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Resumen

La malnutricion durante los periodos criticos del desarrollo como la gestacién y lactancia, se
han vinculado con un mayor riesgo a padecer enfermedades metabdlicas en la vida posnatal,
tales como la obesidad, la diabetes y la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA).
Estas enfermedades son promovidas por el consumo excesivo de carbohidratos, lo que afecta a
organos metabolicos como el caso del higado. La produccion excesiva de acidos grasos y sintesis
de triglicéridos provocan la enfermedad de higado graso no alcohdlico. El objetivo de nuestro
estudio fue evaluar los cambios morfoldgicos y bioquimicos en el higado de crias ratas macho
por el consumo de agua azucarada durante la etapa prenatal y posnatal en crias macho de la cepa
Wistar. Para la obtencion de los animales de estudio, se utilizaron 12 ratas hembras de esta, las
cuales fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos experimentales: madre simple (MS)
tuvieron un consumo de agua simple mas alimento ad libitum y el grupo madre azicar (MA)
quienes tuvieron un consumo de agua azucarada al 5% y alimento ad libitum, durante el periodo
de gestacion y lactancia. Después del destete, las crias macho se dividieron en cuatro grupos
experimentales (n=6 por grupo): del grupo de madre simple se dividieron en 2 grupos, crios
simples que continuaron con la misma dieta de la madre (MS-CS) y crios azUcar, los cuales
tuvieron el consumo de agua azucarada al 5% (MS-CA). Del grupo madre azucar, los crios
también fueron divididos en dos grupos, los crios que continuaron con el consumo de agua
azucarada al 5% igual que la madre (MA-CA) vy los crios que tuvieron el consumo de agua
simple (MA-CS), el tratamiento duro 14 semanas, una vez finalizado, las ratas fueron
sacrificadas y se les extrajo el higado para realizar los analisis histologicos y bioquimicos. Los
analisis histologicos que se realizaron en el higado de los diferentes grupos experimentales
fueron: hematoxilina y eosina, tricromica de Masson, azul de alcian y acido peryédico de Schiff,
para el anélisis bioguimico, se evaluaron triglicéridos en suero y pruebas de estrés oxidativo en
las cuales se cuantificaron los subproductos de la peroxidacion lipidica (TBARS), actividad de
catalasas (CAT), y la actividad de superoxido dismutasa (SOD). Los crios que tuvieron el
consumo de sacarosa al 5% tuvieron un incremento en el area transversal de los hepatocitos a
consecuencia de la acumulacion de gotas de grasa y glucogeno almacenado en el citoplasma.
Estos higados mostraron una mayor infiltracion de mastocitos y aumento en los niveles de estrés

oxidativo, propiciando un incremento en las fibras de colageno en el tejido hepético. Estos
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hallazgos sugieren que la malnutricién por consumo de sacarosa durante periodos criticos del
desarrollo predispone a la descendencia a desarrollar la enfermedad de higado graso no
alcohdlico (EHGNA).
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Glosario de términos
Higado: Es la glandula mas grande del organismo, se encuentra en el hipocondrio derecho y
parte del epigastrio, desempefia varias funciones vitales como el metabolismo de los
carbohidratos.
Metabolismo: Cambios quimicos que se presentan en la célula u organismo.
Glucogeno: Reserva de energia que el cuerpo almacena en el higado y musculos.
Sacarosa: Es un disacarido resultante de la union entre una molécula de glucosa y otra de
fructuosa.
Acidos grasos: Moléculas formadas por una cadena de 4tomos de carbono e hidrogeno, con un
grupo carboxilo en uno de sus extremos, son los componente basicos de los lipidos.
Inflamacion: Reaccion bioldgica del sistema inmunitario ante infecciones, lesiones, irritaciones
y/o dafios en los tejidos.
Fibrosis: Acumulacion excesiva de tejido fibroso en un érgano o tejido, como reaccién a una
inflamacion, lesion o dafio continuo.
Triglicéridos: Tipo de grasa presente en la sangre y representan la forma mas habitual de grasa
en el organismo. Constituyen una de las fuentes significativas de energia para el cuerpo y son

almacenados en los adipocitos.
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1.INTRODUCCION
1.1.Nutricion y malnutricion

La nutricion es el mecanismo a través del cual los organismos adquieren y/o utilizan los
nutrientes que se encuentran en los alimentos para mantener la salud, el crecimiento y un
desarrollo adecuado. Una adecuada nutricion es aquella que contiene un equilibrio entre lo que
el cuerpo necesita y lo que gasta en sus actividades diarias. Este balance se logra al asegurar la
presencia correcta de macronutrientes y micronutrientes como proteinas, hidratos de carbono,
lipidos, minerales y vitaminas en nuestra dieta, de acuerdo con la energia que utilizamos en
nuestras actividades (Mataix 2019). Si la dieta no cubre los requerimientos esenciales de
nutrientes, el estado nutricional se ve afectado, pudiendo desencadenar manifestaciones clinicas
asociadas con la malnutricion. La malnutricion se define como cualquier alteracién nutricional
resultado de una dieta inadecuada, ya sea por deficiencia o por un exceso. La desnutricion resulta
de una ingesta alimenticia deficiente o desequilibrada, mientras que la sobrenutricidn ocurre por
el consumo excesivo de alimentos (Fonseca y cols. 2020). El entorno nutricional durante el
embarazo, la lactancia y los primeros afios de vida, juegan un papel fundamental en la salud de
la descendencia a largo plazo. Investigaciones como las realizadas por Barker y Osmond han
vinculado la malnutricién gestacional (desnutricion) con enfermedades cardiacas en la adultez,
creando una perspectiva esencial sobre la influencia de las condiciones nutricionales tempranas
en la salud posterior (Li y cols. 2015).

La hipotesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD) postula
que las condiciones intrauterinas pueden modificar multiples aspectos como: el desarrollo fetal,
la organogénesis, la diferenciacion celular y el metabolismo; aumentando el riesgo de desarrollar
una variedad de trastornos cardio-metabolicos como la obesidad, la diabetes, dislipidemias y
enfermedad de higado graso no alcoholica, en etapas posteriores de la vida (Yang y cols. 2012).
Estos trastornos también son promovidos por el consumo de bebidas azucaradas y son mediados
a través del metabolismo hepético, dado que el higado desempefia un papel clave en el
procesamiento de los carbohidratos (Hannou y cols. 2018). Por lo tanto, es importante sefialar

las funciones principales de este érgano y su organizacion celular.
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1.2 Higado

El higado es la glandula més grande del cuerpo y esté ubicado en el hipocondrio derecho
del abdomen y parte del epigastrio con un peso aproximado de 1400 a 1600 gramos en humanos
(Fortoul y cols. 2010). Esta dividido por el ligamento falciforme en dos I6bulos principalmente,
I6bulo derecho y lébulo izquierdo; de cara visceral se pueden identificar dos I16bulos més, el
I6bulo cuadrado que se encuentra a la derecha la vesicula biliar y el 16bulo caudado. También
puede dividirse por segmentos hepaticos funcionalmente independientes, ya que cada uno
dispone de una rama de la vena porta hepatica, una rama de la arteria hepatica, una rama venosa
de salida y un conducto biliar (Sibulesky 2013). En el caso del higado de rata se divide en cuatro
I6bulos: 16bulo derecho que a su vez se divide en lateral y medial, I6bulo izquierdo también
dividido en lateral y medial, 16bulo cuadrado y l6bulo caudado el cual presenta los procesos
caudado y papilar. La principal diferencia anatomica a nivel macroscopico entre ambos
organismos es la falta de vesicula biliar en el higado de rata. A pesar de estas diferencias
estructurales, los lébulos del higado de rata se correlacionan con los segmentos del higado
humano, lo que ha convertido al higado de rata en un modelo valioso para diversos estudios
cientificos (Martins y cols. 2007).

A nivel microscopico, ambos estan conformados por 2 grupos de células que son: las
células parenquimatosas (PC) y las células no parenquimatosas (NPC) (LeCluyse y cols. 2012).
Las células parenquimatosas consisten en los hepatocitos, que representan el 60% de la
poblacién celular y son responsables de diversas funciones fisioldgicas del higado como el
metabolismo de carbohidratos, proteinas, grasas, el almacenamiento de ciertas vitaminas, etc
(LeCluyse y cols. 2012, Trefts y cols. 2017). El nucleo de los hepatocitos se encuentra en el
centro de la célula; algunos hepatocitos son binucleados. Ademas, el tamafio de los hepatocitos
varia, siendo los hepatocitos de la zona 1 mas pequefios que los hepatocitos de la zona 3, su vida
media es de 150 dias. En el citoplasma de algunos hepatocitos se pueden observar granulos de
glucogeno que funcionan como reserva de energia. Estas reservas son fundamentales para
mantener los niveles de glucosa en sangre en respuesta a estimulos endocrinos (Fortoul y cols.
2010). Las NPC representan el 40% de la poblacién de células hepaticas y las componen los
colangiocitos, las células endoteliales sinusoidales, células de Kupffer, las células estrelladas o

Ito y las células progenitoras hepaticas (HPC) (Figura 1). Las NPC desempefian multiples
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funciones que respaldan y regulan el crecimiento, asi como las actividades del higado (LeCluyse
y cols. 2012). A continuacion, se describen las NPC:

Células endoteliales sinusoidales: Son células delgadas y alargadas que se encargan del
recubrimiento de los sinusoides, formando placas con fenestraciones que permiten el flujo
sanguineo entre los sinusoides y los hepatocitos (Fortoul y cols. 2010, Krishna 2014).

Células de Kupffer: Se encuentran dentro de la microvasculatura sinusoidal, adyacentes
a las células endoteliales. Su funcién principal es la fagocitosis y son consideradas un tipo
especial de macrdfago (Trefts y cols. 2015).

Células estrelladas o de Ito: Estan localizadas en el espacio de Disse, que es el area
situada entre la pared sinusoidal y los hepatocitos. Son células dindmicas ya que pueden estar
en un estado inactivo o activo. En un estado inactivo su funcion principal es el almacenamiento
de vitamina A; si ocurre un dafio en el higado, estas células se activan, proliferan y comienzan
a perder gradualmente sus reservas de vitamina A, se encargan de reemplazar a los hepatocitos
dafiados por colageno fibrilar (LeCluyse y cols. 2012, Krishna 2014).

Colangiocitos: Son células epiteliales biliares, representan un minimo del porcentaje
(5% de la poblacién de las células hepaticas). Se encargan de recubrir los conductos biliares, en
la absorcion y secrecion de agua, aniones organicos, cationes organicos, lipidos, electrolitos y
en la secrecién de bilis (LeCluyse y cols. 2012, Fortoul y cols. 2010).

Células progenitoras hepéticas: Se localizan en los canales de Hering y son células
madre con la capacidad de transformarse en hepatocitos y/o colangiocitos. Tiene un papel en la
reparacion y regeneracion del higado en situaciones de dafio o enfermedad hepatica (LeCluyse
y cols. 2012).

Las células del higado se organizan de tres formas diferentes para describir al higado en
términos de unidad funcional, los cuales son: el lobulillo clésico, lobulillo portal y el acino

hepético (Tanaka y cols. 2011) (Figura 2).
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Figura 1. Representacion de células estructurales del higado. Hepatocitos (flechas delgadas) Células de Kupffer

(puntas de flecha). Células estrelladas (flechas gruesas). Imagen tomada de Krishnay cols. 2013.

Sinusoides

Vena central

Canaliculos
biliares

9. ~
Arteria hepética /
Conducto

biliar

Vena portal

Figura 2. Representacién del lobulillo portal, lobulillo hepético y acino hepatico. Imagen tomada de Fortoul y cols.
2010.
Lobulillo clasico: Los hepatocitos estdn organizados de manera radial alrededor de la

vena central, donde desembocan los sinusoides. El area que rodea esta vena central, se observa
tejido estromal que contiene triadas portales, conformadas por una vena, arteria hepatica y un
conducto biliar. La disposicion de las triadas portales da al lobulillo cl&sico su forma

caracteristica de hexagono (Fortoul y cols. 2010).
« Vena central: Vaso delgado que recoge la sangre de los sinusoides hepaticos. Su
revestimiento estd rodeado por células endoteliales y esta rodeado de fibras de

tejido conectivo. Se encuentra en el centro del lobulillo (Fortoul y cols. 2010).
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» Sinusoides: Es el lugar en donde se mezcla la sangre proveniente de la rama
terminal venosa y la arteria. Estos reciben sangre de los capilares, se mezclan
ambas fuentes y los hepatocitos no quedan expuestos con sangre oxigenada por
completo. Esta mezcla sirve para que se realice el intercambio de sustancias entre
el sinusoide y los hepatocitos (Krishna y cols. 2014).

» Triada portal: En el espacio portal se lleva a cabo la mezcla de sangre venosa y
sangre arterial (Welsch y cols. 2009).

Lobulillo portal: muestra la funcién exocrina del higado, ya que se organiza en torno al
conducto biliar. Se compone por un &rea triangular que incluye a tres lobulillos clésicos
contiguos, en los cuales las venas centrales forman los vértices del tridngulo. (Fortoul y cols.
2010). En este lobulillo el flujo biliar va de adentro hacia afuera, a diferencia del flujo del
lobulillo clésico el cual tiene un flujo sanguineo de afuera hacia adentro.

Acino hepatico: Se forma por dos lobulillos clasicos adyacentes, y los hepatocitos se
organizan en tres zonas concéntricas, donde varian los niveles de oxigeno, la actividad
metabolica y la presencia de enzimas. En la zona 1, en la cual los hepatocitos estan mas cerca
de la vena porta y de la arteria hepatica, se caracterizan por ser los primeros en recibir la sangre
rica en nutrientes, oxigeno y toxinas, estos son mas activos en la gluconeogénesis y el
metabolismo oxidativo de la energia. Estos hepatocitos son los primeros en regenerarse y los
ultimos en sufrir algin dafio o morir. La zona 2 actlla como una zona de transicion y los
hepatocitos de esta zona pueden adaptarse a realizar funciones de la zona 1 asi como de la zona3,
si existe un dafio o pérdida de la funcién en alguna de las zonas. Por ultimo, los hepatocitos de
la zona 3, que estan cerca de la vena central, son los ultimos en recibir la sangre sinusoidal,
requieren una menor cantidad de oxigeno y son activos en los procesos de glucolisis,
lipogénesis, sintesis de triglicéridos, la sintesis de glucdgeno y son los primeros en almacenar
lipidos (Cunningham y cols. 2021; Trefts y cols. 2017; Krishna 2014; LeCluyse y cols. 2012)
(Figura 3).
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Figura 3. Representacidn del acino hepatico. Imagen tomada y modificada de Trefts y cols. 2017.

