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Introduccidén

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) es el padecimiento hepatico mas
comun a nivel mundial, comprende un amplio espectro clinico patolégico que incluye
esteatosis hepatica, esteatohepatitis, cirrosis y hepatocarcinoma. La EHGNA se
relaciona con la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome metabdlico; y se
caracteriza por la acumulacién de grasa en el higado (25% de los hepatocitos), en
ausencia del consumo significativo de alcohol (menos 20-30 g de alcohol al dia),

infeccion viral hepatica o medicamentos.

La EHGNA se observa con mayor frecuencia en personas con sobrepeso y obesidad, y
se ha vuelto mas comuan principalmente en paises occidentales; compromete diferentes
mecanismos bioquimicos y genera diversos tipos de lesiones hepaticas. La fisiopatologia
consiste en la acumulacion de grasa (esteatosis), inflamacion y fibrosis de intensidad
variable. Distintos mecanismos buscan explicar la progresion de esta enfermedad y se
ha planteado el papel que pudieran jugar los factores genéticos en la patogenia de la
EHGNA.

Los cambios en el estilo de vida, son hasta ahora la terapia mas aceptada para la EHGNA
y comorbilidades asociadas, pero en algunos casos se requiere la administracion de
terapia farmacoldgica como coadyuvante en pacientes que no tengan buena respuesta
a las modificaciones en el estilo de vida, para impedir la progresion de la enfermedad.
Entre las ayudas farmacoldgicas destacan: la vitamina E y D, la metformina, el &cido
ursodeoxicélico y como una nueva alternativa se propone el uso de probidticos y
prebidticos. Los efectos fisioldgicos sistémicos relacionados con el metabolismo lipidico
de los probidticos y los prebiodticos podrian ser un factor protector en la patogénesis de
la enfermedad de HGNA.

Por lo anterior, en el presente proyecto se analizo el efecto de la administracion de inulina
y el probidtico Bifidobacterium sp., en la expresion del gen FASN, relacionado con el
metabolismo de lipidos, en el higado de las ratas alimentadas durante 6 semanas con
una dieta alta en grasa y fructosa. El gen ACSL no se analizé porque no se conto con la

sonda.



Marco teérico

e Laenfermedad del higado graso no alcohélico

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA), es un término que comprende
dos enfermedades hepéticas: la esteatosis hepatica simple y la esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA), esta ultima puede progresar a fibrosis, cirrosis y finalmente,
carcinoma hepatocelular (Fig.1) (1). Estos cambios histopatologicos ocurren en el higado
en la ausencia de un consumo excesivo de alcohol (<20 g de etanol/dia), hepatitis viral
0 autoinmune, trastornos hepaticos congénitos o el uso prolongado de medicamentos (2)
La esteatosis hepatica simple, se caracteriza por la acumulacion de grasa en forma de
vacuolas lipidicas, principalmente triglicéridos, en el citoplasma de los hepatocitos debido
a una alteracion en los mecanismos homeostaticos que regulan la sintesis de grasa en
el higado (3). Si no se identifica y trata a tiempo, aproximadamente el 5% de los pacientes
pueden progresar a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). La EHNA, ademas de la
acumulacion de grasa, se distingue por un infiltrado inflamatorio, balonizacién
hepatocelular, muerte celular y depdsito de colageno (fibrosis). Tras la instauracion de la
EHNA, hasta un 30% de pacientes podrian desarrollar cirrosis en 10 afios y

aproximadamente el 2% de ellos desarrollara carcinoma hepatocarcinoma (4).

La enfermedad de higado graso no alcohdlica tiene multiples factores de riesgo tales
como el sobrepeso, la obesidad, la dislipidemia, la resistencia a la insulina y la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2); todos ellos estan asociados con el sindrome metabdlico. La alta
prevalencia actual de la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2, asi como el progreso en
el manejo de las hepatitis virales, ha llevado a la EHGNA a ser un problema clinico muy
relevante. Hoy en dia es la causa principal de la enfermedad hepética cronica en paises
desarrollados y de la indicacion de trasplante hepatico (5). La EHGNA afecta
practicamente a un tercio de la poblaciéon mundial y México es uno de los paises cuya

poblacién redne varios factores de riesgo, por lo tanto, su prevalencia podria superar el



50%, y su incidencia estd aumentando en los Ultimos afios y puede encontrarse hasta en

un 30% de la poblacion general y hasta en un 70% en individuos obesos o con DM (6).
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Figura 1. Etapas que comprenden la enfermedad de higado graso no alcohdlico. Elaboracién propia

e Dieta occidental (rica en grasas y azucares)

Los acelerados procesos de industrializacién y la urbanizacién han evidenciado el
aumento exponencial del consumo de alimentos ultra procesados (7). El consumo de
las dietas ricas en fructuosa, sacarosa y grasas saturadas, asi como el predominio del
sedentarismo han propiciado una epidemia de obesidad, dislipidemia, diabetes mellitus
tipo 2 y sindrome metabdlico que se estan convirtiendo en un factor importante en la
incidencia de la EHGNA (6).

Se utiliza el término “dieta occidental” para un tipo de habito alimenticio cada vez mas
extendido, caracterizado por el consumo excesivo de proteina de origen animal,
alimentos procesados, grasas saturadas, azucares refinados, junto a una disminucién en
la ingesta de frutas, vegetales y granos. Estos alimentos son fuente importante de
minerales, vitaminas, fibra y antioxidantes, esenciales para la salud, y su bajo consumo
ha sido asociado con algunas enfermedades cronicas tales como la obesidad, la diabetes

tipo 2, procesos inflamatorios, enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer

(8).



La dieta occidental puede modificar el balance y la diversidad del microbioma intestinal
conduciendo a una disbhiosis, caracterizada por la sobrepoblaciéon de las bacterias
an6malas y una disminucion de las bacterias benéficas; lo que promueve una
disminucién de la funcién de la barrera intestinal con un aumento en su permeabilidad
favoreciendo la traslocacion bacteriana y la produccion de una inflamacion sistémica.
Ademas, la disbiosis también afecta la funcion del sistema inmune al modular la
diferenciacion de las células inmunes y alterar su activacion. También influye en la
produccién de las citocinas, en la secrecion de las inmunoglobulinas y en la tolerancia

inmune (9).

La interaccibn que existe entre la dieta y la microbiota intestinal dan forma al
metabolismo, produciendo una variedad de metabolitos bioactivos (10), e inducen
alteraciones del perfil metabdlico bacteriano y en la funcion de la barrera intestinal,
favoreciendo la apariciéon de endotoxemia metabdlica, afectando significativamente el
metabolismo de los carbohidratos y lipidos, asi como el equilibrio de los factores
proinflamatorios y antiinflamatorios contribuyendo al desarrollo de la EHGNA, ademas
tiene importantes impactos en la patogénesis de EHNA (11).

e Eje higado-intestino

La relacion anatémica y funcional entre el intestino y el higado se denomina eje higado-
intestino, y es la comunicacién bidireccional mediada por los metabolitos derivados tanto
del higado como del intestino y distribuidos a través del tracto biliar, la vena porta y la
circulacion sistémica (12). (Fig. 2A). La unidad estructural y funcional del higado es el
lobulillo hepatico; es una estructura poligonal cuyo centro esta ocupado por la vena
central y hacia los bordes de tres a seis triadas portales (Fig. 2B). Cada triada portal esta
formada por el ducto biliar, una rama de la vena porta que suministra sangre rica en
nutrientes y otra rama de la arteria hepatica a través de la cual se suministra sangre rica
en oxigeno. La sangre de ambos conductos se mezcla en los sinusoides hepéticos,
drenan hacia la vena central (Fig. 2C). En el lobulillo hepatico, los hepatocitos suelen
aparecer organizados en forma de cordones de una o dos células de grosor, separados
por sinusoides (Fig. 2C) (13).
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Figura 2. Relacion anatémica que existe entre el intestino e higado, mediada principalmente por los
metabolitos derivados tanto del higado como del intestino a través del tracto biliar, la vena porta y la
circulacion sistémica (A). Lobulillo hepatico (B) y su arquitectura (C).

