adaptacion después de ser recibidos de la UPEAL- Bioterio.

NOTA: Se solicitaron 40 ratas, sin embargo, unicamente nos entregaron 19, por lo que se tomo la

decision de iniciar con los grupos con dieta alta en grasa.

Todos los grupos experimentales consumieron dieta alta en grasa ad libitum, durante
seis semanas (para evitar desperdicio, se colocaron diariamente aproximadamente
30 g de alimento /rata). El grupo HFD representod el consumo de dieta alta en grasa,

mientras que el grupo de HFD + BB ademas del consumo de dieta alta en grasa fue
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administrado con Bifidobacterium sp., en tanto que, el grupo de HFD + INU adicional
al consumo de dieta alta en grasa tuvo la administracion de inulina. Con respecto al
grupo HFD + BB + INU ademas del consumo de dieta alta en grasa se administré la
combinacion del probidtico Bifidobacterium sp. e inulina. En todos los casos, la
cantidad bacterias administradas fue de 1 X 108 UFC/rata y la dosis de inulina fue de
150 mg/Kg La administracion del probiotico y de la inulina se realizo tres veces por

semana durante 6 semanas de experimentacion (Figura 4).
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Figura 4: Induccion experimental de dafio hepatico.

Dieta alta en grasa (HFD) con sus respectivos tratamientos a las 6 semanas.
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OBTENCION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Al finalizar el protocolo experimental, se indujo la eutanasia de las ratas de todos los
grupos. Cada una de las ratas fue anestesiada con isoflurano (Baxter). Una vez
anestesiada, se registr6 su peso, y posteriormente fue colocada en la tabla de
diseccion. Una vez que fue sujetada la rata, se realiz6 la limpieza y desinfeccion del
abdomen utilizando una gasa estéril y benzal. Inmediato a la desinfeccién, y con la
ayuda de una pinza y una tijera se corto la piel y el musculo para mostrar los 6rganos
vitales del abdomen. Al observar el corazén, se tomaron 5ml de sangre por puncién

cardiaca. Una vez obtenida la sangre se vacio en un tubo vacutainer.

Después se corté la vena cava, permitiendo el desangrado, inmediatamente se corto
el higado y se coloco en solucion salina para su lavado. Una vez lavado, se registro
Su peso Yy se capturo una fotografia.

Posteriormente, los I6bulos del higado fueron seccionados en trozos pequefios con la
ayuda de un bisturi. Varios trozos fueron adheridos a piezas de corcho utilizando el
adhesivo tissue tek®, congelandolos en 2-metilbutano previamente enfriado en hielo
seco. Los tejidos congelados fueron conservados en un ultracongelador a -70°C hasta
su analisis. Un fragmento de tejido fue colocado en formalina al 10% por al menos 18
horas para posteriormente ser embebido en parafina y realizar analisis histoldgicos.

PURIFICACION DE ARN

La purificacion de ARN de higado congelado se realizo utilizando el kit RNeasy ® Mini
Kit (Qiagen). El procedimiento experimental a continuacion se describe: un promedio
de 30 mg de tejido fue obtenido mediante cortes de 5 ym de espesor, utilizando un
criostato (Leica), en todo momento se evitd la descongelacion del tejido.
Inmediatamente después, se procedio a la lisis celular agregando 600 pL de buffer
RLT suplementado con 3-mercaptoetanol (1% v/v) y homogeneizando perfectamente.
Una vez que el lisado fue homogeneizado se afiadieron 600 pl de etanol (al 70% v/v)
grado biologia molecular. El alcohol es adicionado para proporcionar las condiciones
de union selectiva de ARN a la columna de silice que se utiliza para su purificacion.

La mezcla fue aplicada a la columna de silice y se dejo reposar por 5 minutos a
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temperatura ambiente, esta accion permite que se impregne a la columna.
Transcurrido el tiempo, la columna fue centrifugada a 10,000 rpm, y cuidando de no
tocar la parte baja de la columna se desecho el contenido del tubo recolector.