Este 6rgano es vital para el cuerpo humano, ya que realiza diversas funciones
indispensables que ayudan a mantener la salud y el adecuado funcionamiento del organismo.
Entre sus funciones méas importantes se encuentran:

Metabolismo de los macronutrientes: tiene un papel fundamental en la regulacion del
metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas. Es parte fundamental para regular los
niveles de glucosa en sangre al almacenarla como glucogeno y liberarla cuando es requerida.
También es capaz de convertir los lipidos en energia, y producir proteinas plasmaticas necesarias
para diversas funciones (Trefts y cols. 2017).

Funcion inmunoldgica: Es un componente clave en el sistema inmunologico, al
eliminar bacterias y toxinas de la sangre. También produce factores inmunoldgicos que
contribuyen a la defensa del cuerpo contra infecciones y enfermedades (Kubes, y cols. 2018).

Control endocrino: Se encarga de la produccion y la descomposicion de diferentes
hormonas, ademéas de regular las vias de sefalizacion que afectan el crecimiento y el
metabolismo del organismo.

Homeostasis de lipidos y colesterol: Esta involucrado en la produccion,
almacenamiento y la descomposicion de lipidos, ademéas de controlar los niveles de colesterol

en el cuerpo (Bechmann y cols. 2012).
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Desintoxicacion: Una de las funciones mas importantes del higado es descomponer y
eliminar sustancias extrafias, como farmacos, toxinas y residuos del metabolismo. Este érgano
transforma estos compuestos para que puedan ser eliminados con mayor facilidad por los rifiones

0 a traves de la bilis. (LeCluyse y cols. 2012).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Hipotesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad

El desarrollo de la salud y la enfermedad comienza desde el momento en que el individuo
comienza a formarse, es decir, mientras esta en el Utero. Los cambios metabdlicos que suceden
durante el embarazo pueden influir de manera importante en la salud futura. La hipotesis de
Barker sugiere que ciertas enfermedades, como la hipertensién, la enfermedad coronaria y la
diabetes tipo 2, pueden “programarse” durante el desarrollo fetal y manifestarse en la vida adulta
(Ramirez 2012). Esta teoria resalta dos ideas principales: la programacion que se refiere a la
respuesta duradera del organismo a impactos o estimulos negativos durante un periodo critico
(gestacion), y la amplificacion, los efectos de la programacién se intensifican con el tiempo
(Langley-Evans 2006). La nutricion que recibe la madre durante el embarazo es fundamental
para la programacion fetal y para el desarrollo de la salud en el futuro. Si la madre sufre
desnutricion en esta etapa, el feto puede hacer ajustes metabdlicos para aprovechar al maximo
los nutrientes que han sido limitados. Sin embargo, estos ajustes pueden incrementar el riesgo
de trastornos metabolicos si el individuo posteriormente se enfrenta a un entorno posnatal rico
en nutrientes, a esta teoria se le conoce como “la teoria del fenotipo ahorrativo” (Liy cols. 2015).

Se ha vinculado el entorno obesogénico materno con el riesgo de desarrollar
enfermedades metabdlicas entre ellas enfermedades hepaticas en la descendencia (Modi y cols.
2011). Esto, a su vez se relaciona con el aumento en el consumo de fructosa, en paralelo con el
incremento en la ingesta de sacarosa y jarabe de maiz alto en fructuosa (Stanhope 2016). Cuando
se ingiere una cantidad elevada de carbohidratos, el higado tiene dificultades para procesarlos
eficientemente para obtener energia. Como resultado, una parte de estos carbohidratos se
convierte en acidos grasos y triglicéridos (Softic y cols. 2016). Por ello, es importante conocer

el metabolismo y el efecto de los carbohidratos en el higado.
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2.2 Metabolismo de carbohidratos en el higado

El higado es fundamental en el metabolismo de los carbohidratos. Almacena, sintetiza'y
libera glucosa segun las necesidades energéticas del cuerpo. Cambia de un modo de produccién
a uno de absorcion en respuesta a la alimentacion y el ayuno, influenciado por hormonas como
lainsulinay el glucagon (Trefts y cols. 2017). Por un lado, transforma la glucosa en glucogeno,
almacenandola en los hepatocitos mediante el proceso de glucogénesis. En ausencia de glucosa,
tiene la capacidad de convertir aminoacidos y lipidos en glucosa a través de la gluconeogénesis.
Ademas, puede descomponer el glucogeno en glucosa mediante la glucogendlisis y convertir la
glucosa en piruvato a través de la glucdlisis, proporcionando asi sustratos para otras vias

metabdlicas (Dvorkin y cols. 2010) (Figura 4).
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Figura 4. Metabolismo de la glucosa. Imagen tomada y modificada de Trefts y cols. 2017.
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Para almacenar la energia el higado emplea dos vias principales: primero, convierte la
glucosa en glucogeno, y segundo, transforma la glucosa en acidos grasos mediante un proceso
Ilamado lipogénesis hepatica de novo. Estas vias estan estrechamente vinculadas; cuando hay
una sobrealimentacion o un exceso de carbohidratos en la dieta y se llena el almacenamiento de
glucdgeno, el higado es capaz de continuar almacenando carbohidratos, pero en forma de &cidos
grasos (Trefts y cols. 2017).

2.2.1 Sintesis de glucoégeno

Cuando existe una ingesta de alimentos, la glucosa proporciona una via directa para
almacenar glucogeno, si la glucosa es derivada de precursores no glacidos representa la via
indirecta y contribuye a la formacién de glucogeno en un estado de alimentacion o de ayunas
(Woerle y cols. 2003). En personas sanas, alrededor de la mitad de la glucosa consumida se
almacena como glucogeno, principalmente mediante el proceso directo (Adeva-Andany y cols.
2016a). La formacion de glucégeno involucra varias etapas dentro de los hepatocitos. La glucosa
se fosforila al ingresar a los hepatocitos y pasa por transformaciones enzimaticas. La glucosa 6-
fosfato se convierte en glucosa 1-fosfato mediante la enzima fosfoglucomutasa-1 (PGM-1),
después se convierte en uridina difosfato glucosa (UDP-glucosa) mediante la enzima UDP-
glucosa pirofosforilasa (UGP). La UDP-glucosa es fundamental para la sintesis de glucogeno,
ya que actla como donante de glucosa. La glucogenina inicia la formacion del glucégeno
autoglicosilandose, creando una cadena corta de glucosa. La elongacion de esta cadena inicial
se lleva a cabo a través de la enzima glucdgeno sintasa, que afiade mas residuos de glucosa a la
cadena de crecimiento, formando enlaces lineales entre ellos la enzima ramificadora de
glucdgeno que introduce puntos de ramificacion en la particula de glucogeno para su estructura
tridimensional (Adeva-Andany y cols. 2016a).

En humanos, existen diferentes isoformas de estas enzimas: la glucogenina-1 y
glucogenina-2, presentes en el higado, y dos isoformas de glucogeno sintasa, glucogeno sintasa
1 (GYS1) en musculo y glucogeno sintasa 2 (GYS2) en el higado. Existen dos tipos de
glucdgeno en el higado: particulas pequefias B y particulas mas grandes a. Las a liberan glucosa
a un ritmo mas lento que las B cuando hay enzimas que degradan la glucosa, lo que contribuye

a mantener los niveles de azlcar en sangre durante el ayuno nocturno. La mayor parte del
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glucdgeno es citosolico y hasta un 10% del glucdgeno de los hepatocitos esté en el lisosoma de
los hepatocitos (Soon y cols. 2023).

El metabolismo del glucdgeno se altera en condiciones patologicas como la diabetes
mellitus (DM), la enfermedad de higado graso no alcoholico (EHGNA), el almacenamiento de
glucdgeno puede generar cambios histologicos en el higado y resultar en una disfuncion hepética
(Soon y cols. 2023).

2.2.2 Sintesis de acidos grasos

En el higado se realiza la sintesis de novo de acidos grasos cuando hay gran
disponibilidad de glucosa y las reservas de glucdgeno se han repletado. Este proceso esta
determinado por la composicién de la dieta. La glucosa y sacarosa son los principales
contribuyentes para el incremento de esta sintesis. La produccion de acidos grasos a partir de
acetil-CoA ocurre en el citosol de los hepatocitos. La acetil-CoA que proviene de las
mitocondrias se transporta al citoplasma como acetil-carnitina o como citrato, siendo este ultimo
el resultado de la primera reaccion del ciclo del acido citrico. La enzima ATP citrato liasa
(ACLY) permite la conversion de citrato a acetil-CoA en el citoplasma (Adeva-Andany y cols.
2016b). La acetil-CoA carboxilasa es esencial para transformar de acetil-CoA en malonil-CoA.
La insulina y el citrato promueven la activacion de esta enzima, mientras que el glucagén la
inhibe. A través de la accidn de la sintetasa de acidos grasos, el malonil- CoAse convierte en
acido palmitico, que es el principal precursor de los acidos grasos en el cuerpo. Después, los
acidos grasos se estratifican con la glicerina-3-fosfato para formar triglicéridos. Estos
triglicéridos pueden ser almacenados en el higado como reservas de energia o pueden ser
exportados a otros tejidos para su almacenamiento o uso (Adeva-Andany y cols. 2016b).

El consumo elevado de sacarosa esta relacionado con el desarrollo de la enfermedad del
higado graso no alcohdlico (EHGNA) (Softic y cols. 2016, Trefts y cols. 2017)

2.3 Enfermedad del higado graso no alcohdlico
La enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) se define como la acumulacién
de grasa hepatica que supera el 5 % del peso del higado, en ausencia del abuso de alcohol. El

espectro de afecciones va desde la esteatosis simple y sin complicaciones hasta la
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esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) (Wong y cols. 2015). La patogenia de la EHGNA no se
comprende totalmente. El “modelo de impactos multiples” explica que varios factores acttan en
conjunto en individuos genéticamente predispuestos para padecer EHGNA (Tilg y cols. 2021).
Estos factores abarcan la resistencia a la insulina, concentraciones altas de acidos grasos libres
en la sangre, estrés oxidativo, inflamacion hepética, hormonas liberadas por el tejido adiposo,
factores genéticos y epigenéticos. La EHGNA progresa en diferentes ritmos entre los individuos
y generalmente sigue un curso de cuatro etapas distintas (Buzzetti y cols. 2016). La primera
etapa inicia con la acumulacién de grasa en el higado. La segunda consiste en un depoésito
excesivo de grasa hepatica que conduce a EHNA, afecta aproximadamente del 7-30% de los
pacientes con EHGNA (Younossy cols. 2016). La tercera etapa induce la formacién de tejido
fibroso hepatico y la ultima es la cirrosis. A continuacion, se describe el desarrollo y progresion
de la EHGNA (Figura 5):
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Figura 5. Fisiopatologia de la EHGNA. Imagen tomada y modificada de Tiniakos y cols. 2010.

2.3.1 Acumulacién de grasa en el higado.
La teoria de los impactos multiples comienza con la acumulacion de pequefias gotas de

grasa en el citoplasma, de los hepatocitos, 1o que resulta en esteatosis hepatica simple (Buzzetti
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y cols. 2016). Esta condicion es reversible y se origina principalmente a través de cuatro
mecanismos:

Reduccion en el transporte de grasas en forma de triglicéridos por las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL): Las VLDL son las encargadas de transportar los lipidos desde
el higado hacia otros tejidos del cuerpo. Si su capacidad para transportar triglicéridos fuera del
higado se ve reducida, esto puede favorecer la acumulacién de grasa en este 6rgano (Buzzetti y
cols. 2016).

Disminucién en la oxidacion de acidos grasos libres: La oxidacion de acidos grasos
es el proceso en el que estos se utilizan como fuente de energia. Cuando esta oxidacion se reduce,
los &cidos grasos se acumulan en forma de grasa en el higado. (Tilg y cols. 2021).

Aumento de la lipogénesis de novo: Es el proceso por el cual el higado sintetiza huevos
lipidos, como los triglicéridos, a partir de sustratos como los carbohidratos. En la EHNA, hay
un incremento en la produccion de nuevos lipidos en el higado, lo que significa que se generan
mas triglicéridos a partir de los carbohidratos. Esta via de sintesis de lipidos contribuye ain méas
a la acumulacion de lipidos en el higado (Buzzetti y cols. 2016).

Lipotoxicidad: Laacumulacion excesiva de lipidos, especialmente triglicéridos y acidos
grasos libres, en las células hepéticas resulta en lipotoxicidad. Significa que los lipidos se
vuelven tdxicos para los hepatocitos, lo que puede causar dafio celular y disfuncién hepatica.
Ademas, esta acumulacién de lipidos genera estrés oxidativo, lo que intensifica el dafio hepatico.
Tanto la lipotoxicidad como el estrés oxidativo son factores clave en la aparicion y evolucion
de la EHGNA (Friedman y cols. 2018).

2.3.2 Estres Oxidativo
Es un proceso en el que el organismo produce una cantidad excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrdgeno (RNS). Aunque estas especies son
necesarias para las funciones celulares normales en cantidades adecuadas, un exceso puede
causar dafio a las células. Las ROS actuan como moleculas de sefializacion en diferentes tipos
de células. La produccion de ROS involucra reacciones enzimaticas y no enzimaticas en varias
partes de la célula (Zhang y cols. 2019). Las ROS se dividen en radicales libres y especies no

radicales. Los radicales libres incluyen el anidn superdxido, el radical hidroxilo, el 6xido nitrico,
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entre otros. Las principales especies no radicales son el peroxido de hidrégeno, el &acido
hipocloroso y el peroxinitrito. Un equilibrio entre las ROS y los sistemas antioxidantes es
esencial para un buen funcionamiento celular (Zhang y cols. 2019).

Existen sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que protegen a las células
del dafio oxidativo. Algunos sistemas enzimaticos incluyen la superdxido dismutasa, la catalasa
y la glutation peroxidasa. Entre las moléculas no enzimaticas se encuentran el glutation, la
tiorredoxina y las vitaminas E y C, entre otros. En condiciones normales, estos sistemas
antioxidantes previenen el dafio celular al neutralizar las especies oxidativas. El desequilibrio
entre ROS y antioxidantes puede contribuir a diversas enfermedades y afecciones (Chaudhary
y cols. 2023, Takaki y cols. 2013, Byrne y cols. 2015).

El incremento en la acumulacion de lipidos en el higado genera un aumento en la
produccién de ROS durante el metabolismo de estos lipidos. Ademas, la inflamacion cronica
asociada con la EHGNA también contribuye a la generacion de ROS (Takaki y cols. 2013). El
estrés oxidativo en la EHGNA puede tener maltiples consecuencias negativas. Puede dafiar
directamente las células del higado, causando inflamacion y muerte celular. Ademas, el estrés
oxidativo puede desencadenar respuestas inflamatorias y activar vias de sefializacion que
promueven la fibrosis hepatica, es decir, la acumulacién excesiva de tejido cicatricial en el
higado (Brunt y cols. 2015).