En el lobulillo hepético pueden distinguirse tres zonas, la zona periportal (0 zona 1); la
zona media (0 zona 2) y la zona pericentral (o zona 3), que reciben un mayor a menor
aporte de oxigeno y nutrientes de acuerdo a su proximidad a la vena porta o a la vena
central, respectivamente (13). De acuerdo a la concentracibn de oxigeno existen
diferencias zonales en la capacidad metabdlica, por lo tanto, los hepatocitos de la zona
1 participan mayoritariamente en la gluconeogénesis, en la sintesis de la urea y en la 8-
oxidacién de los acidos grasos, mientras que los hepatocitos de la zona 3 intervienen en

la glucdlisis y en lipogénesis (14).

Debido a la distribucién zonal del metabolismo de los lipidos, la enfermedad de higado
graso se manifiesta en la zona 3, aunque en la esteatohepatitis puede manifestarse hasta

en la zona 1 (15,16). De manera similar, las enzimas de biosintesis se pierden en las
7



Ultimas etapas de la enfermedad; por ejemplo, un analisis histolégico, de poblaciones de
pacientes sanos, con esteatosis simple y con esteatohepatitis, mostré que la expresion
de la fosfatidiletanolamina metiltransferasa paso de una localizacion perivenosa a una
distribuciéon panlobular, y luego la expresion fue mayor en los sitios de inflamacion,
respectivamente (17).

Uno de los componentes estructurales criticos del eje higado-intestino es la barrera
intestinal, y constituye una barrera dindmica y semipermeable al paso de moléculas
mediante difusion facilitada o por diferencia de gradientes. La permeabilidad selectiva de
la barrera intestinal involucra mecanismos de respuesta inmunitaria, por lo tanto,
desempefia un papel clave en la salud y la enfermedad del huésped al protegerlo contra
patégenos toxicos de la luz intestinal (19).

En la actualidad se han propuesto numerosos mecanismos que relacionan la microbiota
intestinal con la EHGNA, en la que destaca la desregulacién en la funcion de la barrera
endotelial intestinal provocada por la disbiosis que permite el paso de componentes
bacterianos tales como el lipopolisacarido y conduce a la inflamacion hepatica (3); esto
se debe a las alteraciones en la funcion de la barrera intestinal y a un aumento en su
permeabilidad, provocando un aumento en la capacidad de los componentes de la luz
intestinal para cruzar la mucosa a través de poros dependientes de las uniones estrechas
entre las células epiteliales o de una via independiente (10). Una barrera intestinal intacta
es importante para la absorcion de nutrientes, pero también es importante porque
mantiene billones de microorganismos en la luz intestinal y evita que se propaguen
sistémicamente. (4). La clave para un higado sano y no inflamado es garantizar la

integridad de la barrera mucosa intestinal (19).

e Interaccion vital: mucosa intestinal y microbiota

La microbiota intestinal es una red biolégica compleja que consta de al menos 500
especies bacterianas diferentes. La composicidon, diversidad y metabolismo de la
microbiota va cambiando a lo largo del tracto; se encuentra en pequefias cantidades en
el estbmago, y aumenta en cantidad y variabilidad en el duodeno, el yeyuno y el ileon.

El colon es el que tiene la mayor cantidad y variabilidad de especies bacterianas de todo



el tracto gastrointestinal, con un aumento en el orden de 1X10'? debido al pH neutro y al
transito lento, lo que permite mayor disponibilidad de nutrientes. Mas del 99% de los
microorganismos del colon son estrictamente anaerobicos tales como Bifidobacterium,

Clostridium, Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium, entre otros (20).

La mucosa intestinal y la microbiota mantienen una relacion simbidtica esencial para la
vida. Los alimentos suministran sustratos diversos y variables para el metabolismo
microbiano y los microorganismos colaboran en la digestion de componentes de la dieta
proveyendo de vitaminas y otros nutrientes esenciales, ademas proporcionan proteccion
frente a la invasion por agentes patégenos al promover el desarrollo del sistema
inmunitario (20). Por lo tanto, la dieta influye y modula la estructura y la composicién de
las comunidades microbianas en el intestino (9). La microbiota intestinal es un regulador
crucial de la obtencién de energia a partir de los alimentos dietéticos y esto puede
provocar un aumento de la deposicion de grasa a través de diferentes mecanismos,
como lo que acontece en el desarrollo del epitelio intestinal; cuando se mejora la
densidad de las vellosidades del intestino delgado se afecta la fisiologia y la salud

intestinal (5).

El consumo de una dieta occidental aumenta la abundancia de microorganismos
tolerantes de las sales biliares y disminuye los niveles de especies que metabolizan los
carbohidratos complejos de los vegetales. Por el contrario, el consumo abundante de
fibra dietética derivados de las frutas, las verduras y otros vegetales se asocia con el
incremento de las especies fermentativas en el colon y se obtienen productos de
fermentacién como los acidos grasos de cadena corta, con gran beneficio para el
hospedador (9).

e Metabolismo de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal regula la digestion del individuo. Parte de los alimentos
consumidos, como las fibras vegetales, no son degradadas completamente por las
enzimas humanas, por lo que los residuos no absorbidos se dirigen al colon donde hay

una alta densidad de microorganismos con actividad metabalica (21).



Se estima que la microbiota intestinal contiene alrededor de 10 veces mas bacterias que
células del cuerpo humano, y expresan mas de 2 millones de genes (22), con los cuales
pueden sintetizar una gran variedad de enzimas con diferentes capacidades para
fermentar una variedad de compuestos que han escapado de la digestion de las enzimas
humanas, como las fibras (23). El proceso mas comun es la fermentacion de los hidratos
de carbono complejos, que generan acidos grasos de cadena corta (AGCC), tales como
el acido acético, el &cido propidnico y el acido butirico que son usados por los colonocitos
como fuente de energia o pasan al torrente circulatorio (24). Estas moléculas son
importantes para la salud y la nutricion. Influyen en el pH, la absorciéon de nutrientes y el
equilibrio microbiano en el entorno intestinal. El epitelio colénico recibe el 70% de su
energia a partir de estos acidos grasos, particularmente del acido butirico. El propionato
es un precursor de la sintesis de proteinas, la gluconeogénesis y la lipogénesis en el
higado y el acetato es un sustrato para la sintesis del colesterol. En el metabolismo el
acetato mejora la homeostasis de la glucosa, el propionato altera la accion de la insulina

y el butirato mejora la sensibilidad a la insulina y el gasto energético (24).

Los metabolitos generados por el huésped y modificados por la microbiota intestinal,
como los acidos biliares secundarios y los metabolitos que se producen de novo, pueden
inducir una serie de funciones fisiolégicas y patolégicas en el huésped tales como: la
modulacién del metabolismo energético, la absorcién de nutrientes y la regulacion de la
composicién de la microbiota intestinal (25). ElI conocimiento de este metabolismo es
esencial para comprender el papel de la microbiota intestinal en el mantenimiento de la

salud y la promocion de las enfermedades.

e Microbiota intestinal y la EHGNA

Los productos y metabolitos microbianos ayudan a mantener la barrera intestinal y la
salud del higado. Una alteracion de las comunidades microbianas intestinales (disbiosis),
debido a cambios dietéticos como la ingesta calérica, es un factor de riesgo de las

enfermedades hepaticas (26).
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En los ultimos afios se ha reconocido el cambio en la microbiota intestinal como un factor
importante en el desarrollo de la EHGNA. Debido a la conexion anatéomica y funcional
entre el intestino y el higado; las dietas que son poco saludables modifican la barrera
intestinal, se induce la produccién de factores patdgenos que repercuten en el higado
(3). Otros factores como la edad, el género y los factores genéticos también pueden
inducir un cambio en la microbiota induciendo un mal funcionamiento de la barrera
epitelial y un aumento de la permeabilidad intestinal, favoreciendo la progresion de la
EHGNA (23). En la mayoria de los casos, los pacientes con EHGNA y con una dieta

occidental, presentan inflamacion y cambios estructurales en la microbiota intestinal.