Inmediatamente se incorporaron 650 pl del buffer RW1. Se dejo reposar por cinco
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugé a la misma velocidad
y el mismo tiempo, también se desech¢ el fluido contenido en el tubo recolector. En
seguida, se adicionaron 500 pl del buffer RPE y al igual que los procedimientos
anteriores se dejo reposar el mismo tiempo a temperatura ambiente, igualmente el
contenido del tubo recolector fue desechado, se adicioné una segunda vez el buffer
RPE con el mismo procedimiento experimental. De inmediato, el tubo recolector fue
reemplazado por un tubo nuevo para recolectar el ARN. Entonces, se adicionaron 35
ul de agua libre de RNasa a la columna con el objetivo de desprender el ARN
purificado. Para ello, se centrifugo la columna a 10,000 rpm a temperatura ambiente.
El ARN purificado se cuantificd utilizando un NanoDrop (Thermo scientific) y su
integridad fue verificada mediante una electroforesis utilizando un gel de agarosa al

1.2%. El ARN fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

EXPRESION DEL GEN IL-1B POR RT- PCR EN TIEMPO REAL
CONVERSION DEL ARN A ADNC

El ARN total obtenido del higado de los diferentes grupos experimentales, fue
convertido a ADNc mediante una reaccion de transcripcion inversa. Para el
procedimiento experimental se utilizoé el kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ (Applied
Biosystems). La reaccion de se llevo a cabo en un volumen final de 20 yl mezclando
9 micro de ARN con una concentracion de 750 ng en cada muestra, 10 pyl de 2X RT
buffer mix, 1 yl de 20X RT enzyme mix y agua libre de RNAsas cbp 20 ul (Tabla 2).
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Tabla 2. Componentes de reaccién para obtencion de cDNA.

Componentes Volumen (pl)
2X RT buffer mix 10 pl
20X RT enzyme mix 1 ul
RNA muestra 750 ng
Agua libre de RNasas cbp 20 ul

PCR EN TIEMPO REAL

Tabla 3: Componentes de la reaccién de PCR en tiempo real.

cada muestra y fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

del gen 18S como control y un control negativo (NTC) (Tabla 4).

Componentes Volumen (ul)
Universal PCR Master Mix 7.5 pl
Sonda TagMan 1.0 pl
cDNA 6.75 pl
Volumen total 15l

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37 °C durante 60 min y posteriormente a 95
°C durante 6 minutos. Al término de la reaccion se colocaron 180 pl de agua MiliQ en

Para el analisis de cada muestra se prepararon reacciones por duplicado las cuales
se realizaron en un volumen final de 15 pl y contenian: 1.0 yl de 20X TagMan IL-18,
7.5 yl de TagMan Universal PCR Master Mix y 6.5 ul de cDNA (con aproximadamente

25 ng) (Tabla 3). Adicionalmente se preparo por duplicado una reaccion con la sonda
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Tabla 4: Sondas TagMan utilizadas en el analisis dr expresion.

Simbolo del gen Identificador
IL-18 Rn00580432_m1
18S Rn03928990_g1

Se utilizé un termociclador Step One Plus de Applied Biosystems con las siguientes
condiciones de amplificacion (Figura 5).

45 Ciclos
95°C 95°C
10 min. 15 seg.
HIE 60°C
2 min. 1 min.
25°C
Paso 1 Paso 2 Paso 1 Paso 2

Figura 5: Condiciones del termociclador Step One Plus de Applied Biosystems.
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ANALISIS HISTOLOGICO DEL HiGADO

TEJIDO CONGELADO
Se hicieron cortes de 10 ym del tejido hepatico en un cridstato (Leica) los cuales

fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina (H&E), para lo cual se siguio el siguiente

protocolo:

Dejar secar la laminilla por 10 minutos.

Colocar formalina al 10% hasta cubrirlos por completo 10 minutos.

Dejar secar y se agregar isopropanol al 60% durante 10 segundos.

Dejar secar perfectamente y se lavar con agua de la llave.

Sumegir las laminillas en hematoxilina de Harris al 40% durante 2 minutos.
Lavar con agua de llave hasta que deje de caer el colorante.

Secar por completo la laminilla y agregar isopropanol al 60% por 10 segundos.
Agregar eosina por 2 minutos.

Retirar el excedente con agua destilada por goteo hasta que deje caer

colorante, posteriormente lavar con agua de la llave y dejar secar.

Agregar 1 gota de medio de montaje acuoso (Sigma), colocar un cubreobjetos
sobre la laminilla ya con el medio de montaje y presionar hasta eliminar las

burbujas de aire.