2.3.3 Inflamacion y sistema inmune

La lipotoxicidad y resistencia a la insulina provocan la liberacion de citocinas
proinflamatorias tanto a nivel sisttmico como local en el higado (Asrih y cols. 2013). Ademas,
la lipotoxicidad de los lipidos acumulados y la activacion del sistema inmunitario innato son los
principales impulsores de esteatohepatitis no alcohdlica. El estrés inducido por lipidos activa los
procesos inflamatorios y los mecanismos inmunitarios que involucran macrofagos, células
dendriticas y linfocitos; estas células pueden liberar citoquinas proinflamatorias en respuesta a
la lipotoxicidad y la resistencia a la insulina en el higado. Entre estas citoquinas se encuentra el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6), entre otras (Buzzetti y cols.
2016). ElI TNF-a es una citoquina proinflamatoria que tiene un papel importante en la respuesta

inflamatoria. Su liberacion excesiva en el higado puede promover la inflamacion crénica y

28



contribuir al dafio celular. Ademaés, el TNF-a puede afectar la sensibilidad a la insulina y
contribuir a la resistencia a la insulina (Parthasarathy y cols. 2020). La IL-6 es otra citoquina
proinflamatoria que las células del sistema inmunoldgico pueden liberar en respuesta a la
lipotoxicidad y la resistencia a la insulina. La IL-6 también promueve la inflamacion y puede
afectar negativamente el metabolismo de la glucosa y los lipidos. Ademas, tiene el potencial de
estimular la produccidon de otras citoquinas proinflamatorias, creando un entorno inflamatorio
en el higado (Asrih y cols. 2013). La liberacién de estas citoquinas proinflamatorias, como el
TNF-a y la IL-6, junto con otros mediadores inflamatorios, contribuye a la cascada inflamatoria

y al dafio hepético.

2.3.3.1 Mastocitos

Los mastocitos son células del sistema inmunolégico que se presentan principalmente
en reacciones alérgicas, sin embargo, varios estudios han evidenciado el papel crucial de los
mastocitos en diversos procesos fisiologicos y patoldgicos, que incluyen la regulacién del
sistema inmunologico, la respuesta a infecciones, la inflamacién, asi como en la progresién de
ciertas enfermedades como la EHGNA (Huang y cols. 2022). Estas células estan presentes en
todo el cuerpo, especialmente en el tejido conectivo y contienen granulos que son mediadores
inflamatorios. Cuando existe un dafio hepatico o inflamacion, se liberan sefiales quimicas como
las citocinas y quimiocinas liberadas por las células hepaticas y otras células inmunitarias que
atraen a los mastocitos al higado. Una vez en el higado, los mastocitos son activados por el
antigeno receptor de alta afinidad para IgE (FceRI). (Jarido y cols. 2017). Al ser activados,
liberan el contenido de sus granulos, estos se fusionan con la membrana celular y liberan sus
mediadores (Weiskirchen y cols. 2019). Los mediadores que liberan los mastocitos son las
histaminas que incrementan la permeabilidad de los vasos sanguineos, provocando
vasodilatacion y contribuyendo a la respuesta inflamatoria liberando heparina, triptasa y
quimasa, asi como citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 y TGF-B1, que
amplifican la respuesta inflamatoria promoviendo la fibrosis en el higado (Weiskirchen y cols.
2019).
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2.3.4 Fibrosis y cirrosis

La inflamacion cronica en el higado hepética en el EHGNA conduce la formacion de
tejido fibroso, conocido como fibrosis. Durante esta etapa, las células estrelladas hepaticas se
activan y reemplazan gradualmente los hepatocitos con colageno fibrilar y otras proteinas de la
matriz extracelular. Este proceso compromete la funcion y estructura hepatica (Heyens y cols.
2021). La ultima etapa de la progresion de la EHGNA es la cirrosis, caracterizada por un dafio
extenso en el higado, con la presencia de cicatrices y nodulos regenerativos. Esta es una etapa
avanzada de la enfermedad que puede dar lugar a complicaciones severas, incluyendo
insuficiencia hepatica y cancer de higado (Vancells y cols. 2021). Las caracteristicas principales
de la EHNA a nivel histolégico se pueden identificar a través de una biopsia hepética. Estas
caracteristicas incluyen la presencia de esteatosis, balonizacion e inflamacion lobulillar. Otros
cambios histologicos observados pueden ser inflamacion en la zona portal, infiltrados de células
polimorfonucleares, cuerpos de Mallory-Denk, cuerpos apoptoticos, nucleos vacuolados claros,
esteatosis microvacuolar y megamitocondrias (Younossi y cols. 2016).

Investigaciones en humanos han evidenciado la conexion directa entre la obesidad
materna y la acumulacién de lipidos en el higado de los recién nacidos (Li y cols. 2015) y se ha
revelado una correlacion entre el indice de masa corporal materno y el contenido de lipidos en
el higado de los recién nacidos, sugiriendo que esta acumulacion de grasa hepética fetal podria
estar relacionada con un exceso de acidos grasos libres maternos, independientemente de la
cantidad de grasa subcutanea en el neonato (Modi y cols. 2011). Los estudios con modelos
experimentales han respaldado esta hipotesis y se han realizado diversos estudios en modelos

de malnutricion y su efecto en el higado (Li y cols. 2015).

2.4 Modelos de malnutricion gestacional

Un estudio de malnutricidn gestacional en ratas Wistar divididas en dos grupos: madres
alimentadas con una dieta control (C) de 20% de caseina y madres alimentadas con una dieta
restringida (R) de 10% de caseina durante la gestacion; posterior las crias fueron divididas en
grupos; crias de la dieta C dividida en: dieta estdndar mas agua de grifo o dieta estandar mas
sacarosa al 5%; la camada con dieta R fue dividida en: dieta control estandar mas agua de grifo

y dieta estandar méas sacarosa al 5% durante 10 semanas mostraron gque una ingesta alta de
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sacarosa durante la edad adulta incrementa o, incluso, muestra algunas alteraciones hepéticas
provocadas por la ingesta baja en proteinas durante el embarazo; asimismo, se demostro que la
sacarosa consumida en la vida posnatal promueve un aumento en el peso relativo del higado de
las crias hembras y machos de ratas alimentadas con una dieta baja en proteinas durante el
embarazo (Nicolés y cols. 2018).

Campisano y colaboradores (2017) realizaron un modelo de malnutricion gestacional y
posnatal en ratas de la cepa Wistar y su efecto en el higado. Las ratas tuvieron una dieta baja en
proteinas (8%) durante la gestacion, la lactancia y la vida posnatal (60 dias de tratamiento) en
este trabajo fueron evaluados Unicamente crias macho ya que, la programacion fetal ocurre de
manera diferente en machos y hembras (dimorfismo sexual). Este estudio muestra que las crias
que tuvieron una restriccion de proteinas durante la vida prenatal y posnatal fueron las mas
afectadas, mostrando cambios en la arquitectura hepatica como un incremento de vacuolas
lipidicas que desplazaron los ndcleos de los hepatocitos a la periferia y un aumento en la
expresion de tejido fibroso. También hubo cambios bioquimicos como un aumento de colesterol
y triglicéridos en suero, al igual que un aumento de estrés oxidativo en el higado, ademas se
encontraron niveles elevados de TNF-a e IL-6. Los demas grupos mostraron un dafio hepatico
en menor grado, mostrando que una dieta baja en proteinas durante la vida prenatal tiene un
efecto a largo plazo en la vida posnatal (Campisano y cols. 2017).

Otro estudio en ratas Wistar con una dieta de junk food que consisti6 en la ingesta de
alimentos como galletas, dulces, pasteles, quesos, papas fritas, etc. durante la etapa prenatal y
hasta las 10 semanas postdestete, observaron cambios en el higado como esteatosis hepatica,
presencia de hepatocitos en forma de balon y un aumento en la respuesta al estrés oxidativo. Las
crias macho fueron mayormente afectados, ya que mostraron un aumento de la expresion de
genes asociados con la sensibilidad a la insulina, la lipogénesis de novo y la oxidacion de lipidos.
Estos resultados muestran que una dieta de comida chatarra durante la etapa prenatal y posnatal
contribuyen al desarrollo de la enfermedad de higado graso no alcohodlico en la vida adulta
(Bayol y cols. 2010) (Figura 6). La severidad de la EHGNA en la descendencia esta
influenciada por la dieta posterior al destete, lo que sugiere que el periodo perinatal y de
lactancia son criticos para programar el riesgo de padecer enfermedades hepaticas (Li y cols.
2015).
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Figura 6. En el panel de microfotografias se muestran 3 diferentes tinciones (H y E, rojo oleoso y tricromica de
Masson), Se observan los 4 grupos experimentales del estudio de Bayol en 2010. El grupo JJJ (dieta Junk Fod
durante la vida prenatal y posnatal) muestran un mayor dafio a nivel histol6gico, se observa esteatosis hepética y

grandes vacuolas lipidicas. Imagen tomada y modificada de Bayol y cols. 2010.
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3. JUSTIFICACION

El aumento en el consumo de carbohidratos, como la sacarosa, ha sido vinculado con las
crecientes tasas de obesidad, diabetes, riesgos cardio metabodlicos y ciertos tipos de cancer
(Malik y cols. 2022). Este incremento se manifiesta principalmente en la ingesta de bebidas
azucaradas, que constituyen el 15% de las calorias totales en las dietas occidentales (Yracheta 'y
cols. 2015). En nuestro grupo de investigacion hemos encontrado que el consumo croénico de
sacarosa provoca cambios morfoldgicos y funcionales en diferentes érganos y tejidos, Corona-
Quintanilla y cols. (2022) demostraron que el modelo de malnutricion gestacional y
postgestacional de agua azucarada al 5% no mostraban diferencias significativas en la ganancia
de peso durante la gestacion y la lactancia en las madres control y las madres azlcar. Los crios
de madres que consumieron agua azucarada al 5% durante la gestacion y lactancia no mostraron
efectos en sus medidas morfométricas (peso, talla, circunferencia cefalica, abdominal y distancia
ano genital). A pesar de ello, se observd que los grupos experimentales tuvieron una mayor
ganancia de peso durante la vida posnatal en comparacion con el grupo control. Ademas, se
observO que la ingesta de sacarosa promovid una mayor actividad eléctrica del musculo
pubococcigeo (Pcm), pero al mismo tiempo se redujo la duracién del reflejo uretrogenital en los
grupos gque consumieron agua azucarada. Esto plantea que una dieta rica en sacarosa durante la
etapa prenatal y posnatal podria estar relacionada con disfunciones sexuales, como por ejemplo
la eyaculacion precoz en los hombres. En el 2022, Coérdoba y cols. analizaron el consumo
nutricional durante la lactancia y encontraron que las madres que consumieron sacarosa durante
esta etapa disminuyeron su consumo de alimento, aumentaron el consumo de agua azucarada y
de carbohidratos, y redujeron la ingesta de proteinas en su dieta 18.5% comparados con el grupo
control con un 24.1% de proteinas. Las crias que tuvieron un consumo de agua azucarada
después del destete mostraron una reduccion en la ingesta de alimentos y un aumento en el
consumo de agua. También demostraron que el tejido adiposo perigonadal y el tamafio de los
adipocitos aumentaron en los grupos de madre azucar-crio simple (MA-CS) y madre azUcar-
crio azucar (MA-CA), lo que podria indicar hipertrofia del tejido adiposo, un proceso que se
asocia con inflamacion en el espacio intersticial del testiculo. Posteriormente Davila y cols. en
el 2024, con este mismo modelo, encontraron que el consumo de agua azucarada en la etapa

prenatal incrementa la frecuencia del musculo bulboesponjoso durante el reflejo uretrogenital
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en la descendencia, pero la combinacion del consumo prenatal y posnatal de agua azucarada
produce cambios en el peso del musculo, en el area transversal de las fibras musculares y en el
numero de mionucleos, asi como un aumento en la cantidad de fibras de colageno en el musculo
bulboesponjoso, indicando que las modificaciones dietéticas desde el embarazo influyen
directamente en el desarrollo de este masculo, mostrando que los cambios fisioldgicos en su
activacion pueden estar relacionados con disfunciones sexuales como la eyaculacion precoz.
Otro de los tejidos que tiene una importancia metabdlica significativa es el higado el cual puede
ser modificado por la malnutricion materna tanto desnutricion como sobrenutricion han
demostrado afectar la salud en la progenie predisponiendo a la aparicion de EHGNA. Estudios
han revelado que dietas altas en grasas durante el periodo prenatal se correlacionan con la
incidencia de esteatosis hepatica fetal persistente hasta la edad adulta (McCurdy y cols. 2009).
Aunque revertir la dieta en la vida posnatal mejora la situacién patoldgica, no elimina
completamente el problema, lo que subraya la importancia critica de la nutricion en el embarazo.
No se conocen los cambios morfoldgicos y bioquimicos que puede tener el higado por el
consumo de sacarosa al 5% durante las etapas prenatal y posnatal. Este modelo de malnutricion
estd presente en diversas culturas alrededor del mundo y puede tener implicaciones
significativas en la salud hepatica a lo largo de la vida. Los resultados de este estudio podrian
ser fundamentales para establecer estrategias de salud publica y recomendaciones dietéticas que
ayuden a mitigar los riesgos asociados con el consumo de sacarosa, especialmente durante las

etapas criticas del desarrollo en generaciones futuras.
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4. HIPOTESIS

El consumo de agua azucarada durante la gestacion, lactancia y vida posnatal induce

cambios morfométricos en el higado de la rata macho.

5.0BJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del consumo de agua azucarada durante la gestacion, lactancia y

vida posnatal posnatal sobre la morfometria en el higado de la rata macho.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Evaluar la organizacion histoldgica hepaética.

2) Cuantificar el nimero de mastocitos en el higado.

3) Determinar la expresion de colageno del higado.

4) Evaluar la presencia de glucogeno en el higado.

5) Determinar la cantidad de triglicéridos séricos.

6) Determinar el estado oxidativo y antioxidante en extractos de higado.
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7. METODOLOGIA

Se usaron 12 ratas adultas hembras de la cepa Wistar, cada una de tres meses de edad
con un peso de 220-250 gramos. Estas ratas fueron mantenidas en un bioterio bajo un ciclo de
luz de 12 horas y oscuridad de 12 horas, a una temperatura controlada de 20+2 °C, con acceso a
alimento y agua ad libitum. Los procedimientos experimentales cumplieron con las normativas
del Manual de Seguridad del trabajo en el laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta, asi como con las directrices establecidas en la Norma Oficial Mexicana para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

7.1 Grupos experimentales
7.1.1 Grupos experimentales de las madres

Las ratas hembra fueron apareadas con machos expertos. El dia del apareamiento fue
considerado el dia 0 (cero) de gestacion. A partir del dia uno se midio la ingesta diaria de agua,
alimento y el peso corporal de cada rata. Posteriormente se asignaron aleatoriamente a dos
grupos experimentales:

Grupo madres simple (MS), ratas alimentadas con una dieta Chow 5001 de Purina y
agua simple ad libitum durante la gestacion y lactancia.