La alteraciéon en la composicién y / o funciéon de la microbiota intestinal induce: a) un
aumento en la permeabilidad intestinal, lo que facilita el paso de los lipopolisacéaridos
(LPS) y otros factores inflamatorios a la sangre; b) una disminucién de la disponibilidad
de colina; c¢) cambio en la composicion de los &cidos biliares y d) un aumento de la
produccion de etanol en el intestino. Estos factores y metabolitos, junto con los lipidos
de la dieta, pueden provocar inflamacién, esteatosis hepética, y, finalmente, establecer
la EHGNA (20).
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Figura 3. Mecanismos que vinculan la microbiota intestinal en el desarrollo de HGNA. Un
desequilibrio en la composicion o funcidn de la microbiota intestinal puede provocar un aumento en
la permeabilidad intestinal y permitir el paso lo LPS al torrente sanguineo. Elaboracion propia.
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La acumulacion excesiva de lipidos en el higado en la EHGNA es el resultado del
desequilibrio de entrada/salida de los acidos grasos, asociados con una alta ingesta de
energia. El aumento en la absorcion de acidos grasos libres en el higado es a causa de
la ingesta de una dieta rica en energia, al incremento de la lipdlisis del tejido adiposo y
lipogénesis hepética de novo, ademas de los mecanismos insuficientes para compensar
la acumulacioén de los triglicéridos por medio de la oxidacién de los acidos grasos y la

secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (20).

El dafio en el higado puede ser debido a diversos factores. Uno de ellos es el causado
por la oxidacion de lipidos que aumentan el estrés oxidativo o bien por la lipotoxicidad
hepatica debida a un aumento del estrés del reticulo endoplasmico, inducido por los
acidos grasos saturados en el higado. Otro factor, es la inflamacidén hepatica fomentada
por el cambio en la microbiota lo que causa una baja produccién de &acidos grasos de
cadena corta (AGCC), el aumento de la permeabilidad intestinal y la translocacién de
bacterias luminales o sus productos al higado. En consecuencia, las células estrelladas
hepaticas se activaran y liberaran colageno, contribuyendo a la fibrosis y a la progresiéon
de la EHGNA. Una ingesta excesiva de grasas y carbohidratos constituye uno de los
factores de riesgo en el cambio de la dindmica en la composicion de la microbiana
intestinal (27). Debido a que la microbiota intestinal desempefia un papel esencial en la
progresion de la EHGNA, el eje intestino-higado es considerado una posible estrategia

terapéutica (28).

e Probidticos y la enfermedad del HGNA

La microbiota intestinal desempefia un papel importante en la progresion de la EHGNA,
por lo tanto, comprender los mecanismos involucrados en el eje intestino-higado lo

promueve como una posible estrategia terapéutica (28).

Las estrategias terapéuticas centradas en el eje y la microbiota intestinal para la EHGNA
se basa principalmente en la modulacién de la microbiota mediante el uso de probidticos.
Los probidticos son bacterias vivas administradas en cantidades adecuadas para

proporcionar beneficios en la salud del huésped (29).
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Cada vez se ha encontrado mas evidencia de estudios preclinicos y clinicos que
demuestran que una disbiosis intestinal es un factor de riesgo importante en el desarrollo
de la patogénesis de la EHGNA (29); esto debido a la interaccion que existe entre la luz
intestinal y el higado. Los beneficios que proporcionan los probidticos sobre la salud
incluyen la mejora de la barrera intestinal, la estimulacion intestinal del sistema
inmunoldgico y la proteccion contra patdégenos. Para que esto ocurra, los
microorganismos deben ser capaces de mantenerse viables y en cantidad suficiente al
llegar al intestino. De acuerdo con los estudios clinicos y preclinicos, los probiéticos se
han mostrado prometedores para corregir la disbiosis intestinal y marcadores de EHNA.

Por ello equilibrar la disbiosis a través de probioticos es una terapia potencial (30).

Se ha descubierto que ciertas cepas bacterianas como Lactobacillus, Bifidobacterium,
Akkermansia muciniphila y Bacteroides uniformis, tienen efectos protectores en la
EHGNA. Estos probit6ticos promueven un efecto antiinflamatorio y asi como el
crecimiento y supervivencia del epitelio intestinal para contrarrestar poblaciones

bacterianas (12).

Una dieta rica en grasas no solo aumenta la translocacion intestinal de endotoxinas, sino
también reduce la concentracion entérica de bifidobacterias, un grupo de bacterias que
se ha demostrado que reducen los niveles intestinales de LPS y mejoran la funcion de la
barrera mucosa. Algunos estudios han demostrado que existe un potencial probiético del
género Bifidobacterium para la EHGNA, Bifidobacterium, tienen varios efectos: ayuda a
controlar la permeabilidad de otras bacterias, nutrientes de los alimentos y moléculas
resultantes del metabolismo celular. Ademas, produce acidos grasos de cadena corta
(AGCC) que desempefian un papel importante en el metabolismo del higado; también
ayudan en el control de la proliferacion de bacterias patégenas. Sin embargo, en otras
investigaciones sobre la microbiota en pacientes con EHGNA se ha observado que los
niveles de Bifidobacterium se reducen. Por lo tanto, aun faltan investigaciones en las que

se estudie el potencial de Bifidobacterium como probidtico (31).
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e Prebidticos y la enfermedad del HGNA

Otros nutrientes que son degradados por la microbiota intestinal son los prebioticos. Los
prebidticos son definidos como "un grupo de nutrientes que producen cambios
especificos en la composicion y/o actividad de la microbiota intestinal para el beneficio
en la salud del huésped". Un prebidtico se caracteriza por: a) debe resistir al pH del
estémago; b) no debe ser degradado por enzimas digestivas; c) no debe ser absorbido
en el tracto gastrointestinal; d) puede ser fermentado por la microbiota intestinal y e) el
crecimiento y / o actividad de las bacterias intestinales puede ser promovido por estos
compuestos (32). Los prebidticos estimulan el crecimiento de las bacterias beneficiosas
y pueden ser tanto polisacéridos (inulina, celulosa, hemicelulosa, pectinas) como
oligosacaridos (fructooligosacaridos, galactooligosacaridos, isomaltooligosacaridos,

xilooligosacéaridos, lactulosa y oligosacaridos de soja) (33).

Los prebidticos tienen efectos beneficiosos puesto que promueven la proliferacion
selectiva de bacterias benéficas y mejoran la funcién de la barrera intestinal. En modelos
animales con acumulacién de triglicéridos en los hepatocitos, debidos a la fructuosa, se
ha demostrado que la suplementacién con prebidticos reduce la via de sintesis de acidos
grasos asociada a la disminucién en la expresion genética de enzimas que regulan la
lipogénesis hepatica, como la acetil Co-A carboxilasa y la 4cido graso sintasa. Ademas,
la oligofructuosa modifica la microbiota intestinal a favor de Bifidobacterium, mejorando
la funcién de la barrera mucosa y reduciendo el nivel de endotoxinas. La administracion
de prebidticos podria reducir la inflamacion del higado a través de un efecto dependiente
del péptido similar al glucagbn 2 sobre la barrera intestinal; sin embargo, adn se
necesitan mas estudios para determinar los mecanismos por los cuales podrian ser
beneficiosos en la EHGNA (12).

Se ha observado que la inulina (INU), un tipo de fibra dietética no digerible que se
encuentra en la alcachofa de Jerusalén, muestra un efecto beneficioso en la regulacion
de la microbiota intestinal. Un gran numero de estudios han demostrado que la INU
restaura la composicion de la microbiota intestinal y disminuye los trastornos metabadlicos
al mejorar los lipidos séricos, la glucosa en la sangre en ayunas y la resistencia a la
insulina (34).