Las laminillas se observaron en el microscopio optico (ZEISS AXIO) para su analisis.

TEJIDO EMBEBIDO EN PARAFINA

Se hicieron cortes de 3 um del tejido hepatico incluido en parafina en un micrétomo

(Ecoshelsku), los cuales fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina, para lo cual se siguié6 el

siguiente protocolo:

ELIMINACION DE PARAFINA

o Colocar las laminillas en una estufa a 65°C durante una hora, para quitar
el excedente de parafina y proceder con los siguientes pasos:

Aclaracion

o Colocar Xilol por 10 minutos. 2x
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Rehidratacion

o Agregar alcohol al 100% por 5 minutos. 2x
o Alcohol al 96% por 5 minutos. 2x
o Alcohol al 70% por 5 minutos. 2x
o Alcohol al 50% por 5 minutos. 2x

o Lavar con agua destilada por 2 minutos. En cada paso quitar el exceso
y secar por completo.

TINCION

e Sumergir las laminillas en hematoxilina de Harris al 40% por 5 minutos.
e Lavar con agua destilada por goteo durante 1 minuto

e Agregar alcohol al 70% por goteo durante 15 segundos.

e Colocar eosina por 2 minutos y retirar excedente.

DESHIDRATACION

e Poner alcohol al 96% durante 1 minuto. 3x
e Agregar alcohol al 100% (Baker No. De catalogo 9014-02) por 1 minuto. 3x

e Finalmente colocar Xilol (Baker No. De catalogo 949003) por 15 segundos. 2x,
secar por completo y montar la laminilla con medio de montaje acuoso (Sigma).

ANALISIS DE DATOS

Se analizé la expresion mediante AACt y analisis unidireccional de varianza (ANOVA),
con una significancia de p<0.05 y posterior prueba de Tukey para comparacién entre

grupos con la ayuda (software GraphPad Prism 5).
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Peso Corporal (g)

RESULTADOS

De acuerdo con el proyecto y con el tratamiento que recibié cada una de las ratas, se
presentaran solamente los resultados de los grupos de dieta alta en grasa, ya que los
animales de los otros grupos con dieta normal (DN) tuvieron que ser sacrificados
debido al paro de actividades en la Universidad Autonoma Metropolitana (UAM)
Unidad Xochimilco, por lo que en algunos casos, se hara un analisis de nuestros
resultados con otro estudio en donde se utilizé6 una dieta normal (DN) como control

negativo.

PESO CORPORAL Y PESO DEL HIGADO

En primer lugar se hizo el analisis del promedio de sus pesos corporales, los cuales
fueron registrados cada semana, iniciando por la semana de adaptacién como se
muestra en la siguiente grafica; en las ratas de los grupos experimentales HFD-INU y
HFD-BB-INU el aumento de peso fue mayor al del grupo HFD-BB y similar al del grupo
HFD, en cuanto al grupo HFD-BB su aumento de peso fue menor en comparacion

con HFD. Todos los grupos tuvieron un aumento de peso constante (Figura 6 A).
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Figura 6: A) Aumento de peso corporal de los diferentes grupos experimentales. B)

Porcentaje del peso del higado obtenido durante 6 semanas.
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Los 4 grupos experimentales, presentaron un aumento de peso constante, y aunque
no hubo una diferencia estadisticamente significativa, el grupo que consumio
unicamente dieta alta en grasa (HFD) present6 los mayores valores de peso, mientras
que el grupo de dieta alta en grasa que se suplemento con Bifidobacterium sp.,
presento una tendencia menor de los 4 grupos, lo que sugiere que el probidtico puede
tener un efecto sobre el peso corporal (Figura 6-A).

En cuanto a los grupos donde se administro el prebidtico (HFD-INU y HFD-BB-INU)
también se observd un aumento en su peso corporal pero fue menor en comparacion
con el grupo de dieta alta en grasa (HFD). Rodriguez et al. (2020) realizaron un
estudio en ratones colonizados con heces de pacientes humanos obesos, los ratones
fueron alimentados con dieta alta en grasa durante 3 meses, donde menciona que el
consumo de Inulina puede fomentar el descenso del indice de masa corporal y
regenerar la esteatosis hepatica, debido a la composicion de la microbiota intestinal,
lo que se confirma en este estudio.