Grupo de madres con tratamiento de agua con azucar al 5% (MA), ratas alimentadas con
una dieta Chow 5001 de Purina y agua azucarada al 5% ad libitum durante la gestacion y

lactancia.

7.1.2 Grupos experimentales de crias

Después del parto, las camadas fueron ajustadas de 8-10 crias para estandarizar la
demanda de alimento durante la lactancia. El destete se llevo a cabo en el dia 21 de lactancia, y
los machos se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos en total. Del grupo de madres con
agua simple (MS), se formaron dos grupos de crios machos: el grupo control que continuo con
la misma dieta materna de agua simple (MS-CS) y el otro grupo recibio agua azucarada al 5%
(MS-CA). Para el grupo de madres que consumieron agua azucarada (MA), también se formaron
dos grupos de crios machos: uno mantuvo la dieta materna de agua azucarada al 5% (MA-CA)

y el otro tuvo la ingesta de agua simple (MA-CS). Los animales fueron monitoreados
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diariamente en cuanto a su peso y consumo de agua y alimento. Este régimen se mantuvo durante
un periodo de 14 semanas (Figura 7).

Ms ' MS-CS
/ s 2 Agua simple
Agua simple n=6
+ Dieta estandar
Ad libitum ’ MS-CA
\ Agua + sacarosa
n=6 e al 5%
n=6
8-10
Crias 2
: MA-CS
MA J Agua simple
/ n=6
Agua + azlicar al 5%
+ Dieta estandar
Ad libitum ,
Eo . MA-CA
n=6 G ' i Agua + sacarosa
_— al 5%
Gestacion | Lactancia | Destete | Pos- destete
21-22 dias | 21 dias | Dia 22 |

14 semanas Dieta estandar
Ad libitum

Figura. 7. Disefio experimental. Obtencién de los grupos experimentales: Madre simple-Cria simple (MS-CS),
Madre simple-cria aztcar (MS-CA), Madre azucar-Cria simple (MA-CS), Madre azUlcar-Cria azGcar (MA-CA).
Imagen tomada y modificada de Davila 2023.

7.3 Obtencion de muestras sanguineas e higado

Tanto las ratas controles como las experimentales fueron sacrificadas por decapitacion
al cumplir las 14 semanas posdestete, se obtuvieron muestras sanguineas para analisis
bioquimicos posteriores. Para el aislamiento del higado la rata se colocé en posicion supinay se
realizo una incision longitudinal sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta
el dorsal del pene. El higado fue extraido y pesado. Posteriormente, se calculo el peso relativo
del higado en gramos por cada 100 gramos de peso corporal del animal. Esta medida permite
estandarizar la proporcién del peso del higado.

El higado fue dividido en Iébulos, para el histologico se utilizé una parte del 16bulo
lateral izquierdo y para estrés oxidativo se utilizé el I6bulo lateral derecho, el resto del higado

fue congelado -80 °C.

37



7.4 Determinacion de triglicéridos séricos
Para la determinacion de triglicéridos séricos se utilizo el kit comercial trigliceridos
Mono SL New. Los estandares y las muestras se analizaron por duplicado en un fotdmetro marca

Photometer 5010 v5+ a una longitud de onda de 492 nm.

7.5 Analisis histoldgico del higado

A partir de una porcion del I6bulo lateral izquierdo del higado, los tejidos fueron
procesados con Bouin durante 24 h. Posteriormente, fueron deshidratados con alcohol etilico en
concentraciones ascendentes desde 80, 96 y 100%, se aclararon en xileno y fueron incluidos en
paraplast X-tra (Anexo 1). Se obtuvieron cortes histoldgicos longitudinales (ocho de cada
animal) de 5 um de espesor seriados con un microtomo. Se colocaron cuatro cortes por laminilla
para ser tefiidas con hematoxilina-eosina (Anexo 2), posteriormente se tomaron fotografias con
una camara OLYMPUS de 5.1 megapixeles, montada en un microscopio optico Zeiss Imager
A.1 (a 40 aumentos totales). Para analizar el area transversal, area citoplasmatica, area nuclear
de los hepatocitos, la cuantificacion de hepatocitos binucleados y células inmunes, se tomaron
16 campos por animal; 8 campos de la zona pericentral tomando como referencia una vena
central (Figura 8A) y 8 campos de la zona periportal tomando como referencia una triada portal
(Figura 8B). Se utiliz6 el programa AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007) para realizar las

mediciones histologicas.

Figura 8. Corte de higado tefiido con de Hematoxilina-Eosina tomadas a 40x, VC (vena central), TP (triada portal).
Barra equivale a 50 pm.
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7.6 Cuantificacion del nimero de mastocitos

Para la cuantificacion de mastocitos en el higado, previamente se realizo el
procedimiento histolégico de preservacion y cortes, se emple6 la tincion de azul de alcian con
un pH 2.5, seguido de un contra tefiido con rojo neutro (Anexo 3). Para la observacion y conteo
de mastocitos, se utilizd un microscopio de la marca NIKON, modelo ECLIPSE E200, se
observaron los cortes a un aumento de 100X. Se examind todo el corte histologico por animal.
Se tomaron fotografias representativas de los mastocitos con una cadmara OLYMPUS de 5.1

megapixeles, montada en un microscopio éptico Zeiss Imager A.1 a 40 y 100 aumentos totales.

7.7 Determinacion de la expresion de coldgeno

Para evaluar la expresion de colageno en el higado se utilizd la tincion tricromica de
Masson (Anexo 4). El tejido hepatico fue sometido al mismo procedimiento histolégico de
preservacion y corte previamente descrito. Se tomaron 16 fotomicrografias por animal, 8 de la
zona pericentral y 8 de la zona periportal. Se llevé a cabo un estudio ciego, donde dos
examinadores independientes evaluaron las fotografias utilizando una escala de puntuacién de
0 a 3; 0 (sin tincion), 1 (poco), 2 (moderado) y 3 (mucho). Las puntuaciones asignadas por los

examinadores fueron promediadas para cada grupo experimental.

7.8 Expresion de glucégeno

La Expresion de glucogeno en el higado se evaludé mediante la tincion de acido peryddico
de Schiff (PAS) (Anexo 5). Se sigui6 el mismo protocolo de preservacion y corte de tejidos. Al
igual que la evaluacion de colageno, se tomaron 16 fotomicrografias por animal, 8 de la zona
pericentral y 8 de la zona periportal. El anlisis también se realizé mediante un estudio ciego,
en el cual dos examinadores calificaron las fotografias utilizando una escala de 0 a 3: 0 (sin
tincién), 1 (poco), 2 (moderado) y 3 (mucho). Las puntuaciones de los examinadores se

promediaron para cada grupo experimental.
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7.9 Extractos de higado para las pruebas de estrés oxidativo y actividad
enzimatica

Se llevo a cabo la homogeneizacién de una fraccion de tejido hepatico (1:10, p/v)
utilizando un tampon de radioinmunoprecipitacion (RIPA) frio (50 mM Tris-HCL), pH 7.4, 1%
Triton X-100, 0.2% desoxicolato sédico, 0.2% de docecil sulfato sédico (SDS), 1 mM de
fenilmetilsulfonil fluoruro, 5 g/mL de aprotinina, 5 g/mL de leupeptina) con un homogenizador
eléctrico. Posteriormente, el homogenado se centrifugo a 10,000 rpm durante 2 minutos a 4°C
para obtener el sobrenadante y descartar el pellet. La concentracion de proteinas se determino
mediante un ensayo Lowry de Bio-Rad, realizando la solucion de trabajo a una concentracion
1:100 en agua destilada.

7.9.1Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Para la determinacion del estrés oxidativo se evalué a través de la técnica de sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico. En un tubo, se mezclaron 70 uL de Tris 150 mM pH7.5, 300
uL de &cido tiobarbitarico al 0.4% en &cido tricloroacético y 90 pL de cada muestra. Se agito
en un vortéx y se incubd durante 45 minutos a 100 °C. Después las muestras se enfriaron en
hielo por 2 minutos, se afiadieron 200 pL de KCL al 1.2% y se centrifugaron a 7000 rpm durante
3 minutos. Para la curva de calibracién, se diluyo una solucion stock de MDA a 30 pL en
concentraciones de 0.1, 0.3, 0.6 y 1 pL en un volumen final de 300 pL. Se colocaron 180 pL
del sobrenadante en una microplaca para la lectura en un lector de placa BioTec modelo EIx800
a 532 nm.

7.9.2 Actividad enzimatica de superoxido dismutasa

En una microplaca, se afiadieron 20 puL de muestra'y 80 pL de agua destilada, luego se
incorporaron 8 pL de pirogalol 2 mM y 10 pL de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, 5 mg de MTT en 1 mL de PBS 1X). Se incubaron a temperatura ambiente
con agitacion constante por 5 min, donde fue cubierta para evitar la exposicion a la luz. Para
terminar con el andlisis se agregaron 100 pL dimetilsulfoxido (DMSQ). Para la curva de
calibracion, se realizaron diluciones de acido Urico a partir de una solucién stock de 2 mM en
concentraciones de 0, 0.01, 0.03, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5 mM en un volumen final de 1000 pL. La
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lectura se realiz6 en un lector de placa BioTec modelo ELx800 a 550 nm.

7.9.3 Actividad enzimética de la catalasa

Se prepararon tubos con 5 g de proteina de los extractos hepéaticos en un volumen final
de 250 pL, ajustando con agua miliQ. Se afadié 500 pL de fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) al 0.1 M, 50 pL de Tris 25 mM pH 7.5, 250 pL de una solucién de h202 al 0.2 M y
una solucion de dicromato de potasio al 0.16 M con acido acetico glacial en una proporcién 1:3.
La curva de calibracion se realizé con H202 en concentraciones de 0, 10, 20, 40, 80 y 160 nM.
Los tubos se incubaron a 97 °C se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se colocaron 200
ML en una microplaca para realizar la lectura en un lector de placa BioTec modelo EIx800 a
550nm.

7.9.4 Actividad enzimética de Glutation

En tubos de 2 mL, se colocaron 10 pg de proteina de los extractos en un volumen final
de 50 pL de agua destilada, ajustando el volumen seguin cada muestra. Para la curva de
calibracion, se utiliz6 una solucion de 5n; de cisteina y se prepararon diluciones de la siguiente
manera: 1.5 mM, 1.25 mM, 1 mM. 0.75 mM, 0.50 mM y 0.25 mM. Se tomaron 100 pL de las
diluciones y se colocaron en tubos. A cada tubo se afiadieron 1000 pL de fosfato de sodio
dibéasico (Na2HPO4) 0.3 M, 200 pL de reactivo de Ellman (2 mg de 5,5 -dithiobis-(-2-
nitrobenzoic acid) en 5mL de citrato de sodio dihidratado al 1%) a los tubos de la curva 'y 250
uL a los tubos de la muestra. Luego, se agitaron en vortex y se incubaron durante 10 minutos a

temperatura ambiente. La lectura se realizo en un lector de placas BioTec EIx800 a 420 nm.

7.10 Anélisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism Version 9.4.1 Se llevé a
cabo un analisis de varianza bifactorial (ANOVA de 2 vias), donde el primer factor considerado
fue la dieta materna y el segundo la dieta posnatal de las crias. Solo se realizaron pruebas post
hoc de Bonferroni entre los grupos cuando se encontraron diferencias significativas en alguno
de estos factores. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias con

valores de p<0.05.
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8. RESULTADOS
8.1 Morfometria del higado
Peso del higado

El peso del higado no fue modificado por el factor de la dieta materna (F ,, ., = 0.09456,
P=0.7616), tampoco por el factor de la dieta posnatal (F (, ., =2.087 P=0.1640), ni por la
interaccion de ambos factores (F (,, . = 0.005689, P=0.9406) (Figura 9).

Peso del higado

mm CS

5 L —1L = CA

0- T T
MS MA

Dieta materna

Peso del higado g (100 g del peso del animal)
N
1

Figura 9. Peso del higado. Se muestra la media = e.e. No hay diferencias significativas P>0.05 ANOVA de dos
vias. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria Sacarosa (MS-CA), Madre sacarosa-Cria simple
(MA-CS), Madre sacarosa-Cria-Sacarosa (MA-CA) n=6/grupo

8.2 Analisis histoldgico del higado

8.2.1 Zona Pericentral

Area transversal

Se presenta un panel de fotografias de la zona pericentral tomada a 40X (Figura 10). En
el grupo control (MS-CS) se observa un parénquima hepatico normal, con sinusoides definidos
y una arquitectura vascular adecuada, donde los cordones hepaticos son claramente
distinguibles. EI grupo MS-CA evidencia un inicio de esteatosis hepatica caracterizado por la
presencia de hepatocitos en forma de balén y gotas de grasa dentro del citoplasma de los
hepatocitos, lo que ocasiona una disminucién en la vasculatura sinusoidal debido al aumento de
su tamafio, no se logran a distinguir adecuadamente los cordones hepaticos. EI grupo MA-CS

muestra nucleos picnoticos, micro vesiculas de grasa y hepatocitos balonizados. Por Gltimo, el
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grupo MA-CA exhibe las mismas caracteristicas mencionadas, al igual que la perdida de los
cordones hepaticos, parénquima y vasculatura sinusoidal. En la figura 12 tomada a 100X se
pueden apreciar las vacuolas de grasa dentro del citoplasma de los hepatocitos de los diferentes
grupos experimentales (Figura 11).

Figura 10. Cortes histoldgicos del higado de la zona Pericentral de los grupos experimentales tefiidos con
hematoxilina- eosina. (flechas rojas) sefialan hepatocitos balonizados, (flechas negras) vesiculas de grasa, (flechas
punteadas) cordones hepaticos, (flechas azules) ndcleos picnéticos. Barra equivale a 50 um.

43



Figura 11. Cortes histologicos del higado de la zona Pericentral de los grupos experimentales. Se observan
hepatocitos en forma de balon (flechas rojas), vesiculas de grasa (flechas negras) Tefiidos con hematoxilina- eosina.
Barra equivale a 20 pm.

El area transversal fue modificada tanto por el factor de la dieta materna (F (,,.,) = 4.756,
P=0.0413), por el factor de la dieta posnatal (F (.., = 15.81 P=0.0007) y por la interaccion de
ambos factores (F , . = 8.305, P=0.0092), mostrando un incremento en el area transversal en
los grupos que tuvieron el consumo de agua azucarada durante la etapa prenatal, posnatal o en
ambas etapas en comparacion con el grupo control. Se realizé la prueba posthoc de Bonferroni
para la comparacién entre grupos, mostrando diferencias significativas ***P=<0.001 entre los
grupos (MS-CS vs MS-CA, MS-CS vs MA-CS Y MS-CS vs MA-CA (Figura 12 A).