14



e Metabolismo en el higado

El higado es el 6rgano que participa en la captacion, la sintesis, el almacenamiento, la
secrecion y el catabolismo de los &cidos grasos y los triglicéridos (35). Los alimentos que
consumimos se dirigen al tracto gastrointestinal y al ser digeridos se obtienen la glucosa,
los acidos grasos y los aminoacidos que son absorbidos y pasan al torrente sanguineo
para ser transportados al higado a través del sistema de circulacion de la vena porta (36).
En el contexto de una sobre nutricién y obesidad, el metabolismo de los acidos grasos
hepaticos se altera, lo que comunmente conduce a la acumulacion de triglicéridos dentro

de los hepatocitos y se establece una condicion clinica conocida como la EHGNA (37).

Después de comer, la glucosa es condensada en glucdégeno y se convierte en acidos
grasos o aminoacidos en el higado. Los aminoacidos son metabolizados para
proporcionar energia o para sintetizar proteinas, glucosa y otras moléculas bioactivas
(38). En los hepatocitos, los acidos grasos libres son esterificados con glicerol-3-fosfato
para generar triacilglicerol (TAG). El TAG puede ser almacenado en gotitas de lipidos en
los hepatocitos o pueden ser secretado em la circulacién como lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) (38).

El metabolismo energético del higado esta estrictamente controlado. Se han identificado
multiples mecanismos que involucran sefiales hormonales, neuronales y de nutrientes
para la regulacién del metabolismo de la glucosa, los lipidos y los aminoacidos en el
higado. Una anomalia en la sefalizacion y el metabolismo del higado puede provocar o
predisponer a la EHGNA (39).

El higado es el 6rgano central que controla la homeostasis de los lipidos mediante vias
bioquimicas, de sefializacion y celulares complejas, pero reguladas con precision. El
higado esta conformado por células parenquimales y no parenquimales. Las células
parenquimatosas del higado son los hepatocitos, y son los que controlan las funciones
bioquimicas y metabdlicas del érgano, incluido el metabolismo de los triglicéridos. Los
tipos de células no parenquimatosas incluyen colangiocitos, células de Kupffer, células
estrelladas y células endoteliales, cada una de las cuales tiene funciones especializadas

en patologia hepatica (37).
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e Metabolismo de lipidos: metabolismo de los acidos grasos

El higado es el érgano central para el metabolismo de los acidos grasos. Los acidos
grasos se acumulan en el higado por absorcion proveniente del plasma o por la
biosintesis de novo. y son eliminados por oxidacion o por secrecion en el plasma
mediante VLDL ricas en triglicéridos Cuando existe una sobre nutricion y obesidad, el
metabolismo de los &cidos grasos (AG) hepéaticos se altera y esto comunmente conduce
a una acumulacién de TAG dentro de los hepatocitos y a una condicion clinica como la
EHGNA (37).

Cuando los carbohidratos abundan, el higado no soélo utiliza la glucosa como principal
combustible metabdlico, sino que también la convierte en acidos grasos. Después de
consumir alimentos, la grasa se digiere principalmente en el intestino delgado. Los TAG
son emulsionados por los acidos biliares dentro de la luz intestinal y absorbidos por los
enterocitos. Los TAG se empaquetan en quilomicrones y son secretados en el sistema
linfatico y finalmente llegan al plasma. Gran parte de los quilomicrones son absorbidos
por el musculo y el tejido adiposo debido a la actividad de la lipoproteina lipasa, que se
expresa en las superficies luminales de las células endoteliales capilares de estos tejidos.
(37).

Los quilomicrones llegan al higado a través de la circulacién y liberan &cidos grasos no
esterificados (NEFA, por sus siglas en inglés), mediante lipdlisis mediada principalmente
por la lipoproteina lipasa (LPL) (37,38).

e Fuentes de acidos grasos hepaticos

Las tres fuentes principales de acidos grasos (AG) hepéaticos son los lipidos de la dieta,
los AG derivados del tejido adiposo y los AG sintetizados de novo. Después de una
comida, los lipidos de la dieta se hidrolizan en la luz intestinal, y tras su absorcion se

esterifican para formar moléculas de TAG, que se empaquetan en quilomicrones y se
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suministran principalmente al musculo y al tejido adiposo. Los TAG restantes presentes
en los restos de quilomicrones se transportan al higado y se procesan intracelularmente,
lo que lleva a la liberacion de AG dentro de los hepatocitos. Los carbohidratos,
particularmente la glucosa, se utilizan en la lipogénesis hepética de novo (DNL) para la
produccién de AG (40).

La lipogénesis de novo es una via metabdlica clave para la homeostasis energética. El
flujo lipogénico estd estrictamente controlado por condiciones hormonales vy
nutricionales; por lo tanto, cuando las dietas son ricas en carbohidratos inducen la
lipogénesis de novo y el ayuno o alimentacion con grasas la inhiben; esto se debe
principalmente a la concentracién de insulina y de la sensibilidad a la insulina de los
tejidos. En circunstancias normales en humanos, las vias de la sintesis de acidos grasos
de novo hepética ocurren con moderacion, sin embargo, un aumento en la sintesis puede

contribuir primordialmente a la esteatosis hepatica (37).

Para ser metabolizados, los AG se activan para formar moléculas de acil-CoA, que
pueden sufrir oxidacién o incorporarse a lipidos complejos. Los TAG sintetizados
localmente pueden almacenarse en gotitas de lipidos (LD) intracelulares o empaquetarse
en VLDL y secretarse al plasma. Cuando hay sobre nutricion y resistencia a la insulina,
los niveles hepaticos de AG aumentan debido a una mayor lipdlisis dentro de los
adipocitos, lo que conduce a un aumento de los niveles circulantes de AG en el torrente
sanguineo y a un aumento de la lipogénesis de novo hepética. El exceso de AG no puede
ser metabolizado por vias oxidativas, por lo tanto, se sintetizan los TAG y se almacenan

en el higado promoviendo una sobreproduccion de VLDL (Fig. 4) (41).
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Figura 4. Fuentes de &cidos grasos hepaticos. Tomado de: Donnelly et al., 2005

e Lipogénesis de novo

La sintesis de novo de los AG en el higado implica un proceso de polimerizacién
citosolica en el que el acetil-CoA se convierte en malonil-CoA (2, 44). Cuando los
carbohidratos estan en abundancia, el higado se encarga de convertir la glucosa en AG,
mediante sintesis de novo. Esta sintesis, puede desempefiar un papel importante en la
acumulacion de lipidos en el higado durante la EHGNA (28); DNL es una via altamente
regulada, que depende de una serie de pasos, en la que las enzimas que estan

involucradas regulan positivamente la EHGNA (40).
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El proceso de la sintesis comienza cuando el acetil-CoA se convierte en malonil-CoA
mediante la accion de la acetil-CoA carboxilasa (ACC). FASN condensa malonil-CoA con
varios restos de acetil-CoA para producir una acil-CoA palmitica de 16 carbonos. Tres
acil-CoA grasos estan unidos a una cadena principal de glicerol para formar un TAG. Los
hepatocitos absorben la glucosa y la fructosa y pueden metabolizarse a piruvato para la
formacion de energia en la mitocondria o a glicerol-3-fosfato para la sintesis de TAG. La
glucosa también se puede almacenar como glucégeno dentro de las células del higado.
Los TAG se combinan con apoB y se empaquetan en VLDL para su secrecion en el
torrente sanguineo. La malonil-CoA también inhibe la CPT1, suprimiendo la absorcion
de acidos grasos en las mitocondrias y la B-oxidacién. Los hepatocitos también absorben
los acidos grasos de la dieta y los convierten en acil-CoA grasa que puede oxidarse o
usarse para la sintesis de TAG (no se muestra). Se utilizan marcadores de isétopos
estables como 13 C-acetato y 2 H 2 O para determinar la tasa de sintesis de novo
mediante la incorporacion en palmitato de VLDL. ACC, acetil-CoA carboxilasa; ACS,
acetil-CoA sintasa; ApoB, apolipoproteina B; CPT1, carnitina palmitoil transferasa 1;
DHAP, fosfato de dihidroxiacetona; FASN, &cido graso sintasa; GA-3-P, gliceraldehido-
3-fosfato; P, fosfato; TCA, el ciclo del acido citrico; TG, triglicéridos; VLDL, lipoproteina
de muy baja densidad (Fig. 5) (43).
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Figura 5. Lipogénesis de novo. Tomado de: Softic et al., 2016.
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e FASN: sintasa de acidos grasos