En cuanto al porcentaje de peso de los higados en relacién al peso corporal del
animal, hay una disminucion en el grupo HFD-INU en comparacion con el grupo de
HFD pero no es estadisticamente significativa, en cuanto a los grupos HFD vs HFD-
BB-INU y HFD-BB vs HFD-BB-INU se observa una disminucion donde si existe una
diferencia estadisticamente significativa. (Figura: 6 B). Graficamente HFD y HFD+BB

tuvieron un aumento similar pero sin diferencia estadisticamente significativa.

En el porcentaje de peso de higado respecto con peso final de la rata, se observa que
el aumento en HFD-BB es mayor al de HFD, pero sin diferencia estadisticamente

significativa entre estos grupos.
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CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL HIiGADO.

Tras la extraccion del higado, éste se fotografié en condiciones idénticas de luz, para

poder realizar una valoracion de sus caracteristicas macroscopicas (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas macroscopicas de los higados con dieta alta en grasa (HFD).

%

Peso de Peso de
Grupo Rata rata higado (Peso de Observaciones
(9) (9) higado/peso
rata).
1 527 19.94 3.784 Color café uniforme con textura lisa y poco brillante.
HFD — :
2 400 16.11 4.028 Color cafeé brillante con textura lisa.
3 495 18.47 3.731 Color café brillante con textura lisa.
En la punta de un Iébulo tiene un color vino mas
! e e e obscuro, su textura es poco porosa y con poco brillo.
2 399 16.35 4.098 Presenta un color marrén con brillo y poca porosidad.
HFD+BB 3 386 14.63 3.790 Tiene color café uniforme con brillo y sin textura porosa.
En las puntas de los I6bulos presenta un color vino mas
4 396 14.64 3.697 encendido con brillo y sin textura porosa.
5 494 17.33 3.508 Color café uniforme con brillo y sin porosidad.
El higado tiene un color vino uniforme muy obscuro con
1 404 14.76 3.653 textura lisa y sin brillo (muy opaco).
Las puntas de los I6bulos presentan un color vino
HFD+INU . B2 s Sl obscuro con brillo y sin porosidad.
4 494 18.25 3.694 Presenta un color café con brillo y sin porosidad.
5 418 12.3 2.943 Color café uniforme con brillo y textura muy lisa.
1 438 15.35 3.505 Color café brillante con textura lisa.
Su textura se aprecia lisa, con color vino muy obscuro y
2 509 16.51 3.244 brilloso.
En las puntas de los Iébulos el color vino permanece
mas encendido, tiene una textura lisa con brillo pero
HFD+BB+INU 3 408 13.82 3.387 presenta algunos puntos blancos en algunas partes de
los diferentes lobulos, el color no es uniforme.
4 475 14.01 2.949 Color cafeé brillante con textura lisa.
Los I6bulos de la parte de abajo parecen presentar
5 423 13.23 3.128 porosidad, el resto tiene textura lisa con brillo y un color

oscuro uniforme.
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Se clasificaron los higados atendiendo a las caracteristicas macroscépicas: color,
rugosidad de la superficie y tamafio. Dentro de esas caracteristicas, en general se
observo un pequefio cambio de color en algunas zonas de los higados en todos los
grupos experimentales, no hubo un cambio evidente y representativo de cada grupo,
algunos higados presentaron una textura un poco porosa a diferencia de otros que su
textura era lisa y con color brilloso. Las caracteristicas macroscopicas de los higados
por lo general muestran un aumento en el peso del higado, en especial en el grupo
de HFD y evidente cambio de color a causa de las vesiculas de grasa, Simoes et al.
(2020) reporto las mismas observaciones sugiriendo esteatosis, en su modelo de
ratones machos C57BL/6J de cuatro semanas de edad (20-30 g) donde fueron
alimentados durante 16 semanas, comenzando en la semana 7 de edad con una dieta
alta en grasas que contenia el 51% de su energia de la grasa, el 26% de los
carbohidratos y el 23% de las proteinas y esta compuesta por un 30% de grasa (14%

de AGS, 12% de acidos grasos monoinsaturados y 1% de acidos grasos

poliinsaturados), un 16% de sacarosa y 284 mg/kg de colesterol.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL HIGADO