Se realizaron histogramas de distribucion de acuerdo al tamafio del area transversal de
los hepatocitos para identificar si habia cambios en la distribucion de hepatocitos en los
diferentes grupos experimentales. Los rangos considerados abarcaron de 80 a 540 pm2
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divididos en 3 categorias: <180 umz, de 180-259 umz2y >260 um?2. Estos rangos fueron obtenidos
a partir de los datos del area transversal de los hepatocitos de los grupos experimentales. Se
aplico la prueba estadistica ANOVA de dos vias para cada rango obteniendo los siguientes
resultados: en el rango <180 um?2 muestran cambios significativos por el factor de la dieta
materna (F (., .,= 11.18, P=0.0032), asi como por la dieta posnatal (F (,.,= 23.35, P=0.0001) y
por la interaccion de ambos factores (F (., .,= 15.51, P=0.0008), la prueba posthoc de Bonferroni
muestra diferencias significativas entre los grupos MS-CS vs MS-CA, MS-CS vs MA-CA de
****pP=<0.0001 y MS-CS vs MA-CS de ***P=<0.001 (Figura 12 B). Los rangos de 180-259
pm?2 no muestras diferencias significativas en relacion con la dieta materna (F (, .., = 0.1667,
P=0.6874), ni por la dieta posnatal (F (.., = 2.074, P=0.1653), ni por la interaccion de ambos
factores (F (,.) = 0.9031, P=0.3533) (Figura 12 C). El rango >260 pum? no muestra cambios
significativos por la dieta materna (F (., ., = 2.809, P=0.1093), pero si por la dieta posnatal (F (,
») = 9.732, P=0.0054) y por la interaccion de ambos factores (F (, ., = 5.566, P=0.0286), la
prueba pos hoc de Bonferroni muestra diferencias significativas entre los grupos MS-CS vs MS-
CA **P=<0.01y MS-CS vs MA-CA *P=0.05 (Figura 12 D). En el rango de areas transversales
menores a 160 umz, el grupo control predominé significativamente, mientras que los grupos
experimentales estuvieron representados en menor cantidad. En contraste, en el rango de areas
transversales mayores a 260 umz?, se encontré una mayor cantidad de hepatocitos de los grupos
experimentales y una menor representacion de hepatocitos del grupo control.
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Figura 12. Area transversal de hepatocitos pericentrales. Se muestra la media + e.e. ANOVA de dos vias
seguida de posthoc de Bonferroni **** P<0.0001, ***P<0.001, **P=<0.01, *P<0.05. Madre simple- Cria simple
(MS-CS), Madre simple-Cria aztcar (MS-CA), Madre azlcar-Cria simple (MA-CS), Madre azlcar-Cria-azlcar
(MA-CA) n=6/grupo.

Area citoplasmica

El area citoplasmatica fue modificada tanto por el factor de la dieta materna (F (, ., =
5.536, P=0.0290), por el factor de la dieta posnatal (F (.., = 18.29 P=0.0004) y por la interaccion
de ambos factores (F (.., = 9.334, P=0.0062). Se muestra un incremento del area citoplasmatica
en los grupos que tuvieron consumo de agua azucarada durante la etapa prenatal, posnatal o en
ambas etapas en comparacion del grupo control. La prueba pos hoc de Bonferroni muestra
diferencias significativas entre los grupos (MS-CS vs MS-CA, MS-CS vs MA-CA
***p=<0.001, MS-CS vs MA-CS **P=<0.01) (Figura 13 A).
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Se realizaron histogramas de distribucion basados en el tamafio del &rea citoplasmatica
de los hepatocitos para identificar cambios en la distribucion de hepatocitos en los distintos
grupos experimentales. Los rangos considerados abarcaron de 60 a 480 um2, divididos en 3
categorias: <140 umz, de 140-239 um?2y >240 umz2. Estos rangos se establecieron a partir de los
datos del area citoplasmética de los hepatocitos de los grupos experimentales. Se aplico la
prueba estadistica ANOVA de dos vias para cada rango obteniendo los siguientes resultados:
En el rango <140 um?2 muestran cambios en relacion tanto por la dieta materna (F (,,.,) = 10.04,
P=0.0048), por la dieta posnatal (F , ., = 12.65, P=0.0020) y por la interaccion de ambos factores
(F () =11.54, P=0.0029), la prueba de pos hoc de Bonferroni muestra diferencias significativas
en los grupos MS-CS vs MS-CA, MS-CS vs MA-CS y MS-CS vs MA-CA ***P=<0.001 (Figura
13 B). Los rangos de 140-239 um2 muestran diferencias significativas por la dieta materna (F (,
») = 24.24, P=0.0001), asi como por la dieta posnatal (F (, ., = 11.65, P=0.0028), y por la
interaccion de ambos factores (F (., .) = 20.17, P=0.0002), la prueba de pos hoc de Bonferroni
muestra diferencias significativas en los grupos MS-CS vs MS-CA ***P=<(0.001, en MS-CS vs
MA-CS y MS-CS vs MA-CA ****pP=(0,0001 (Figura 13 C). El rango >240 um?2 no muestra
cambios significativos por la dieta materna (F (, .) = 2.549, P=0.1260), pero si por la dieta
posnatal (F , ., = 10.82, P=0.0037) y por la interaccion de ambos factores (F (, ., = 4.596,
P=0.0445), la prueba posthoc de Bonferroni muestra diferencias significativas entre los grupos
MS-CS vs MS-CA **P=<0.01 y MS-CS vs MA-CA *P=<0.05 (Figura 13 D). Se observé que
en el rango de areas citoplasmaticas menores a 140 um?2, el grupo control predomind
significativamente, a diferencia de los grupos experimentales que se presentaban en menor

cantidad.
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Figura 13. Area citoplasmaética de los hepatocitos pericentrales. Se muestra la media + e.e. ANOVA de dos vias
seguida de posthoc de Bonferroni *** P<0.001, ** P<0.01, *P<0.05. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre
simple-Cria azlcar (MS-CA), Madre azlcar-Cria simple (MA-CS), Madre azlcar-Cria-azicar (MA-CA)
n=6/grupo.

Area nuclear

El area nuclear no se modifico por la dieta materna (F (,, .., = 0.6903, P=0.4159) la dieta
posnatal (F (,.) = 2.822, P=0.1086), ni por la interaccion de ambos factores (F (, ., = 1.949,
P=0.1780) (Figura 14 A).

Se realizaron histogramas de distribucion basados en el tamafio del area nuclear de los
hepatocitos para identificar cambios en el tamafio del ndcleo de los hepatocitos en los distintos
grupos experimentales. Los rangos considerados abarcaron de 10 a 95 pum?, divididos en 3
categorias: <25 umz, de 25-44 um?2y >45 um2, Estos rangos se establecieron a partir de los datos
del area nuclear de los hepatocitos de los grupos experimentales. Se aplicé la prueba estadistica
ANOVA de dos vias para cada rango obteniendo los siguientes resultados:

En el rango <25 pm?2 no muestran cambios significativos por la dieta materna (F (, . =
0.1971 P=0.6618), por la dieta posnatal (F (, ., = 3.945, P=0.0609) ni por la interaccion de ambos
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factores (F (,.) = 0.4623, P=0.5043) (Figura 14 B). Los rangos de 25-44 um? no muestran
diferencias significativas en la dieta materna (F (.., = 0.4376, P=0.5158), por la dieta posnatal
(F () = 0.3192, P=0.5784), ni por la interaccion de ambos factores (F ., = 1.038, P=0.3205)
(Figura 14 C). El rango >45 um?2 no muestra cambios significativos por la dieta materna (F (,, .,
= 0.7535, P=0.3957), por la dieta posnatal (F ., = 1.402, P=0.2503) ni por la interaccion de
ambos factores (F ., = 1.779, P=0.1973) (Figura 14 D).
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Figura 14. Area nuclear de hepatocitos pericentrales. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias
significativas P>0.05 ANOVA de dos vias. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria azGcar (MS-
CA), Madre azucar-Cria simple (MA-CS), Madre azlcar-Cria-aztcar (MA-CA) n=6/grupo.
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Hepatocitos binucleados

La cuantificacion de numero de hepatocitos binucleados muestra diferencias
significativas en relacion con el factor de la dieta materna (F (,,.,) = 9.541, P=0.0058) mostrando
un aumento en el nimero de hepatocitos binucleados en los grupos provenientes de madres
expuestas al consumo de azUcar durante la gestacion y la lactancia, pero no existen diferencias
significativas por el factor de la dieta posnatal (F ., = 0.5364, P=0.4724), ni por la interaccion
de ambos factores (F (., .) = 0.001014, P=0.9749) (Figura 15 A).

Células inmunes

En el conteo de células inmunes se observan diferencias significativas por la dieta
materna (F (.., = 15.64, P=0.0008), por el factor de la dieta posnatal (F (.., = 7.280, P=0.0138)
y por la interaccion de ambos factores (F (., ., = 10.82 P=0.0037), se muestra un aumento en el
namero de células inmunes pericentrales en los grupos que tuvieron consumo de agua azucarada
durante la etapa prenatal, posnatal o en ambas, en comparacion con el grupo control. Se realiz6
la prueba posthoc de Bonferroni y se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(MS-CS vs MS-CA **P <0.01, MS-CS vs MA-CS y MS-CS vs MA-CA *** P<0.001) (Figura
15 B).
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Figura 15. Ndmero de hepatocitos binucleados y células inmunes en la zona pericentral. Se muestran zonas
pericentrales de los 4 grupos experimentales, (flechas punteadas) hepatocitos binucleados, (flechas rojas) células
inmunes (Kupffer), VC (vena central), Barra equivale a 50 um. En la gréafica se muestra la media + e.e. ANOVA
de dos vias y pos-hoc de Bonferroni **P<0.01, P<0.001. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria
Sacarosa (MS-CA), Madre sacarosa-Cria simple (MA-CS), Madre sacarosa-Cria-Sacarosa (MA-CA) n=6/grupo.

8.2.2 Zona Periportal

Area transversal

En la figura 16 se muestran fotografias de las tinciones de hematoxilina-eosina de la
zona periportal tomadas a 40X, en el grupo control (MS-CS) se pueden observar cordones
hepaticos definidos, asi como como una adecuada vasculatura sinusoidal. En el grupo MS-CA
se observa la presencia de hepatocitos en forma de bal6n similar a los de la zona pericentral,
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hepatocitos con grandes vesiculas de grasa, ademas de que se pierden los cordones hepaticos.
En el grupo MA-CS se pueden observar una variacion en el tamafio de los nucleos, hay presencia
de nucleos muy grandes y pequefios, asi como hepatocitos balonizados y micro vesiculas de
grasa. Por ultimo, el grupo MA-CA muestra una mayor cantidad de hepatocitos en forma de
balén y macro vesiculas de grasa. En la figura 17 se muestra una ampliacién a 100X que
muestran hepatocitos en forma de balon y vesiculas de grasa dentro de su citoplasma en los
grupos experimentales (MS-CS, MA-CS y MA-CA).

Figura 16. Cortes histologicos del higado de la zona periportal de los grupos experimentales. Tefiidos con
hematoxilina- eosina. (flechas punteadas) cordones hepaticos, (flechas negras) vesiculas de grasa, (flechas rojas)
hepatocitos balonizados, (flechas amarillas) ntcleos grandes, (flechas azules) ndcleos pequefios, triada portal (TP).
Barra equivale a 50 um.
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Figura 17. Cortes histoldgicos del higado de la zona portal de los grupos experimentales. Se observan
hepatocitos balonizados (flechas rojas), vesiculas de grasa (flechas negras) Tefiidos con hematoxilina- eosina. Barra
equivale a 20 pum.

Los resultados del area transversal de los hepatocitos de la zona periportal, no mostraron
diferencias significativas en relacion con el factor de la dieta materna (F ,, .= 3.901, P=0.0619),
pero si en relacion a la dieta posnatal (F (,,.,= 12.54 P=0.0021) y por la interaccion de ambas (F
o, 0= 9.969, P=0.0050) se muestra un incremento del &rea transversal de los hepatocitos
periportales en los grupos de crios que, durante la etapa prenatal, posnatal o en ambas tuvieron
el consumo de sacarosa en comparacion del grupo control. Se realiz6 la prueba posthoc de
Bonferroni y se encontraron diferencias significativas entre los grupos (MS-CS vs MS-CA
***P=<(0.001, MS-CS vs MA-CS, MS-CS vs MA-CA **P=<0.01) los resultados se observan
en la (Figura 18 A).
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Se realizaron histogramas de distribucion basados en el tamafio del area transversal de
los hepatocitos periportales para determinar si existian cambios en la distribucion de los
diferentes grupos experimentales. Los rangos considerados abarcaron de 80 a 480 pm2
divididos en 3 categorias: <160 um?, de 160-259 umz2y >260 um?2. Estos rangos fueron obtenidos
a partir de los datos del &rea transversal de los hepatocitos periportales de los grupos
experimentales. Se aplico la prueba estadistica ANOVA de dos vias para cada rango obteniendo
los siguientes resultados: en el rango <160 um2 mostraron cambios tanto por el factor de la dieta
materna (F (. ., = 10.15, P=0.0.009), por la dieta posnatal (F (, ., = 26.11, P<0.0001) y por la
interaccion de ambos factores (F (, .,= 17.84, P=0.0004), la prueba de posthoc de Bonferroni
muestra diferencias significativas entre los grupos MS-CS vs MS-CA, MS-CS vs MA-CSy MS-
CS vs MA-CA ****p=<(.0001 (Figura 18 B). Los rangos de 160-259 um?2 no mostraron
cambios significativos por el factor de la dieta materna (F (, ., = 0.1137, P=0.7395), ni por la
dieta posnatal (F (,.) = 0.7006, P=0.4125), ni por la interaccion de ambos factores (F (, ., =
1.761, P=0.1995) (Figura 18 C). El rango >260 um?2 no muestra cambios significativos por la
dieta materna (F (., = 1.789, P=0.1961), pero si en relacion con la dieta posnatal (F ,, .., = 4.466,
P=0.0473) y por la interaccion de ambos factores (F (.., = 5.384, P=0.0310), la prueba pos hoc
de Bonferroni muestra diferencias significativas entre los grupos MS-CS vs MS-CA *P=<0.05
(Figura 18 D). Se observé que en el rango de areas transversales periportales menores a 160
um?2, el grupo control predomind significativamente a diferencia de los grupos experimentales.
En el rango de areas transversales periportales mayores a 260 pumz, se encontré una mayor
cantidad de hepatocitos de los grupos que en alguna etapa de su vida o en ambas tuvieron el
consumo de agua azucarada en comparacion de los hepatocitos del grupo MS-CS (Figura 18 B,
C, D).
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Figura 18. Area transversal de hepatocitos en la zona periportal. Se muestra la media + e.e. Diferencias
significativas. ANOVA de dos vias y posthoc de Bonferroni ****P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05.
Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria azGcar (MS-CA), Madre azlcar-Cria simple (MA-CS),
Madre azucar-Cria-azcar (MA-CA) n=6/grupo.