La acido graso sintasa (FASN) es una enzima multifuncional, y cataliza la biosintesis de
novo de los acidos grasos saturados de cadena larga a partir de acetil-CoA, malonil-CoA
y de reductores en forma de NADPH, produciendo principalmente acido palmitico (80%),
acido estearico (10%) y acido miristico (10%). La enzima FASN tiene siete dominios
cataliticos donde se llevan a cabo reacciones de, condensacion, transacilacion,
reduccion y deshidratacion. En los seres humanos, el gen que codifica para la enzima
FASN se localiza en el cromosoma 17g25; con una longitud aproximada de 20 kb y
contiene 43 exones, 42 intrones, 3 sitios de iniciacion y 3 promotores (Fig. 6A). En los
mamiferos, FASN es un dimero funcional compuesto por dos cadenas peptidicas
idénticas con un peso molecular de aproximadamente 260 kDa cada una. La region N-
terminal tiene tres dominios cataliticos (cetoacil-sintasa, deshidrasa y
monoacil/acetiltransferasa), mientras que la regiéon C-terminal tiene los cuatro dominios
restantes cuyas actividades son: alcohol reductasa, cetoacil-reductasa, proteina
transportadora de acilo y tioesterasa. La region central de la enzima estd compuesta por
600 residuos de aminoacidos (Fig. 6B) (44).

Durante el proceso de la glucolisis, que ocurre en el citoplasma celular, se extrae energia
de la glucosa mediante una serie de reacciones que finaliza con su ruptura para formar
dos moléculas de tres carbonos llamado piruvato. El piruvato entra en la mitocondria y
es descarboxilado para convertirse en acetil-CoA, esta conversion es el punto de partida
para el ciclo del acido citrico. El ciclo del acido citrico es la via metabdlica que unifica el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, mediante una sucesion de reacciones

guimicas (43).

La lipogénesis de novo consiste en la sintesis de acidos grasos a partir de los
carbohidratos. La sintesis de novo, se inicia al utilizar el acetil CoA generado en la
mitocondria durante el ciclo del acido citrico. Una vez en el citoplasma, el acetil CoA es
carboxilado para formar malonil CoA. Esta reaccion de carboxilacion es la que regula la
velocidad de sintesis de los acidos grasos y es dependiente de NADPH. La actividad de

FASN cataliza todos los pasos en la sintesis de palmitato a partir de acetil CoA y malonil
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CoA en presencia de NADPH Los &cidos grasos sintetizados se almacenan como

triglicéridos en el tejido adiposo. (Fig. 6D) (44).

La enzima es considerada una proteina de mantenimiento en el higado, ya que produce

grasa para almacenar energia cuando existe un exceso de nutrientes (35). Se encarga

de controlar el mecanismo de los triglicéridos hepéticos. Cuando los carbohidratos

abundan, la glucosa se convierte en AG con la ayuda de FASN, posteriormente los AG

se ensamblan en triglicéridos que pueden almacenarse en forma de gotas de lipidos en

el higado o secretarse como lipoproteinas de muy baja densidad (45).

La actividad lipogénica de FASN se encuentra restringida en el higado y el tejido adiposo,

donde convierte el exceso de carbohidratos en AG, que posteriormente son esterificados

como reservas de triglicéridos para su posterior suministro de energia mediante la -

oxidacion (46).
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Objetivos

e Objetivo general

Analizar la expresion del gen FASN en el higado de las ratas alimentadas con dieta alta
en grasa y probioticos, por medio de PCR en tiempo real.

e Objetivos especificos.

Inducir la enfermedad de higado graso no alcohdlico en ratas, mediante una dieta alta

en grasa y fructosa.

Observar el efecto de la administracion de bifidobacterias, en la formacion de vesiculas

lipidicas en el higado.

Analizar la expresion del gen FASN en el higado de las ratas alimentadas con una dieta
alta en grasa.

Establecer la relacion entre la expresion de genes relacionados con el metabolismo

lipidico y la formacién de vesiculas de grasa en el higado.
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Materiales y Métodos

e Microorganismo y medio de cultivo

La cepa Bifidobacterium sp. se cultivd en medio MRS suplementado con el 0.05% de
HCl-cisteina (MRS-C). Para cultivar Bifidobacterium sp en condiciones anaerobias, se
desplazo el oxigeno al burbujear CO; en el interior de los frascos del medio de cultivo,
que fueron sellados herméticamente con tapones de hule y arillo de metal.

Posteriormente, los medios de cultivo se esterilizaron a 15 Ib/in? de presién por 15 min.

e Activacion de Bifidobacterium sp.

Una alicuota de 1.5 mL de Bifidobacterium sp., que se encontraba preservada en glicerol
al 30% a -70 °C fue descongelada, y para eliminar el exceso de glicerol las bacterias
fueron reconstituidas en MRS-C. La suspension fue centrifugada a 10,000 rpm por 5
minutos, este procedimiento fue realizado dos veces para garantizar la eliminacion del

glicerol.

Una vez eliminado el glicerol, las bacterias fueron adicionadas a 40 mL de medio MRS-
C para cultivarlas, incubandolas a 37°C con agitacion orbital constante de 180 rpm por
48 horas.

e Preparacion de suspensiones de Bifidobacterium sp.

El cultivo bacteriano resultante fue empleado para obtener suspensiones de
Bifidobacterium sp, para ser administradas a los animales de experimentacion. Por lo
tanto, se inocularon 80 mL de medio MRS-C con cultivo bacteriano obteniendo una
concentracion final del 10% (v/v). Los medios inoculados se incubaron a las mismas
condiciones experimentales del cultivo bacteriano. Una vez terminada la incubacion, las

bacterias fueron recuperadas por centrifugacion y reconstituidas en 1 mL de agua.

Para garantiza una administracién de 1x10% UFC se determind la viabilidad bacteriana.
Para cada suspension se realizaron diluciones decimales seriadas 10*-108, que fueron
plagueadas por triplicado en cajas de Petri con agar MRS suplementado con 0.05% de

HCI cisteina que se incubaron en camara de anaerobiosis a 37 °C durante 48 h. Pasado
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el tiempo, se contabiliz6 el nimero de colonias en las diferentes diluciones; para

determinar la concentracién de bacterias en los cultivos, expresada en [UFC/ mL].

Disefio experimental

e Induccidén de higado graso y administracion de probioticos y prebiéticos

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso inicial promedio de 150-180 gramos
procedentes de la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio-
Bioterio de la UAM-Xochimilco. El protocolo experimental fue aprobado por el comité de
ética de dicha institucion. Las ratas fueron mantenidas en condiciones Optimas de
temperatura y ciclos de 12 h de luz/oscuridad, y en todo momento fueron manipuladas

de acuerdo a los lineamientos de la Norma Oficial Mexica NOM-062-Z00-1999.

NOTA: Aungue el protocolo experimental consideraba un total de 40 ratas, solo fue posible contar con un

total de 20. Por lo tanto, se tomo la decisidn de iniciar los grupos con dieta alta en grasa.