Para los cortes de tejido se optimizé el método de la tincibn hematoxilina/eosina,
donde las imagenes mas representativas de cada grupo se muestran en la figura 7.
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H&E Parafina

HFD+INU

D+BB+INU

Figura 7: Imagenes representativas de higados y tincién con Hematoxilina/Eosina de tejido
hepatico fresco y tejido embebido en parafina (lado derecho) de los grupos HFD (A, E),
HFD+BB (B, F), HFD+INU (C, G) y HFD+BB+INU (D, H). Aumento objetivo 20x y 40x. Las
flechas azules indican esteatosis micro y macrovesicular, en los circulos amarillos se
muestran gotas de lipidos. El circulo rojo muestra células balonizadas y en las flechas rojas
se observan estructuras que podrian ser cuerpos de Mallory. En cuanto al ovalo naranja
(Figura 7 F) se observan espacios que pueden deberse a una inadecuada fijacion del tejido.
Las estrellas verdes indican células balonizadas (Figura 7 H).
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El grupo de dieta alta en grasa (HFD) presenta inicios de esteatosis en algunos puntos
caracterizadas por pequefas gotas de lipidos en los tejidos Figura 7 A (circulos
amarillos). También se observaron inicios de esteatosis con gotas micro y
macrovesiculares que ocupan el citosol de los hepatocitos y desplazan el nucleo, pero
sin sefales de inflamacion en el grupo HFD+BB Figura 7 B (flechas azules). En el
grupo de HFD+INU no se presentaron cambios en la morfologia del higado
correspondiente con esteatosis Figura 7 (C) y en el grupo HFD+BB+INU, en algunos
casos se visualizan estructuras que podrian ser cuerpos de Mallory (formas de media
luna representando una condensacion de filamentos) y células balonizadas (flechas
y circulo rojos) Figura 7 D.

Todas esas caracteristicas correspondian con lo observado en las tinciones de H&E,
en los grupos de HFD, HFD-BB y HFD-BB-INU hubo caracteristicas evidentes de
esteatosis con vacuolas de grasa que alteraban la estructura del tejido (Figura 7).

Bao et al., (2020) analizaron el efecto de la administracion de inulina a ratones
C57BL6 con dietas altas en grasa durante 14 semanas. En su estudio, administraron
dietas con 60% de grasa y 5 g/kg de peso de inulina para estudiar el efecto que tenia
esta sobre la enfermedad del higado graso no alcohdlico, en el cual se realizaron
tinciones de hematoxilina y eosina y se observo una mejoria en la progresién de
EHGNA, demostrando que la inulina disminuye la acumulacion de lipidos en higado
en los grupos con dieta alta en grasa.

ANALISIS DE BIOQUIMICAS SANGUINEAS

De la sangre obtenida por puncion cardiaca de cada grupo experimental, se obtuvo el
suero para determinar los siguientes parametros bioquimicos: trigliceridos (TG),
alanino aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa
alcalina, de los cuales, aunque no es estadisticamente significativo, existe un
aumento de triglicéridos para los grupos HFD y HFD-BB principalmente, mientras que
la presencia de triglicéridos en suero para los grupos HFD-INU y HFD-BB-INU
tuvieron mayor disminucion en comparacion con HFD sin ser estadisticamente
significativo (Figura 8 A). Los parametros bioquimicos relacionados con el

funcionamiento hepatico como ALT, mostro una disminucién similar en comparacion
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con HFD para los grupos HFD-INU y HFD-BB-INU, aunque no fue significativa, en el
grupo de HFD-BB los niveles fueron similares a HFD (Figura 8 B).

En el parametro AST se observo una disminucién, en todos los grupos comparandolos
con HFD, en los grupos HFD-INU y HFD-BB-INU al hacer la prueba de Tukey para
comparacion entre grupos, si existe una diferencia estadisticamente significativa entre
HFD vs HFD-INU y HFD vs HFD-BB-INU (Figura 8 C). La reduccion para fosfatasa
alcalina en el grupo HFD-BB-INU fue mayor a los otros grupos, y con respecto a la
dieta alta en grasa (HFD) al realizar el analisis de varianza se puede decir que existe
una diferencia estadisticamente significativa (Figura 8 D).