Area citoplasmatica

Se observan diferencias significativas tanto por el factor de la dieta materna (F (, .) =
4.694, P=0.0425), por el factor de la dieta posnatal (F (.. = 11.74 P=0.0027) y por la interaccion
de ambos factores (F (, ., = 7.578, 0.0123), mostrando un aumento significativo en el area
citoplasmatica periportal de los grupos expuestos al consumo de azlcar durante la gestacion, la
vida posnatal o en ambas. Se realizd la prueba posthoc de Bonferroni y se encontraron
diferencias significativas entre los grupos (MS-CS vs MA-CS *P=<0.05, MS-CS vs MS-CA,
MS-CS vs MA-CA **P=<0.01) (Figura 19 A).
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Se realizaron histogramas de distribucion basados en el tamafio del &rea citoplasmatica
de los hepatocitos periportales para identificar cambios en su distribucion de los distintos grupos
experimentales. Los rangos considerados abarcaron de 60 a 400 um2, divididos en 3 categorias:
<140 um?, de 140-219 um?2 y >220 um?. Estos rangos se establecieron a partir de los datos del
area citoplasmatica de los hepatocitos periportales de los grupos experimentales. Se aplico la
prueba estadistica ANOVA de dos vias para cada rango obteniendo los siguientes resultados:
En el rango <140 pum?2 muestran cambios tanto por el factor de la dieta materna (F (,, ., = 13.67,
P=0.0014), por la dieta posnatal (F (.., = 13.67, P=0.0002) y por la interaccion de ambos factores
(F (,) =12.06, P=0.0024), la prueba de pos hoc de Bonferroni muestra diferencias significativas
en los grupos MS-CS vs MS-CA, MS-CS vs MA-CA ****p=<(0.0001, MS-CS vs MA-CS
***p=<(0.001 (Figura 19 B). Los rangos de 140-219 um? no muestran diferencias significativas
en la dieta materna (F (,,., = 2.211, P=0.1527), por la dieta posnatal (F (, .., = 3.196, P=0.0890),
ni por la interaccion de ambos factores (F (.., = 0.2603, P=0.6155) (Figura 19 C). El rango
>220 um? no muestra cambios significativos por la dieta materna (F (,, ., = 0.2815, P=0.6015),
ni por la interaccion de ambos factores (F (. = 1.419, P=0.2475), pero si por la dieta posnatal
(F (., ) = 12.19, P=0.0023), la prueba posthoc de Bonferroni muestra diferencias significativas
entre los grupos MS-CS vs MS-CA *P=<0.05 (Figura 19 D). Se observo que en el rango de
areas citoplasmaticas menores a 140 umz, el grupo control predominé significativamente, a
diferencia de los grupos experimentales que se presentaban en menor cantidad. En el rango de
areas citoplasmaticas de >220 um2, se encontr6 un mayor porcentaje de hepatocitos en los
grupos experimentales y una menor representacion de hepatocitos del grupo MS-CS (Figura 19
B-D).
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Figura 19. Area citoplasmatica de hepatocitos en la zona periportal. Se muestra la media + e.e. Diferencias
significativas. ANOVA de dos vias y posthoc de Bonferroni ****P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05.
Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria azGcar (MS-CA), Madre azlcar-Cria simple (MA-CS),
Madre azucar-Cria-azcar (MA-CA) n=6/grupo.

Area nuclear

No se encontraron diferencias significativas en relacion con el factor de la dieta materna
(F ¢, ») = 0.1328, P=0.7193), ni por el factor de la dieta posnatal (F (. = 0.8008, P=0.3815), ni
por la interaccion de ambos factores (F (., .) = 2.507, P=0.1290) (Figura 20 A).

Se realizaron histogramas de distribucion basados en el tamafio del area nuclear de los
hepatocitos para identificar cambios su distribucién de los diferentes grupos experimentales.
Los rangos considerados abarcaron de 10 a 85 um?, divididos en 3 categorias: <20 umz, de 20-
44 um? y >45 umz2. Estos rangos se establecieron a partir de los datos del area nuclear de los
hepatocitos periportales de los grupos experimentales. Se aplico la prueba estadistica ANOVA
de dos vias para cada rango obteniendo los siguientes resultados:

En el rango <20 pm? no se observaron cambios significativos por el efecto de la dieta
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materna (F , .,) = 0.5400 P=0.4710), la dieta posnatal (F (, .) = 1.100, P=0.3068) ni por la
interaccion de ambos factores (F (,, ., = 0.326, P=0.8585) (Figura 20 B). En los rangos de 25-
44 um? tampoco se encontraron diferencias significativas debido a la dieta materna (F (, .) =
0.00087, P=0.9767), la dieta posnatal (F (., ., = 2853, P=0.5991), ni por la interaccion de ambos
factores (F (, ., = 3.918, P=0.0617) (Figura 20 C). El rango >45 pm?2 no hubo cambios
significativos por el efecto de la dieta materna (F (,, ., = 0.3947, P=0.7575), la dieta posnatal (F
(o, ) = 0.5887, P=0.4476) ni por la interaccion de ambos factores (F , ., = 1.999, P=0.1301),
(Figura 20 D).
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Figura 20. Area nuclear de hepatocitos en la zona periportal. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias
significativas P>0.05 ANOVA de dos vias, posthoc de Bonferroni. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre
simple-Cria azlcar (MS-CA), Madre azlcar-Cria simple (MA-CS), Madre azlcar-Cria-azlcar (MA-CA)
n=6/grupo.
Hepatocitos binucleados

Se observan diferencias significativas por el factor de la dieta materna (F (,, ., = 9.358,
P=0.0062), pero no por la dieta posnatal (F (,.) = 1.270, P=0.2731), ni por la interaccién de

ambos factores (F (., ., = 1.095, P=0.3078). Se muestra un incremento en el nidmero de
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hepatocitos binucleados en los grupos de crios de madres expuestas al consumo de azucar
durante la gestacion y la lactancia en comparacion con el grupo control. Pero no existe
diferencias por el factor de la dieta posnatal. Se realizé la prueba posthoc de Bonferroni y se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (MS-CS vs MA-CA y MS-CA vs MA-
CA *P <0.05) (Figura 21 A).

Células inmunes

Se muestran diferencias significativas por el factor de la dieta materna (F (., ., = 16.54,
P=0.0006), por la dieta posnatal (F (.., =6.375, P=0.0201) y por la interaccion de ambos factores
(F ¢, ) = 13.27, P=0.0016). Se observa un aumento en los grupos que tuvieron un consumo de
sacarosa durante la etapa prenatal, posnatal o en ambas, en comparacion con el grupo MS-CS.
Se realizd la prueba posthoc de Bonferroni y se encontraron diferencias significativas entre los
grupos: (MS-CS vs MS-CA **P <0.01, MS-CS vs MA-CS y MS-CS vs MA-CA ***P=0.001)
(Figura 21 B).
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Figura 21. Numero de hepatocitos binucleados y células inmunes en la zona periportal. Se muestran zonas
periportales de los 4 grupos experimentales, (flechas punteadas) hepatocitos binucleados, (flechas rojas) células
inmunes (Kupffer), TP (triada portal), Barra equivale a 50 um. En la grafica se muestra la media + e.e. ANOVA
de dos vias seguida de posthoc de Bonferroni *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Madre simple- Cria simple (MS-
CS), Madre simple-Cria Sacarosa (MS-CA), Madre sacarosa-Cria simple (MA-CS), Madre sacarosa-Cria-Sacarosa

(MA-CA) n=6/grupo.

8.3 Numero de mastocitos

Se observan cambios significativos por la dieta materna (F (,, ., = 7.450, P=0.0129), por
la dieta posnatal (F (,,., = 14.60, P=0.0011), pero no por la interaccion (F (..., = 1.623, P=0.2173).
Se muestra un incremento en el nimero de mastocitos en los grupos que durante la etapa prenatal
y posnatal tuvieron un consumo de sacarosa. La prueba de posthoc Bonferroni muestra
diferencias significativas entre el grupo MS-CS vs MACA ***P=0.001 (Figura 23).
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Figura 22. Cortes histol6gicos del higado de los diferentes grupos experimentales tefiidos con azul de alcian.
Las lineas punteadas indican la presencia de mastocitos en el tejido hepatico (40x). A la derecha, se presentan
aumentos adicionales de los recuadros punteados (flecha negra) mastocitos, proporcionando una vista ampliada
(100x). Barra equivalente a 50 y 20 pm respectivamente.
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Figura 23. Namero de mastocitos. Se muestra la media + e.e. ANOVA de dos vias y posthoc de
Bonferroni ***P=0.001. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria azGcar (MS-CA),
Madre azUcar-Cria simple (MA-CS), Madre azlcar-Cria-aztcar (MA-CA) n=6/grupo.

8.4 Colageno

En el estudio ciego realizado en las fotografias tomadas de la zona pericentral para
evaluar la cantidad de colageno en el tejido hepatico, de acuerdo con los promedios obtenidos
se evidencia que el grupo MA-CA tiene poca presencia de coldgeno (1= poco) a diferencia del
resto de los grupos, que no muestran la presencia de fibras de colageno. Este hallazgo sugiere
una posible diferenciacion en la deposicion de colageno en este grupo.

A continuacién, se presenta una la tabla con los promedios obtenidos de cada grupo

experimental de la tincién tricromica de Masson:

Tabla 1. Escalas de presencia de fibras de colageno en la zona pericentral de los diferentes grupos
experimentales.

CENTRAL
MS-CS MS-CA MA-CS MA-CA
0 Nada 46/48 43/48 42/48 19/48
1 Poco 2/48 4/48 5/48 24/48
2 Moderado 0/48 1/48 1/48 4/48
3 Abundante 0/48 0/48 0/48 1/48
Promedio 0 0 0 1




El siguiente panel de fotografias muestra la presencia de fibras de colageno en los
diferentes grupos experimentales. En los grupos MS-CS, MS-CA y MA-CS, las fibras de
colageno se observan Unicamente alrededor de las venas centrales, lo cual se considera una
disposicion normal. Sin embargo, en el grupo MA-CA, se observo colageno también entre los

hepatocitos, lo que podria indicar el inicio de un proceso de fibrosis.

Figura 24. Cortes histoldgicos de la zona pericentral del higado de los grupos experimentales, tefiidas con la
tinciéon Tricrdmica de Masson, tomadas a 40x. Vena central (VC), fibras de colageno sefialadas con flechas
negras. Barra equivale a 50 um.

En los resultados de la presencia de colageno de la zona periportal son similares a la
zona pericentral, los promedios obtenidos indican que el grupo MA-CA presenta una baja
presencia de colageno (1=poco), mientras que en los demas grupos no se detectaron fibras de
colageno.

A continuacién, se presenta una tabla con los promedios obtenidos de cada grupo

experimental mediante la tincion tricromica de Masson.
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Tabla 2. Escalas de presencia de fibras de colageno en la zona periportal de los diferentes grupos
experimentales.

CENTRAL
MS-CS MS-CA MA-CS MA-CA
0 Nada 45/48 45/48 43/48 27/48
1 Poco 3/48 2/48 4/48 18/48
2 Moderado 0/48 1/48 1/48 3/48
3 Abundante 0/48 0/48 0/48 0/48
Promedio 0 0 0 1

Se muestra un panel de fotografias de los diferentes grupos experimentales, tefiidos con
tricromica de Masson, los grupos MS-CS, MS-CA y MA-CS muestran la presencia de fibras de
colageno alrededor de las triadas portales, lo cual es un hallazgo normal. Sin embargo, en el
grupo MA-CA, se observan fibras de colageno entre los hepatocitos, o que no se presenta en

los demaés grupos.

Figura 25. Cortes histoldgicos de la zona periportal del higado de los grupos experimentales, tefiidas con la
tincion Tricromica de Masson tomadas a 40x. Triada portal (TP), fibras de colageno sefialadas con flechas
negras. Barra equivale a 50 pm.
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8.5 Presencia de glucdgeno
Zona pericentral

En el estudio ciego realizado con las fotografias tefiidas con acido peryddico de Shift
(PAS) de los diferentes grupos experimentales, se calculé un promedio basado en los valores
asignado a cada fotografia (48 fotografias por grupo). De acuerdo con los promedios obtenidos,
el grupo MA-CA mostré una escala de 3 (abundante presencia de granulos de glucdgeno),
evidenciando visualmente una mayor presencia de glucdgeno en la zona pericentral en
comparacion con los otros grupos. Los grupos MS-CA y MA-CS presentaron una escala de 2
(moderada presencia de granulos de glucdgeno, mientras que el grupo control obtuvo una escala
de 1 (poca presencia de granulos de glucogeno) (Tabla 3).

Estos resultados se interpretan de manera cualitativa, proporcionando una perspectiva
inicial con una muestra de n=3 animales. Estos hallazgos sugieren diferencias en la presencia
de glucdgeno entre los grupos experimentales. A continuacién, se muestra un cuadro descriptivo

con las escalas utilizadas conjuntamente con las observaciones de los participantes.

Tabla 3. Escalas de presencia de granulos de glucégeno en la zona pericentral de los diferentes
grupos experimentales.

CENTRAL
MS-CS MS-CA MA-CS MA-CA
0 Nada 3/24 0/24 0/24 0/24
1 Poco 18/24 5/24 4/24 0/24
2 Moderado 3/24 16/24 10/24 11/24
3 Abundante 0/24 3/24 10/24 13/24
Promedio 1 2 2 3

La presencia de granulos de glucogeno dentro del citoplasma se observa en las siguientes
fotografias representativas de los grupos experimentales de la zona pericentral del higado
teflidas con acido peryddico de Shift (PAS) (Figura 26). A la derecha de cada fotografia se
puede observar la vena central, en el grupo control (MS-CS), se nota una escasa presencia de

granulos de glucogeno en el citoplasma de muy pocos hepatocitos, se pueden apreciar alguno
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cordones hepaticos y sinusoides. En el grupo MS-CA se observan granulos de glucégeno
presentes a la periferia de los hepatocitos los cuales recubren una parte del citoplasma, el grupo
MA-CS muestran una cantidad moderada de hepatocitos cubiertos por granulos de glucégeno
en su totalidad y, por altimo, el grupo MA-CA denota una mayor cantidad de hepatocitos
cubiertos en su totalidad incluidos los ndcleos de los hepatocitos por este polisacarido, ademas
de que la coloracién es més intensa. Esta diferencia muestra que el consumo de agua azucarada

durante la etapa prenatal y posnatal favorecen en la acumulacion de glucégeno.