Las 20 ratas fueron divididas en cuatro grupos experimentales. El grupo HFD (n=4)
alimentadas con dieta alta en grasa; el grupo HFD+BB (n=5), ademas de ser alimentadas
con una dieta alta en grasa fueron administradas tres veces por semana con
Bifidobacterium sp, via intragastrica, a una concentracion de 1x108® UFC; el grupo
HFD+INU (n=5) alimentadas con una dieta alta en grasa y administradas con inulina
(Orafti-GR), tres veces por semana via intragastrica, a una dosis de 150 mg/kg de peso;
y finalmente el grupo HFD+BB+INU (n=5) alimentadas con una dieta alta en grasa, y
administradas tanto con Bifidobacterium sp., a una concentraciéon de 1x108 e inulina a

150 mg/kg de peso tres veces por semana, via intragastrica (Fig.7).
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Figura 7. Grupos formados en el experimento, abreviatura con la cual se identificaron y su dosis.

e Composicion de la dieta alta en grasa (HFD)

La dieta alta en grasa tuvo la siguiente composicion: Cada kilogramo de dieta contuvo
160 gramos de fructuosa cristalina, 160 gramos de manteca de cerdo, 220 gramos de
caseina acida, 1 gramo de mezcla de vitaminas y minerales, 459 gramos de crogueta
molida (RatDiet). Todos los ingredientes fueron pesados y mezclados, agregando por
tltimo la manteca para dar consistencia a la dieta. En todo momento la dieta estuvo

conservada en refrigeracion.

e Obtencion de las muestras bioldgicas

Para la toma de muestras, cada una de las ratas fue anestesiada mediante inhalacion de
isoflurano (Baxter), una vez que hizo efecto, se registrd0 su peso y posteriormente se
colocaron en una cama de cirugia sujetando las patas a los extremos; con unas tijeras
se realiz6 un corte desde el area pélvica hasta el area abdominal. Se tomaron 5 mL de
sangre por puncion cardiaca e inmediatamente después se cortd la vena cava para
desangrar a la rata. Se escindio el higado y fue registrado su peso y sus caracteristicas
macroscopicas. Cada uno de los I6bulos del higado se seccionaron en trozos pequefios
y parte de ellos fueron fijados en corchos utilizando el adhesivo Tissue-Tek O.C.T

(Sakura), e inmediatamente congelados en 2-metilbutano (J.T Baker) y almacenados a -
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70°C hasta su posterior analisis. Un trozo de higado se colocé en formalina cubriendo

completamente el tejido para su posterior inclusién en parafina.

La sangre obtenida fue centrifugada a 10 000 rpm por 15 minutos a 4 °C para obtener el

suero Ssérico.

Los residuos bioldgicos fueron manejados de acuerdo a la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002.

Andlisis de la expresion del gen fasn por PCR en tiempo real

e Extraccion de ARN

La extraccibn de ARN se realiz6 a partir de aproximadamente 50 mg de higado
congelado por cada muestra, mediante el kit de extraccion RNeasy® Plus Mini Kit
(Qiagen). El procedimiento utilizado fue el siguiente: Los 50 mg de tejido fueron triturados
en un mortero que se encontraba previamente congelado en hielo seco. Una vez triturado
se adicionaron 600 pL el buffer RLT con -mercaptoetanol (buffer de lisis), que contiene
tiocianato de guanidina. El tejido lisado se transfiri6 a un micro tubo de 1.5 mL y se
homogeneiz6 con la ayuda de una micropipeta, se agregé el lisado a columna de
retencion de ADNg, dejando permear por 5 minutos y se centrifugé 30 s a 10,000 rpm.
Se recupero el filtrado y se mezclé con 600 L de etanol al 70% grado biologia molecular,
esta mezcla se coloc6 en una columna para retener el ARN y se dejé permear por 5
minutos a temperatura ambiente, después del tiempo se centrifugd por 30 segundos a
10,000 rpm. Se desecho el filtrado y se agregaron 600 pL de buffer de lavado a la
columna dejando permear por 5 minutos a temperatura ambiente. Al término del tiempo
se centrifugd durante 30 segundos a 10,000 rpm; después se adicionaron 500 pL de
solucion RPE en la membrana y de inmediato se centrifugé durante 30 segundos a
10,000 rpm se desecho el filtrado, se repiti6 el paso anterior con 500 pL de RPE
centrifugando 2 minutos a 10,000 rpm; al termino de esto se centrifugé 1 min a 13,000
rpm. La columna se transfirid a un tubo nuevo de 1.5 mL colocando 35 pL de agua libre
de RNasa y se dejo permear por 1.5 minutos para después centrifugar 1 minuto a 10,000
rpm a temperatura ambiente (este Ultimo paso se repitio colocando el filtrado nuevamente

en la columna).
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e Cuantificacion de ARN

El ARN eluido de la columna, se cuantific6 en Nanodrop® y se verificd su integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, bajo un campo eléctrico de 80 V por
10 minutos para garantizar la entrada de la muestra en el pozo y posteriormente 40
minutos a 100 V para la electroforesis. Se cargdé 1 pL por muestra 'y 2 pL de buffer de
carga. Luego fue visualizado con luz U.V. observandose la (Fig. 7) para algunas

muestras al azar.

e Obtencién de ADNc

A partir del ARN total obtenido, se utilizaron 750 ng para sintetizar ADNc de acuerdo a
las instrucciones del Kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems), y se mezclo
con los demas componentes (Tabla 1).

Tablal. Componentes de la reaccién para la obtencion de ADNc a partir de ARN total extraido de
muestras de higado.

Componente Volumen
2X RT buffer mix 10 uL
20X RT enzyme mix 1L
ARN muestra (750 ng) 9L
Volumen total de reaccion 20 L

Las mezclas de reaccion se incubaron a 37 °C durante 60 min y posteriormente a 95 °C
durante 6 minutos (Fig. 8). Al término de la reaccion se colocaron 180 ul de agua MiliQ

en cada muestra y fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.
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Figura 8. Condiciones de temperatura y tiempo para la obtencion de ADNc.

e PCR en tiempo real

El ADNc sintetizado fue amplificado por PCR en tiempo real, utilizando 2 sondas TagMan
de genes especificos (Tabla 2), marcadas con el fluorocromo FAM. Para el andlisis, de
cada muestra se prepararon reacciones por duplicado a un volumen final de 15 uyl y
contenian: 1.0 yl de 20X TagMan fasn, 7.5 yl de TagMan Universal PCR Master Mix y

6.5 ul de ADNc. Adicionalmente se prepar6 por duplicado una reaccién con la sonda del

gen 18S como control y un control negativo (NTC) (Tabla 3).

Tabla 2. Sondas TagMan utilizadas.

Simbolo del gen Nombre del gen Identificador TagMan
FASN Fatty acid synthase Rn00569117_m1
18S Ribosomal 18S Rn03928990_g1
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Tabla 3. Componentes de reaccion para PCR en tiempo real.

Componente Volumen (pL)
Universal PCR Master Mix 7.5 L
Sonda TagMan 0.75 UL
ADNc 6.75 UL
Volumen total 15 L

Se utilizé un termociclador Step One Plus de Applied Biosystems con las siguientes

condiciones de amplificacion (Fig. 9).

Al finalizar se analizé la expresién mediante el método AACt y analisis unidireccional de

varianza (ANOVA), con una significancia de p<0.05 y posterior prueba de Tukey.

PCR (45 ciclos)

Desnaturalizar
95°C 95°C Alineamie
. nea nto
10 min 15 seg én
60°C

50°C 1 min

2 min

Etapal Etapa2 Etapa3

Figura 9. Condiciones de temperatura y tiempo para PCR
en tiempo real.
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Analisis histoldgico

e Inclusion de tejidos en parafina

Las porciones de higado preservadas en formalina fueron procesadas hasta ser incluidas
en parafina realizando el siguiente procedimiento: Se colocé el tejido en alcohol al 96%
por 1 hora en agitacion, este paso se realizé 2 veces, posteriormente se paso el tejido al
alcohol anhidro por 1 hora en agitacion dos veces y finalmente se coloco el tejido en xilol
por 1 hora en agitacidon dos veces. Este proceso se realiz6 para deshidratar y la
dispersion de la parafina por todo el tejido. Por ultimo, el tejido se coloc6 en parafina
liguida con incubaciones sucesivas para favorecer una completa sustitucion del liquido
intermediario (xilol) por la parafina; la incubacion fue a 68°C. Tras la infiltracion completa
de la muestra se verti6é la parafina liquida en un molde, se introdujo la muestra y se

dej6 solidificar a temperatura ambiente.