En cuanto al parametro de glucosa (Figura 8 E) todos los grupos tuvieron un
incremento mayor al del grupo HFD, el grupo HFD-INU presenta un aumento pero no
es mayor respecto al grupo HFD-BB-INU, y el aumento del grupo HFD-BB es superior
al del grupo HFD, sin embargo, no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre cada uno de los grupos. Para los niveles de colesterol (Figura 8 F) los grupos
HFD-BB, HFD-INU y HFD-BB-INU tuvieron un aumento similar pero son menores en
comparacion con el grupo de dieta alta en grasa (HFD) que tiene niveles un poco mas

elevados, pero sin una diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 8: Determinacion de parametros bioquimicos en la sangre de los diferentes grupos
experimentales. Triglicéridos (TG) A), alanino aminotransferasa (ALT) B), aspartato
aminotransferasa (AST) C), Fosfatasa alcalina D), Glucosa E) y Colesterol F). *P<0.05
diferencia estadisticamente significativa.

Los niveles séricos de trigliceridos (TG), alanino aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina y colesterol en los grupos HFD y HFD-BB
mostraron un aumento en comparacion con los otros grupos que recibieron
tratamiento (HFD-INU y HFD-BB-INU). Luo et al., (2021) en su estudio administré una
dieta alta en grasa (45% de grasa) en ratas macho Sprague-Dawley durante 6

semanas y en cada rata se administr6 312 mg/kg/d de probiéticos, teniendo como
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resultado en el grupo de dieta alta en grasa aumento en los niveles de triglicéridos
(0,53 £ 0,13), alanino aminotransferasa (221,6 + 60,8), aspartato aminotransferasa
(362,8 + 75,4), colesterol (2,27 + 0,47) y lipoproteinas de baja densidad (0,42 + 0,12).

CUANTIFICACION Y PUREZA DEL ARN

Se purificd el RNA unicamente de 3 muestras de higado de cada grupo experimental,
los cuales fueron cuantificados (Tabla 6), se obtuvieron concentraciones del ARN que
variaron entre 191ng/ul y 1,135.7 ng/pl, debido a que se peso diferente cantidad de
tejido al realizar la extraccion de RNA. Los rangos de pureza estuvieron alrededor de
2.1 por lo que se considera que fue 6ptima para todas las muestras con rangos de 2.0
a 2.3, pero con presencia de compuestos organicos en la mayoria de las muestras,

debido a que se obtuvieron valores menores de 1.8 en A 260/230.

Tabla 6: Cuantificacion de la concentracion y pureza de RNA en Nanodrop.

Muestras Concentracion de RNA | - 5 5601280 | A 260/230
(ng/pi)

HFD 1 365.7 2.11 1.99
HFD 2 577.9 2.11 223
HFD 3 387.7 213 2.01
HFD+BB 2 876.3 2.11 115
HFD+BB 3 457.7 2.12 0.71
HFD+BB 5 292.8 2.14 0.95
HFD+INU 1 481.1 2.10 1.20
HFD+INU 3 540.6 2.08 177
HFD+INU 4 642.7 2.09 137
HFD+BB+INU 1 1135.7 2.12 1.99
HFD+BB+INU 3 242.9 213 0.43
HFD+BB+INU 5 191.0 2.09 1.93
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INTEGRIDAD DEL ARN

Para poder determinar la integridad de los RNA extraidos, se observaron en gel de
agarosa al 1.2%. La figura 9 muestra los RNA representativos de cada grupo
experimental, donde no se observé degradacion porque las bandas estan bien
definidas correspondientes al 18s y 28s del RNA ribosémico.

Figura 9: Imagen representativa del RNA purificado de higados de rata alimentadas con
dieta alta en grasa y fructosa. Carriles: 1-HFD, 2-HFD+BB, 3- HFD+INU, 4-HFD
Determinacion de integridad de RNA en gel de agarosa al 1.2%.