Figura 26. Cortes histoldgicos del higado de la zona pericentral de los grupos experimentales tomadas a 40x
teflidos con PAS. Vena central (VC), hepatocitos con granulos de glucégeno (flechas negras). Barra equivale a 50

um.
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Zona periportal

El andlisis de la zona periportal muestra que los grupos MS-CA, MA-CS y MA-CA
tienen un promedio de 2 (moderada presencia de glucdgeno), mientras que el grupo control
obtuvo un promedio de 1 (poca presencia de glucdgeno) (Tabla 4). Estos resultados sugieren
que el consumo de sacarosa en alguna etapa de la vida aumenta ligeramente la cantidad de
glucogeno en la zona periportal en comparacion con el grupo control. A continuacion, se
muestra un cuadro descriptivo con las escalas utilizadas conjuntamente con las observaciones

de los participantes.

Tabla 4. Escalas de presencia de granulos de glucdgeno en la zona periportal de los diferentes
grupos experimentales.

PORTAL
MS-CS MS-CA MA-CS MA-CA
0 Nada 5/24 0/24 0/24 0/24
1 Poco 16/24 3/24 10/24 14/24
2 Moderado 3/24 12/24 9/24 8/24
3 Mucho 0/24 9/24 5/24 2/24
Promedio 1 2 2 2

En las siguientes fotografias representativas de la zona periportal del higado proveniente
de los diferentes grupos experimentales se observan los granulos de glucégeno dentro del
citoplasma de los hepatocitos tefiidos con acido peryddico de shift (PAS) (Figura 27). La zona
periportal del acino hepatico no se encarga del almacenamiento de glucdgeno, sin embargo,
existen diferencias visibles en la cantidad de granulos de glucégeno entre el grupo MS-CS'y los
grupos experimentales. EI grupo control muestra una minima cantidad de granulos de glucégeno
en muy pocos hepatocitos de la zona periportal, ademas de que su coloracidn es muy tenue; por
otro lado, los grupos experimentales MS-CA, MA-CS y MA-CA denotan una moderada
cantidad de hepatocitos con granulos de glucogeno los cuales se encuentran Gnicamente a la

periferia de los hepatocitos sin recubrir por completo a las células.
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Figura 27. Cortes histolégicos del higado de la zona periportal de los grupos experimentales tomadas a 40x
tefiidos con Acido periddico de Shift (PAS). Triada portal (TP), hepatocitos con granulos de glucégeno (flechas
negras). Barra equivale a 50 pum.

8.6 Triglicéridos séricos

No se muestran diferencias significativas en los triglicéridos séricos debido al factor de
la dieta posnatal (F (, .) = 3.785, P=0.0659). Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas debido al factor de la dieta materna (F (..., = 6.843, P=0.0166) y por la interaccién
entre ambos factores (F (., ., =6.040, P=0.0232). La prueba de pos hoc de Bonferroni mostro
diferencias significativas entre los grupos (MS-CS vs MS-CA, MS-CA VS MA-CS Y MA-CS
VS MA-CA P<0.05) (Figura 28).
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Figura 28. Analisis de triglicéridos séricos. Se muestra la media + e.e. ANOVA de dos vias seguida de pos-hoc
de Bonferroni *P<0.05. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria azGcar (MS-CA), Madre azUlcar-
Cria simple (MA-CS), Madre azlcar-Cria-aztcar (MA-CA) n=6/grupo.

8.7 Estrés oxidativo

Sustancias reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS)

El analisis de sustancias reactivas de &cido tiobarbiturico reveld diferencias
significativas relacionadas con la dieta materna (F (i, 1s) =431.6, P<0.0001), indicando un
incremento en los grupos de crios de madres expuestas al consumo de azlcar durante la
gestacion y la lactancia a diferencia del grupo control. Por otro lado, el factor de la dieta posnatal
no mostro cambios estadisticamente relevantes (F (1, 1) =3.501 P=0.0797), ni por la interaccion
de ambos factores (F (1, 16) =0.04596, P=0.8330). Se realiz6 la prueba posthoc de Bonferroni
para la comparacion entre grupos, mostrando diferencias significativas entre los grupos (MS-
CS vs MA-CS, MS-CS vs MA-CA, MS-CA vs MA-CS y MS-CA vs MA-CA ****p <0.0001)
(Figura 29 A).

Catalasas

Se observan diferencias significativas debido al efecto de la dieta materna (F (1, 16)
=30.39; P<0.0001), mostrando un incremento en la actividad de catalasas en los grupos de crios
de madres expuestas al consumo de azucar durante gestacion y la lactancia. El factor de la dieta
posnatal no mostré cambios estadisticamente significativos (F (1, 16) =2.332; P=0.1463), ni la

interaccion de ambos factores (F (i, 16) =2.026, P=0.1738). Se realiz6 la prueba posthoc de
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Bonferroni para la comparacion entre grupos, mostrando diferencias significativas entre los
grupos (MS-CS vs MA-CA y MS-CA vs MA-CA ***pP=0.001) (Figura 29 B).

Superdxido dismutasa (SOD)

Se encontraron cambios significativos por el factor de la dieta materna (F (i, 16) =316.2;
P<0.0001), mostrando un aumento de la actividad de superdxido dismutasa de los grupos de
crios de madres expuestas al consumo de sacarosa durante la vida prenatal a diferencia del grupo
control. El factor de la dieta posnatal no mostré cambios estadisticamente significativos (F (i,
16) =0.05280; P=0.8212), ni por la interaccion de ambos factores (F (1, 1s) =0.0004183,
P=0.9839). Se realizé la prueba posthoc de Bonferroni para la comparacion entre grupos,
mostrando diferencias significativas entre los grupos (MS-CS vs MA-CS y MS-CS vs MA-CA,
MS-CA VS MA-CS Y MS-CA VS MA-CA ****p <0.0001) (Figura 29 C).

Glutation

Se observan diferencias significativas por el factor de la dieta materna (F (i, 16) =431.6;
P<0.0001), mostrando un incremento en la actividad de glutatién en los grupos de crios de
madres que estuvieron expuestas al consumo de agua azucarada durante la vida prenatal en
comparacion con el grupo de madres simple. No se observaron cambios estadisticamente
significativos debido a la dieta posnatal (F (i, 1s) =3.501; P=0.0797), ni por la interaccién entre
ambos factores (F (1, 1) =0.04600; P=0.8329). La prueba posthoc de Bonferroni revelo
diferencias significativas entre los grupos (MS-CS vs MA-CS y MS-CS vs MA-CA, MS-CA
VS MA-CS Y MS-CA VS MA-CA ****p <0.0001) (Figura 29 D).
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Figura 29. Andlisis de estrés oxidativo en higado. Se muestra la media + e.e. ANOVA de dos vias seguida de
posthoc de Bonferroni ****P <0.0001, ***P<0.001. Madre simple- Cria simple (MS-CS), Madre simple-Cria
azucar (MS-CA), Madre azlcar-Cria simple (MA-CS), Madre azlcar-Cria-azicar (MA-CA) n=5/grupo.
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9. DISCUSION

Las ventanas criticas del desarrollo, caracterizadas por la exposicion temprana a la
sacarosa, desencadenan modificaciones en el higado de la progenie. Ademas, la continuidad de
este consumo durante la vida posnatal profundiza estas alteraciones, lo que refleja cambios
significativos en la histologia hepética, asi como cambios bioquimicos.

La cuantificacion de triglicéridos séricos mostré cambios significativos entre los grupos
experimentales de los crios. Estudios previos han demostrado que las dietas altas en
carbohidratos y lipidos pueden incrementar los valores de triglicéridos en suero (Poudyal y cols.
2012), lo cual indica un impacto metabdlico asociado al consumo de sacarosa. Sin embargo, el
peso del higado no mostré variaciones significativas debido al consumo de azlcar durante la
etapa prenatal, posnatal o en ambas, pero la histologia hepatica si se vio modificada. La dieta
materna es un factor ambiental que tiene un impacto directo en el desarrollo del higado del feto
y del recién nacido. Durante el embarazo, la dieta materna suministra los nutrientes esenciales
para el crecimiento y desarrollo del feto. La calidad y cantidad de los nutrientes ingeridos por la
madre pueden influir en la programacién metabdlica del feto, afectando su salud a largo plazo
(Liy cols. 2015). Estudios han demostrado que tanto la sobrealimentacion como la desnutricién
materna durante el embarazo confieren una mayor susceptibilidad al desarrollo de EHGNA.
Algunos estudios en animales han confirmado que la descendencia de madres alimentadas con
una dieta alta en grasas tiene un aumento en la masa corporal y la adiposidad, la descendencia
de estas madres mostré acumulacion de triglicéridos hepaticos y gotas de lipidos en el higado,
los cuales son indicativos de esteatosis hepatica, sin embargo, estos efectos no siempre persisten
hasta la vida adulta, sugiriendo una influencia critica del entorno posnatal (Lynch y cols. 2017).
Por otro lado, se ha demostrado que la combinacion de una dieta alta en grasas durante la
gestacion con una dieta similar en la etapa posnatal puede incrementar la severidad de la
esteatosis hepatica y promover la progresion a esteatohepatitis, incluyendo fibrosis (Bruce y
cols. 2009). Nuestros animales experimentales mostraron cambios significativos en la histologia
hepatica, la presencia de colageno, glucégeno y células inmunes, las cuales fueron analizadas
en la zona pericentral y periportal del acino hepatico; asi como en la cuantificacién de mastocitos
y expresion de marcadores de estrés oxidativo, modificados por ambas dietas, ya que los efectos

pueden ser acumulativos y persistentes a lo largo de la vida.
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En la zona pericentral, se evidencié un incremento en el &rea transversal de las células
hepéticas en los grupos que, durante la etapa gestacional, posnatal o en ambas, tuvieron un
consumo de agua azucarada. Las funciones de los hepatocitos de la zona pericentral se encargan
principalmente del almacenamiento de glucogeno y de lipidos (Cunningham y cols. 2021); se
conoce que una mayor disponibilidad de carbohidratos en el organismo puede desencadenar un
incremento en la sintesis de novo, ya que los carbohidratos son una fuente indispensable para la
produccién de triglicéridos (Softic y cols. 2016). Esta sintesis es llevada a cabo en el citoplasma
de los hepatocitos, por ello es probable que los animales que consumieron sacarosa hayan
mostrado este incremento. Nicolas en el 2017 demostr6 que, en crias de ratas con desnutricion
proteica, el consumo de agua azucarada durante la etapa posnatal provoco un aumento en el &rea
transversal de los hepatocitos, observandose este efecto tanto en hembras como en machos
(Nicolas y cols. 2017). En nuestro estudio los grupos experimentales evidenciaron un mayor
porcentaje de hepatocitos en los rangos > a 260 pm, se conoce que un aumento en el tamafio de
los hepatocitos en la zona pericentral no se debe inicamente a una mayor actividad metabdlica,
también puede ser una respuesta a la regeneracion hepatica debido a un dafio o alguna lesion
(Rios-Lbpez y cols. 2020). Los hepatocitos pericentrales expresan Axina 2 y el factor
transcripcional Thx3, los cuales son indispensables para el crecimiento celular, la diferenciacion
y la proliferacion celular (Wang y cols. 2015).

En el citoplasma de los hepatocitos de los animales de estudio se observan micro y macro
vesiculas de grasa, lo cual podria ser un estadio de la EHGNA, debido al incremento de la
sintesis de triglicéridos por una mayor disponibilidad de azucares en el higado, un estudio en
ratones alimentados durante la etapa prenatal y posnatal con una dieta obesogénica (alta en
grasas y azucares simples) mostraron un incremento de vesiculas de grasas, las crias
provenientes de madres con la dieta obesogénica exacerbaban aun mas el dafio a nivel
histoldgico (Mouralidarane y cols. 2013), en el estudio de Bayol (2010) también evidencia que
el grupo procedente de una dieta prenatal y posnatal de “junk food” tiene un mayor dafio a nivel
histologico por la presencia de vesiculas de grasa dentro del citoplasma de los hepatocitos, sin
embargo, ambos estudios no se centran Gnicamente en la zona pericentral, pero el dafio del
aumento de las vesiculas de grasa se puede observar en ambas zonas del acino hepatico. Por otro

lado, una mayor disponibilidad de glucosa en el higado podria conducir a un incremento en la
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produccion de glucogeno, el cual también es acumulado en el citoplasma, y para poder ser
almacenado se necesita un mayor volumen (Adeva-Andany y cols. 20164, b), esto coincide con
los hallazgos obtenidos en la evaluacion cualitativa del glucégeno.

El area nuclear de los hepatocitos exhibe un aumento de tamafo en los grupos
experimentales. Hasta el momento no existe un estudio que haya relacionado el aumento del
area nuclear con un modelo de malnutricion prenatal y posnatal por consumo de sacarosa. Este
incremento podria ser un efecto de la acumulacion de lipidos, lo que puede inducir estrés
oxidativo (vinculado con los parametros medidos de TBARS y glutation, que méas adelante se
describen) en los hepatocitos. El estrés oxidativo puede alterar la funcion de ciertas proteinas
nucleares y la estructura del ntcleo (Kurt y cols. 2012). El aumento del tamafio del nicleo puede
estar asociado con alteraciones en la regulacion del ciclo celular. En la EHGNA se han reportado
cambios en la expresion de genes que regulan el ciclo celular impactando tanto la proliferacion
como el tamafio de las células (poliploidia) (Caldez y cols. 2020). La poliploidia se asocia a
procesos de senescencia celular, lo que compromete la capacidad de los hepatocitos para
proliferar y afecta su funcion metabdlica (Rios-L6pez y cols. 2020).

Los mecanismos epigenéticos son fundamentales en la activacion y regulacion continua
de la respuesta inmune frente a la inflamacion. Factores ambientales como la dieta pueden
provocar modificaciones que influyen en la expresion de genes vinculados con la inmunidad y
el metabolismo (Campisano y cols. 2019). Mouralidarane (2017) evidencié que una dieta
obesogénica durante la etapa prenatal y posnatal incrementaba el nimero de células de Kupffer,
asi como una reduccién en las células T y un aumento en los niveles de interlucina 12 y 18 lo
cual repercutio en la funcion del sistema inmunitario innato. En nuestro estudio, observamos un
incremento general en la cantidad de células inmunes en ambas zonas, lo que coincide con la
evidencia de Mouralidarane (2017). Un incremento en el nimero de células inmunes esta ligado
con procesos inflamatorios (Asrih y cols. 2013). Lo cual se correlaciona con una mayor cantidad
de mastocitos en esos grupos. Kennedy (2021), realizé una investigacion en ratones alimentados
con una dieta occidental (alta en grasas y azucares), y hallaron que los mastocitos estan
relacionados con la generacion de esteatosis micro y macro vesicular, asi como la senescencia
biliar, la inflamacion y en la progresion a fibrosis en el higado (Huang y cols. 2022, Weiskirchen

y cols. 2019), este estudio se correlaciona con los resultados obtenidos en el grupo MA-CA los
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cuales tienen una mayor presencia de células inmunes en la zona pericentral y en la zona
periportal, asi como un mayor nimero de mastocitos que en relacion podrian estar provocando
la aparicion de una mayor cantidad de fibras de colageno a diferencia del resto de los grupos
experimentales.