e Tincion de hematoxilinay eosina en tejido incluido en parafina

Se realizaron cortes de 3 ym del tejido incluido en parafina con la ayuda de un micr6tomo
rotatorio (Ecoshelsku). Los cortes tuvieron el siguiente tratamiento: aclaraciéon de tejido;
se sumergieron las laminillas en xilol 2 veces por 10 min.; se dejaron secar por un minuto;
rehidratacion de tejido; se sumergieron las laminillas en alcoholes de diferentes
concentraciones (100, 96, 70 y 50%) por 5 min. 2 veces cada concentracion; se les
agreg6 alcohol isopropilico al 60% por goteo durante 20 seg.; se sumergieron las
laminillas en hematoxilina de Harris al 40% durante 5 min.; se quitd el excedente; se
realizo un lavado con agua de la llave por 1 min.; se dejé secar y se coloc6 una gota de
medio de montaje Crystal Mount Aqueos, Sigma para colocar un cubre objeto sobre el

medio (se debe ejercer presion para que no queden gotas de aire).

e Tincién de hematoxilinay eosina en tejido fresco

Se realizaron cortes histologicos de 10 ym de tejido fresco con la ayuda de un criostato
(Leica) a -17°C. Los cortes tuvieron el siguiente procedimiento: se dejaron secar los

tejidos de los portaobjetos (Deltalab) por 10 minutos a temperatura ambiente; se fijaron
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los tejidos con formalina al 10% por 10 minutos; se hicieron lavados con agua destilada
de 1 miny con alcohol isopropilico de la marca Across al 40% 10 segundos; hematoxilina
de Harris (Hycel) al 40% por 2 minutos; lavado con agua de la llave de 1 min. alcohol
isopropilico al 40% 10 segundos; lavados con agua destilada; posteriormente se agregé
eosina 0.5% (alcohdlica) por 2 min; se lavé con agua de la llave por 1 minuto; se dej6
secar y se coloc6 una gota de medio de montaje Crystal Mount Aqueos, Sigma para
colocar un cubre objeto sobre el medio (se debe ejercer presion para que no queden

gotas de aire).

e Andlisis de datos

Se registro el peso de cada rata semanalmente y se promedié por grupo para observar

los cambios en los pesos de cada grupo experimental.

Los cambios en los metabolitos séricos fueron analizados mediante un analisis
unidireccional de varianza (ANOVA), con una significancia de p<0.05 y posterior prueba
de Tukey para comparar si hay cambios estadisticamente significativos.

Para calcular los cambios relativos en la expresion de los datos de PCR en tiempo real
se realiz6 mediante la cuantificacién relativa utilizando 224, los datos de la expresion
del 18S como control enddégeno y la expresion del higado normal como control coman.
Para verificar los cambios entre los grupos experimentales se realiz6 un analisis
unidireccional de varianza (ANOVA), con una significancia de p<0.05 y posterior prueba
de Tukey. En el andlisis se incluyeron todos los grupos experimentales; HFD, HFD+BB,
HFD+INU y HFD+BB+INU.
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Resultados

e Peso corporal

Se registro el peso de cada una de las ratas semanalmente y se promedid por grupo
para observar los cambios en los pesos de cada grupo experimental (Fig. 10). Se observé
gue a partir de la semana dos todos los grupos experimentales aumentaron de peso. Al
final del periodo de experimentacion, las ratas del grupo HFD fueron las que tuvieron la
mayor ganancia de peso, mientras que las del grupo HFD-BB fueron las que pesaron

menos. A pesar de observarse una tendencia, el cambio en el peso no tuvo significancia

estadistica.
500
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Figura 10. A) Promedio de los pesos obtenidos semanalmente hasta la semana 6. B) ANOVA de peso
corporal.

e Caracteristicas macroscoépicas de los higados
Una vez que los higados fueron extraidos, se lavaron, se pesaron y se registraron las

observaciones macroscoépicas enlistadas en la tabla 4

Tabla 4 Caracteristicas macroscopicas de los higados de rata.
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%

Peso de | Peso de | peso de
Grupo Rata rata higado | higado/ Caracteristicas macroscoépicas del higado
(9) (@) peso
rata
1 501 19.94 3.784 Apariencia lisa, algungs parte/s del I16bulo tuvieron una
tonalidad mas clara.
HFD Apariencia li I tes de los I6bulos tuvi
pariencia lisa, algunas partes de los I6bulos tuvieron una
control 2 400 16.11 4.028 tonalidad mas clara.
negativo
3 495 18.47 3731 Apariencia lisa, aIgunas_partes ,de los I6bulos tuvieron una
tonalidad mas clara.
1 349 14.99 4295 Apariencia un poco pgrosa, la pun,ta del I6bulo derecho se
observé un poco més oscura.
5 399 16.35 4,098 Apariencia lisa, algunas pa,rtes de los l6bulos se observaron
mas claras.
HED-BB 3 386 14.63 3.790 Apariencia un poco porosa, algur)as partes de los I6bulos se
observaron mas claras.
4 396 14.64 3.697 Apariencia lisa, algunas pa,rtes de los l6bulos se observaron
mas claras.
5 494 17.33 3508 Apariencia lisa, algunas pa,rtes de los l6bulos se observaron
mas claras.
1 404 14.76 3.653 Apariencia lisa y con una tonalidad més oscura.
3 512 1743 3.404 Apariencia lisa, algunas r}:;gr;e;ad;;os I6bulos se observaron
HFD- '
INU L , .
4 494 18.25 3.694 Apariencia lisa, se observé de una tonalidad clara
5 218 12.3 2943 Apariencia lisa, algunas pa}rtes de los l6bulos se observaron
mas claras.
1 438 15.35 3505 Apariencia lisa, algunas pa}rtes de los l6bulos se observaron
mas claras.
HED 2 509 16.51 3.244 Apariencia lisa, se observo de una tonalidad oscura.
BB-INU Higado con apariencia lisa y algunos
3 408 13.82 3.387 i ) . .
I6bulos tuvieron pequefios nédulos.
4 475 14.01 2.949 Apariencia lisa, se observo de una tonalidad oscura.
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5 423 13.23 3.128 Apariencia lisa, se observo de una tonalidad oscura.
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Figura 11. A) Imagenes representativas de los higados de los diferentes grupos experimentales B) peso
promedio de los higados de cada grupo.

En la figura 11A, se observa que los higados de los grupos de HFD + INU y HFD+
INU+BB mostraron una apariencia similar, con aspecto liso y una tonalidad roja
comparados con los higados de los grupos HFD y HFD+BB que, aunque tuvieron una
apariencia lisa algunos de sus I6bulos tuvieron un matiz méas claro. En cuanto al peso,
los higados del grupo HFD tuvieron méas gramos que los higados de los otros tres grupos,
y aungque hubo una tendencia a la disminucion en los gramos, ninguno de ellos mostro

una diferencia significativa entre los grupos (Fig. 11B).

Se calculé el porcentaje del peso del higado en relacion con el peso del animal, lo cual
permite determinar a qué porcentaje del peso corporal del animal corresponde el peso
del higado (Fig. 11B).
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Peso de higado/peso de |a rata

Figura 12. Cociente de los pesos de los higados sobre el peso final de las ratas de los cinco grupos.
HFD+BB* (p<0.05) diferencia estadisticamente significativa vs HFD+BB+INU.

Al graficar estos datos se observa que los grupos HFD y HFD+BB son similares respecto a la
relacion que existe entre el peso del higado y el peso del animal, y los grupos HFD+INU y
HFD+BB+INU también son similares. El grupo que tuvo una diferencia estadisticamente
significativa fue HFD+BB vs HFD+BB+INU (Fig. 12).

Analisis de la expresién del gen Fasn

e Cuantificacion de ARN total

La concentracion y pureza del ARN fueron determinadas utilizando un espectrofotometro
de nanofluidos llamado Nanodrop. El equipo proporciona diferentes parametros tales
como; valores numéricos a 260 nm que es la longitud de onda con el pico de adsorcion
para los nucleétidos; y 280 nm longitud de onda de absorcion para la cantidad de
proteinas disueltas en el medio. Se determind el cociente entre la absorbancia a 260 nm
(acidos nucleicos) sobre la absorbancia a 280 nm (proteinas); la relaciéon de A260/280
su rango de pureza Optima es de entre 1.8-2.0 y para la relacion de A260/230 su rango
de pureza Optima de 2.0-2.2. Las muestras que cumplen con estas caracteristicas son
consideradas como puras y pueden ser utilizadas para la determinar la expresion de
genes. A partir de las concentraciones obtenidas se hicieron las diluciones necesarias

para poder obtener el ADNc partiendo de una concentracién de 750 ng.
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Tabla 5. Concentracién de ARN e indicadores de pureza de muestras del higado de los grupos
experimentales.