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN IL-1B

En cuanto a los datos obtenidos de PCR, graficamente se visualiza que el gen IL-13
esta sobrexpresado en los grupos HFD-BB y HFD-INU en comparacion con el grupo
de dieta alta en grasa (HFD), en el grupo HFD-BB-INU se observa una expresion
similar a HFD (Figura 10).
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De acuerdo con la prueba de Tukey para la comparacion entre grupos, indica que el
incremento de cada uno de los tratamientos no es estadisticamente significativo
respecto a HFD, a pesar de que el aumento de la expresién del grupo HFD-BB es
mayor en relacion con los grupos HFD-INU y HFD-BB-INU, sin embargo, se
recomienda que el numero de individuos en cada grupo sea mayor por la alta
variabilidad de los resultados obtenidos con este modelo experimental.

Expresion IL-1B

Expresion relativa de IL-1b sobre 18S

Figura 10: Cuantificacion de la expresiéon de ARNm por RT-qPCR del gen que codifica para
la citocina proinflamatoria IL-1B. *P<0.05 diferencia estadisticamente significativa.

La familia de las citocinas IL-1 son importantes promotores de la inflamacion en la
EHGNA, en particular la IL-13 fomenta la esteatosis hepatica al provocar el
almacenamiento de triglicéridos y colesterol en los hepatocitos primarios del higado y

la formacion de gotas de lipidos (Mirea et al., 2018).
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DISCUSION DE RESULTADOS

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) y muchas otras
complicaciones, se asocian con la elevada ingesta calodrica inducida por la dieta
(Lasker etal., 2019). La dieta es un factor importante y modificable en las
enfermedades no transmisibles asociadas con la obesidad (Aboujassoum et al.,
2023). ElI aumento de la EHGNA se atribuye al estilo de vida occidental,
especialmente por el consumo de una dieta rica en grasa. La grasa es un nutriente
dietético que aporta 9 kcal/g siendo la de mayor densidad energética, a su vez los
carbohidratos y proteinas solo aportan 4 kcal/g (Picchi et al., 2011).

Como se menciond anteriormente, la dieta alta en grasas se puede relacionar al
aumento de peso corporal e inflamacion crénica (Guzman et al., 2020) en la EHGNA,
por lo que se ha visto como una opcidn terapéutica el uso de probidticos, pues se ha
demostrado que pueden reducir el dafio y mejorar la funcion hepatica en pacientes
con esta enfermedad, a través de la regulacion de la microbiota intestinal y mejorando
la funcion de la barrera intestinal (Luo et al., 2021).

Los probidticos mas estudiados para el tratamiento de EHGNA son Lactobacillus y
Bifidobacteria, y se ha demostrado en experimentos clinicos y con animales que estos
pueden mejorar el desequilibrio de la microbiota intestinal y la inflamacién (Luo et al.,
2021).

La disbiosis de la microbiota intestinal también juega un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) (Luo et al.,
2021), por lo que en este estudio, se agrego prebidticos junto con probidticos en la
dieta, para ayudar a aumentar la diversidad bacteriana benéfica, que contribuya a la
mejora de la EHGNA, sin embargo, se sugiere realizar analisis de las poblaciones
microbianas del contenido intestinal de los diferentes grupos experimentales y asi
conocer si la administracion de probidticos y prebiodticos tuvieron influencia en la

composicién de la microbiota en esta etapa del desarrollo de la EHGNA.
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CONCLUSIONES

e La administracion de dieta alta en grasa durante 6 semanas en el modelo
experimental utilizado de higado graso no alcohdlico, no fue suficiente para ver
un cambio en las caracteristicas macroscopicas del higado, ni en los

parametros analizados en sangre y a nivel histologico.

e La administracién de probidticos y prebioticos durante 6 semanas en el modelo

experimental utilizado de higado graso no alcohdlico, no fue concluyente.

e Se observo un aumento en la expresion del gen IL-1B en los grupos HFD-BB y
HFD-INU, sin embargo el aumento no fue estadisticamente significativo en el

experimento de 6 semanas.

e No se observo una correlacion entre la formacion de vesiculas lipidicas en el

higado y la expresion del gen IL-18 en los diferentes grupos experimentales.

PERSPECTIVAS

- Realizar el experimento incluyendo los respectivos grupos sin dieta alta en

grasa y control negativo.

- Aumentar el numero de animales de experimentacion en cada grupo

experimental por la variabilidad de los datos obtenidos.

- Realizar analisis histologicos de cada uno de los lobulos del higado con el fin

de conocer si la esteatosis se presenta de forma indistinta.
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