Los resultados de las &reas transversal y citoplasmatica de la zona periportal se
relacionan con los obtenidos en la zona pericentral. Ambas zonas muestran un incremento en
los mismos grupos, lo cual sugiere que los efectos provocados por la ingesta de agua azucarada
en las diferentes etapas de vida son similares en ambas regiones del higado. Aungue, la zona
pericentral se encarga del almacenamiento de grasas, la zona periportal también se muestra
afectada, ya que un incremento en la produccién de acidos grasos libres en respuesta a un cambio
en el metabolismo de los carbohidratos, producirian un incremento en la cantidad de grasas a
nivel hepéatico (Vancells y cols. 2021), los cuales serian almacenados no solo en la zona
pericentral, sino también en la zona periportal que se evidencia en las vesiculas de grasa
observadas en la histologia, de igual forma este incremento podria deberse a un aumento en el
almacenamiento de glucdgeno, ya que los hepatocitos de la zona periportal se encargan de la
sintesis de glucdgeno (Softic y cols. 2016; Adeva-Andany y cols. 2016a).

Los hepatocitos periportales son mas pequefios que los de la zona pericentral, sin
embargo, los grupos experimentales se encontraron en rangos mayores a 260 pm similares a los
de la zona pericentral, esto podria estar relacionado con la proliferacion celular, Wang y cols
(2017) investigaron acerca de la poliploidizacién de los hepatocitos y mencionan que un
incremento en la poliploidizacion de los hepatocitos modificando su tamafio y, esto podria
deberse a un aumento de la proliferacion celular debido a una lesion hepatica, la cual inicia en
la zona periportal y que se puede extender a la zona pericentral. La poliploidizacion se refiere
al incremento del nimero de cromosomas dentro del nicleo de los hepatocitos, estos pueden ser
mono o binucleados (Wang y cols. 2017). El numero de hepatocitos binucleados en la zona
periportal es mayor en los grupos provenientes de madre azticar (MA-CS y MA-CA) a diferencia
de los grupos de madre simple, este incremento también podria deberse a la proliferacion celular
(Wilkinson & Duncan. 2021, Wang y cols. 2017).

El analisis cualitativo de glucogeno muestra un mayor almacenamiento en el grupo MA-

CA. De acuerdo con la zonacién hepatica, los hepatocitos de la zona pericentral son los
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encargados del almacenamiento de carbohidratos en forma de glucogeno como reserva de
energia (Adeva-Andany y cols. 2016a), al haber una mayor disponibilidad de azlcar en el
organismo durante un tiempo prolongado (etapa prenatal y posnatal) se evidencia un aumento
en el almacenamiento de este polisacarido. La acumulacion de glucégeno dentro de los
hepatocitos puede manifestarse en enfermedades que presentan una desregulacion del
metabolismo de carbohidratos, como la diabetes mellitus y la EHGNA (Soon y cols. 2023).

En el caso de la EHGNA, los hepatocitos que se encargan del almacenamiento de
glucdgeno se encuentran en la zona pericentral, pero también se pueden prolongar a la zona
periportal, estos hallazgos son corroborados con el aumento del &rea citoplasmética de los
diferentes grupos experimentales. La tincion de PAS muestra un incremento en el
almacenamiento de glucdgeno en los hepatocitos de ambas zonas, pero en menor cantidad en la
zona periportal. En estudios con ratas alimentadas con dietas ricas en grasa y fructuosa durante
2 y 4 meses, se observo un incremento en la conversion de glucosa a glucdgeno, lo que indica
que el higado elimina la glucosa de la vena porta tras la ingesta de alimentos mediante el
transportador de glucosa tipo 2 (GLUT 2) y la glucogénesis (Koo y cols. 2008). El aumento de
glucdgeno se debe a una alteracién en el metabolismo de los carbohidratos, pero también puede
representar un mecanismo protector contra la acumulacion de grasa en el higado y contra la
hiperglucemia (Lozano y cols. 2016). Seria adecuado realizar un analisis cuantitativo para
determinar la cantidad exacta de glucdgeno hepatico y asi poder confirmar los hallazgos que se
obtuvieron de forma cualitativa mediante la tincion de PAS.

Los hepatocitos tienen un complejo sistema de defensas antioxidantes, tanto enzimaticas
como no enzimaticas, destinadas a eliminar o neutralizar las especies reactivas de oxigeno
(ROS). A pesar de estas defensas, la acumulacion excesiva de ROS puede superar la capacidad
antioxidante del hepatocito, resultando en estrés oxidativo, dafio celular hepético y
eventualmente la muerte celular (Lozano y cols. 2016). En nuestro estudio se evalué un
marcador de estrés oxidativo TBARS y 3 enzimas antioxidantes (SOD, Catalasa y Glutation).
Los grupos que mostraron un incremento en estos 4 parametros fueron los grupos descendientes

de madres azUcar.
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El inicio de un estado redox alterado inicia con el aumento de acidos grasos en los
hepatocitos, este exceso aumenta la f-oxidacion mitocondrial, lo que incrementa la produccion
de ROS que altera el equilibrio antioxidante y desencadena lipotoxicidad en el higado (May
cols. 2021, Arroyave-Ospina y cols. 2021). Al haber una mayor produccion de acidos grasos
estos serdn almacenados en el citoplasma de los hepatocitos, lo cual es evidenciado en las
vesiculas de grasas observadas en la histologia de los grupos experimentales (MS-CA, MA-CS
Y MA-CA).

Las enzimas antioxidantes como SOD, catalasas y glutation tienen la funcion de
neutralizar las ROS y se ha demostrado que su induccién y actividad aumentan el dafio hepatico
y al estrés oxidativo. Los resultados obtenidos indican que una dieta prenatal de agua azucarada
induce respuesta al estrés oxidativo hepatico que sigue hasta la adultez, aun revirtiendo la dieta
(MA-CS). El modelo de Bayol muestra que existe un aumento en enzimas antioxidantes (SOD
1, SOD 2, catalasas y glutation peroxidasa 1); sin embargo, no hay evidencia de un proceso
inflamatorio, pero si de un incremento en la concentracién de fibras de colageno, en especial en
el grupo cronico (“junk food”). Un modelo de una dieta alta en grasas y fructuosa muestra un
incremento de estrés oxidativo, destacando que éste induce la esteatosis hepatica, asi como
periodos cortos de hiperglucemia se relacionan con estrés oxidativo (2 meses de la dieta).
Mientras que una dieta alta en fructuosa por el mismo tiempo no se relacionaba con esteatosis
ni con estrés oxidativo (Lozano y cols. 2016).

Sin embargo, un aumento en el tiempo de la dieta alta en grasas y fructuosa durante 8
meses mostrd que el estrés oxidativo es importante para estimulacién de la produccién de
colageno tipo 1 por las células estrelladas hepaticas. Por ende, el estrés oxidativo es crucial en
las etapas iniciales de la esteatosis, asi como su progresion en la EHGNA (Takaki y cols. 2013),
ya que un aumento en ROS puede causar dafio celular y promover la inflamacion. Este ambiente
proinflamatorio activa las células estrelladas hepaticas, las cuales se transforman en
miofibroblastos productores de colageno contribuyendo a la fibrosis (Ma y cols. 2022). En los
resultados de estres oxidativo de los grupos analizados, el grupo MA-CA mostro un aumento en
TBARS y en las enzimas antioxidantes, este grupo también exhibe a nivel histolégico un

incremento en las fibras de colageno presentes en el higado.
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El modelo de malnutricion utilizado, basado en el consumo de agua azucarada al 5%
implica una proporcion baja de carbohidratos en la dieta. Sin embargo, por los resultados
obtenidos se puede observar que un consumo de sacarosa durante ambas etapas (prenatal y
posnatal) tiene un efecto significativo tanto en la histologia hepatica, la inflamacion, la aparicién
de estrés oxidativo, asi como el inicio de fibrosis. Estos hallazgos sugieren que incluso niveles
relativamente bajos de sacarosa en la dieta pueden tener consecuencias perjudiciales a largo
plazo en la salud hepatica, especialmente cuando se consumen durante los periodos criticos del

desarrollo.
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10. CONCLUSION

El aumento en los niveles de triglicéridos séricos, en conjunto al incremento del area
transversal de los hepatocitos, indica una mayor sintesis y acumulacion de lipidos, asi como un
aumento en el almacenamiento de glucogeno. Estos cambios, junto con el estrés oxidativo y
signos de inflamacidn, sugieren un desequilibrio en el estado redox que podria favorecer el
avance de enfermedades hepaticas, incluida la fibrosis. Esto evidencia que el consumo de
sacarosa durante la etapa de gestacion y lactancia, incluso en cantidades bajas, tiene efecto
negativos a largo plazo en la salud hepatica de la descendencia, elevando el riesgo de desarrollar
EHGNA. Este riesgo se ve exacerbado si el consumo de sacarosa continua durante la vida
posnatal. Esto demuestra la importancia de implementar intervenciones nutricionales tempranas

para prevenir la progresion de la EHGNA y poder mejorar la salud a futuro.
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11. PERSPECTIVAS

e Evaluar el estado metabolico y hepatico de las madres: Realizar un estudio
complementario para analizar el efecto de la ingesta de sacarosa en las madres
durante la gestacion y lactancia. Incluiria analisis histologicos, bioquimicos y
moleculares del higado de las madres, para entender como la dieta afecta no solo
a la descendencia, sino también al organismo materno.

e Evaluar el efecto del consumo de sacarosa en hembras, considerando que los
estrogenos tienen un efecto protector, permitird entender como la programacion
fetal influye en la produccidn y proteccion de estas hormonas, y su impacto en la
predisposicion a la EHGNA.

e Evaluacion del perfil lipidico y metabdlico entre machos y hembras, permitiria
conocer si hay diferencias en la forma en que ambos sexos metabolizan los

carbohidratos y si esto puede influir en la progresion de EHGNA.
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13. ANEXOS

1 Protocolo de deshidratacion de higado

No. Soluciony Tiempo en
De solucion | concentracion minutos
1 OH 70% 20 min
2 OH 80% 20 min
3 OH 80% 30 min
4 OH 96% 30 min
5 OH 96 % 30 min
6 OH 100% 30 min
7 OH 100% 25 min
8 OH 100%- Xileno 30 min
9 Xileno | 25 min
10 Xileno Il 25 min
11 Paraplast X-tra | Sucio 30 min
12 Paraplast X-tra Il Limpio 60 min
13 Paraplast X-tra Il limpio 180 min (con un
cambio de paraplast a
los 90 min)
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2 Tincién de hematoxilina y eosina

PROCEDIMIENTO REACTIVO TIEMPO
Xileno 5 min
Desparafinar Xileno 5 min
Xileno- etanol 5 min
Etanol 100% 5 min
Etanol 100 % 5 min
Hidratar Etanol 96 % 3 min
Etanol 80 % 3 min
Etanol 60% 3 min
Agua Destilada 3 min
Colorante basico Hematoxilina de Harris 14 min
Agua corriente 40 seg
Contraste Etanol acido 40 seg
Agua destilada 40 seg
Azuleamiento Etanol amoniacal 3 min
Colorante acido Eosina 3 min
Agua destilada 40 seg
Etanol 96 % 40 seg
Etanol 96% 40 seg
Etanol 100% 30 seg
Deshidratacion Etanol 100 % 30 seg
Etanol- xileno 10 seg
Xileno 10 seg
Xileno 10 seg

Montaje

Cytoseal TM 60
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3 Tincion azul de alcian

PROCEDIMIENTO REACTIVO TIEMPO
Xileno 5 min
Desparafinar Xileno 5 min
Xileno- etanol 5 min
Etanol 100% 5 min
Etanol 100 % 5 min
Hidratar Etanol 96 % 3 min
Etanol 80 % 3 min
Etanol 60% 3 min
Agua Destilada 3 min
Colorante Acido acético glacial al 3% 3 min
Azul de alcian 2 horas
Agua destilada 3 lavados
Contraste Rojo neutro 20 minutos
Agua corriente 3 lavados
Etanol 96% 40 seg
Etanol 100% 30 seg
Deshidratar Etanol 100 % 30 seg
Etanol- xileno 10 seg
Xileno 10 seg
Xileno 10 seg

Montaje

Cytoseal TM 60
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4 Tincion tricrémica de Masson

Desparafinar Xileno 5 min
Xileno 5 min
Xileno-etanol 5 min
Etanol 100% 5 min
Etanol 100% 5 min
Hidratacion Etanol 96% 3 min
Etanol 80% 3 min
Etanol 60% 3 min
Agua destilada 3 min
Mordente Fijador de Bouin 12 hrs
Agua corriente 15-20 min
Hematoxilina de Weigert 11 min
Agua corriente 40 seg
Agua destilada 40 seg
Azulamiento Amoniaco al 1% 2 min
Agua corriente 40 seg
Biebrich Scarlet-Fushina 4 min
acida
Agua corriente 40 seg
Contraste Ac. Fosfomolibdico:Ac. 4 min
Fosfotungstico
Azul de anilina 3 min
Contraste Ac. Acetico glacial al 1% 3 min
Agua corriente 40 seg
Etanol 96% 40 seg
Etanol 96% 30 seg
Etanol 100% 30 seg
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Deshidratacion

Etanol 100%

30 seg

Etanol: Xilol 10 seg
Xileno 10 seg
Xileno 10 seg

Montaje

Cytoseal TM 60
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5 Tincién de PAS

PROCEDIMIENTO REACTIVO TIEMPO
Xileno 5 min
Desparafinar Xileno 5 min
Xileno- etanol 5 min
Etanol 100% 5 min
Etanol 100 % 5 min
Hidratar Etanol 96 % 3 min
Etanol 80 % 3 min
Etanol 60% 3 min
Agua Destilada 3 min
Oxidacion Acido periddico 30 min
Agua corriente 40 seg
Reactivo de Schiff 36 min

Agua corriente tibia

Hasta que cambie de color

Hematoxilina de Harris 11 minutos
Agua destilada 40 seg
Etanol 96 % 40 seg
Etanol 96% 40 seg
Etanol 100% 30 seg
Deshidratacién Etanol 100 % 30 seg
Etanol- xileno 10 seg
Xileno 10 seg
Xileno 10 seg

Montaje

Cytoseal TM 60
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