Grupo Rata | Concentracion (ng/ul) 260/280 260/230
1 365.7 2.11 1.99
HFD 2 577.9 2.11 2.23
3 387.7 2.13 2.01
2 876.6 2.11 1.15
HFD+BB 3 457.7 2.12 0.71
5 292.8 2.14 1.24
1 481.1 2.10 1.20
HFD+INU 3 540.6 2.08 1.77
4 642.7 2.09 1.37
1 1135.7 2.12 2.05
HFD+BB+INU 3 242.9 2.13 0.43
5 191.0 2.09 1.93

De acuerdo a la tabla 6 se observa que a partir de 50 mg de tejido se obtuvo un promedio
de 500 ng por microlitro de ARN. En una muestra se obtuvieron mas de 1000 ng y en
otra el rendimiento fue bajo, menos de 200 ng, sin embargo, esta cantidad fue suficiente,
para la retrotranscripcion y obtener ADNc. Se observa que los rangos de pureza del ARN
extraido fueron éptimos, ya que la relacion 260/280 tuvo un valor promedio de 2.1, y la
relacion de 260/230 un promedio de 1.3. Aunque las muestras no estan en los rangos
establecidos de pureza, se considera que son Optimos, ya que los valores que se
obtuvieron no estan muy alejados de los establecidos y las muestras no tendran

problema en los posteriores analisis (tabla 5).
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e Integridad del ARN

En la figura 13 se muestra una imagen representativa del ARN de cada grupo
experimental, las subunidades 28S y 18S del ARN ribosomal (ARNr). Se consider6 un
ARN integro por la presencia y proporcion 2.0 veces del ARNr 28S versus 1.0 vez del
ARNTr 18S. Interpretdndose que las muestras cuentan con una integridad 6ptima para ser

analizadas por RT-gPCR.

285—f
18S—§

Figura 13. Imagen de electroforesis de diferentes
muestras y grupos, se observa que los ARN estan
integros y pueden ser utilizados para ADNCc.
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e (PCR: gen que codificaparalaacido graso sintasaen los grupos con inulina
y combinada con Bifidobacterium sp.
Para determinar la expresion del gen Fasn fue necesario normalizar su expresion, esto
se realizé con la determinacion del gen ARNr 18s de acuerdo a lo descrito anteriormente.
Se grafico y se realizé un andlisis estadistico (Fig. 14). En el analisis se incluyeron todos
los grupos experimentales; HFD, HFD+BB, HFD+INU y HFD+BB+INU.
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Figura 14. Cambios en la expresion de Fasn.

La expresion del gen Fasn fue similar para los grupos HFD y HFD-BB, mientras que los
grupos HFD-INU Y HFD-BB-INU mostraron una tendencia a la disminuciéon en la
expresion, aunque no significativa, respecto al grupo HFD. La expresion disminuyd en
mas del 50% en el grupo HFD-BB-INU, aunque no mostré una diferencia significativa.
(Figura 14)
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e Cambios seroldgicos de los lipidos y los marcadores hepaticos.

Se realiz6 el analisis de las quimicas sanguineas mediante un andlisis unidireccional de
varianza (ANOVA), con una significancia de p<0.05 y posterior prueba de Tukey para
comparar si hay cambios estadisticamente significativos (Fig. 15).
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Figura 15. Indicadores serolégicos del grupo HFD y grupos experimentales intervenidos. E) Aspartato
aminotransferasas HFD* (p<0.05) diferencia estadisticamente significativa vs HFD-INU.

Los cambios seroldgicos para marcadores relacionados con los lipidos, los asociados
con el funcionamiento del higado y el nivel de glucosa mostraron las tendencias
mostradas en las graficas de la figura 15 y que a continuacion se describen.
Considerando al grupo HFD como grupo de referencia para los otros grupos
experimentales se observo que contuvo la mayor expresion seroldgica de colesterol, (Fig.
15A) por el contrario el contenido de triglicéridos estuvo aumentado primordialmente en
el grupo HFD-BB. El grupo HFD-BB-INU tuvo la mitad de triglicéridos respecto del grupo
HFD, pero a pesar de esta disminucion el cambio no fue estadisticamente significativo.
(Fig. 15B)
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Hubo una disminucion de los indicadores seroldgicos relacionados con el funcionamiento
hepatico, tales como fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa y aspartato
aminotransferasa, en los grupos experimentales intervenidos comparados con el grupo
HFD, La disminucion fue hasta del 75% en los grupos HFD-INU y HFD-BB-INU para la
alanina aminotransferasa sérica. A pesar de esta disminucién tan marcada los cambios
no fueron estadisticamente significativos. El cambio estadisticamente significativo se

observo para la enzima aspartato aminotransferasa en el grupo HFD-INU. (Fig. 15C-E)

El nivel de glucosa sérica (Fig. 15F) fue menor para el grupo HFD respecto a los grupos
experimentales intervenidos. El grupo HFD-BB tuvo un aumento relativo de

aproximadamente el 40% respecto al grupo HFD, pero el cambio no fue significativo.

e Andlisis histolégico

Las tinciones de hematoxilina y eosina realizadas en tejido fresco mostraron pequefas
vesiculas de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos en el grupo de HFD y en el grupo
de HFD-BB-INU también fueron observadas, pero en menor cantidad. Mientras que en

los grupos HFD-BB y HFD-INU no se observaron vesiculas de lipidos (Fig. 16).

Aunqgue se realizaron tinciones de hematoxilina y eosina con tejidos incluidos en parafina,
los resultados no fueron adecuados, debido a que el proceso de inclusién dafié el tejido
(Fig. 17).
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HFD-BB-INU

Figural6. Caracteristicas microscopicas de los higados de rata con tincion de hematoxilina y
eosina en tejido fresco.

Figural?7. Tincion de higado de rata de hematoxilina y Eosina en tejido en parafina.
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Conclusiones

Se observaron vesiculas de lipidos en los hepatocitos en las ratas del grupo de una dieta

alta en grasa (HFD) y del grupo HFD-BB-INU que también fueron alimentadas con una

dieta alta en grasa y administradas con bifidobacterias e inulina.

La administracion de bifidobacterias a una concentracion de 1X10 8 UFC con inulinay la

administracion de inulina disminuy6 la expresion del gen FASN, pero no se presenta una

diferencia estadisticamente representativa.

Solo algunos resultados tuvieron cambios estadisticamente significativos y otros solo

mostraron tendencias y requieren ser evaluados nuevamente para verificar estos

cambios. En base a la tendencia, a continuacion, se muestra una conclusion gréfica de

los resultados obtenidos.

Administrada con:

v" Bifidobacterium sp.

v Inulina

v Bifidobacterium sp.

Inulina

Rata Wistar

qué

consumio
dieta alta en grasa

Bajo de peso.

» Algunos Iébulos del higado presentaron un matiz mas claro.

El nivel de glucosa sérica fue el mas alto.

La expresion relativa del gen Fasn se redujo
aproximadamente un 40% en el higado.

El nivel sérico de las enzimas hepaticas disminuyeron, y
aunque el mas bajo fue para la enzima alanina
aminotransferasa, solo fue significativo para la aspartato
aminotransferasa.

La expresion relativa del gen Fasn se redujo
aproximadamente un 60% en el higado.

El nivel sérico de las enzimas hepaticas disminuyeron,
con la cantidad de la enzima alanina aminotransferasa
mas baja.

Tuvo el nivel mas bajo de triglicéridos séricos.

Los hepatocitos del higado, tuvieron gotitas de grasa.

Figura 18. Conclusién gréfica de los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion.
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