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RESUMEN

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) es un conjunto de alteraciones que
comprenden la presencia de una simple esteatosis hasta una cirrosis, y es considerado el
trastorno hepatico cronico mas comun. La resistencia a la insulina, diabetes tipo 2, obesidad y
sindrome metabolico, son algunos de los factores que promueven el desarrollo de higado graso
no alkcohdlico. Recientemente, los glucocorticoides también se han asociado con el desarrollo
de alteraciones del higado graso no akoholico debido a los niveles elevados de cortisol presentes
en orina y suero en pacientes obesos adultos y a las caracteristicas clinicas que comparten con
individuos con sindrome de Cushing. los cuales cursan con sindrome metabolico e higado graso.
Sin embargo. estudios epidemiolégicos han mostrado que solo el 20% de los pacientes con
sindrome de Cushing tienen esteatosis hepatica, sugiriendo que otros factores son involucrados
con la acumulacion de grasa en higado. Por otro lado, las evidencias muestran que el estrés
también promueve el inicio de la NAFLD con un incremento concomitante en la actividad de la
1 1B-hidroxiesteroide deshidrogenasa hepatica tipo 1 (11B-HSD-1), enzima que activa a los
gluicocorticoides. De la misma manera, estudios en modelos animales han mostrado que el
consumo de una dieta rica en carbohidratos durante la edad adulta es capaz de promover la
acumulacion de grasa en higado v que una dieta palatable tiene efectos diferenciales sobre la
concentracion de glucocorticoides. afectando la respuesta al estrés. Sin embargo, se desconocen
los efectos de la interaccion entre el estrés y una dieta enriquecida en carbohidratos en el
desarrollo de NAFLD. En el presente estudio se evalu6 de manera sistematica el impacto del
estrés cronko y el consumo de una dieta alta en sacarosa en animales recién destetados hasta la
edad adulta sobre los niveles de glucocorticoides y la acumulacion de grasa hepatica. Para ello,
se utilizaron 96 ratas macho Wistar de 21 dias de edad asignadas en 4 grupos (n=8/grupo):
control (C). estrés por restriccion cronica (E), dieta alta en sacarosa (A30) y estrés por restriccion
cronica mas 30% de sacarosa (E + A30) con una duracion de 1, 2 y 3 meses. El estrés por
restriccion cronica consistid en una sesion diaria de | hora, 5 dias por semana y durante 4
semanas, antes del sacrificio. Las ratas se alimentaron con una dieta estandar y agua corriente
(grupo C) o 30% de sacarosa diluida en agua (grupo A30). Los niveles de triglicéridos, estrés
oxidativo, actividad de la 11B-HSD-1, infiltracién de células inmunes, y cantidad de glucogeno

Vi
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en el higado fueron cuantificados. La concentracion sérica de corticosterona también fue
evaluada. Los resultados muestran que en los animales de 1 mes; el grupo E mostr6 un alto nivel
de corticosterona y una alta actividad de la 11B-HSD-1| hepdtica coincidente con al aumento de
los signos de esteatosis hepética, un alto contenido de triglicéridos y estrés oxidativo hepético.
Por el contrario, el consumo de una dieta alta en sacarosa en ratas estresadas (grupo E + A30)
redujo la actividad hepatica 11p-HSD-1, el nivel de corticosterona y el contenido de triglicéridos
hepaticos. Por otra parte, en los animales de 2 meses; el grupo E mostré concentraciones séricas
normales de corticosterona sin esteatosis hepatica. Sin embargo, mostrd una alta cantidad de
gluicogeno, inflamacion, fibrosis leve, estrés oxidativo, v una alta actividad dela 11B-HSD-1en
higado. EI grupo A30 present6 esteatosis hepatica y fibrosis moderada con una disminucién de
la concentracion de corticosterona. La dieta con alto contenido de sacarosa y el grupo de estrés
cronico (E+A30) mostraron concentraciones bajas de corticosterona, esteatosis hepatica y estrés
oxidativo. Por su parte, a pesar de que los grupos de 3 meses mostraron concentraciones
normales de corticosterona y de la 11B-HSD-1 hepatica, el grupo E tuvo una mayor cantidad de
glucogeno hepatico, acompafiado de un aumento de los dienos conjugados y disminuciéon de
TBARS, sin esteatosis hepatica. El grupo A30, ademas de presentar un aumento en el contenido
de grasa y triglicéridos hepéticos no mostro presento estrés oxidativo. La dieta alta en sacarosa
v el grupo de estrés cronico (E+A30) aumentaron el glucdgeno y disminuyeron la grasa,
triglicéridos y estrés oxidativo hepatico. Con nuestros resultados mostramos el desarrollo de
esteatosis hepatica asociada a los altos niveles de corticosterona y 11 HSD-1 hepética,
sugiriendo que una dieta rica en sacarosa mejora la acumulacion de triglicéridos hepaticos
promovidos por el estrés por restriccion en ratas machos jovenes. Contrario a lo observado en
ratas con un consumo prolongado de sacarosa y estrés crénico que generan diferentes
componentes del higado graso no alcohdlico. La combinacion de ambos factores podria
potenciar el desarrollo del NAFLD. Ademas, mostramos que la corticosterona no es un factor
ndispensable en el desarrollo de esteatosis hepatica. Sin embargo, estos resultados nos siguen
manteniendo a la expectativa en relacion a si los glucocorticoides y el consumo de sacarosa

potencian el desarrollo de esteatosis hepética.
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INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) es uno de los trastornos cronicos
hepatico mas comin (Kawasaki y cols 2009; Fuy cols. 2010). Son varios los factores asociados
al desarrollo de esta alteracion entre ellos se encuentra la resistencia a la insulina, diabetes tipo
2, y obesidad, por lo que recientemente se ha considerado la manifestacion hepatica del
sindrome metabdlico (Ahmed y cols. 2012). Por otra parte, la obesidad es una enfermedad
cronica reconocida como un problema de salud publica (Marti y cols. 2008). Esta enfermedad
es considerada un desorden metabdlico asociado con factores sociales, psicolégicos,
predisposicion genética y habitos alimenticios, que afecta a todas las edades (Chin y Rona 2001;
Bartolomucci y cols. 2009). Las prevalencias de sobrepeso y obesidad han aumentado con
rapidez en México. En el 2016, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) report6
una prevalencia del 33.2% de sobrepeso y obesidad en nifios menores de 5 a 11 afios a nivel
nacional, de 36.3% en adolescentes y 72.5% en adultos. Las evidencias sefialan que las bebidas
con aporte energético incrementan el riesgo de padecer obesidad, diabetes y sindrome
metabdlico (Schulze y cols. 2004; Vartanian y cols. 2007; Chandramouli y cols. 2011). Y
recientemente, también han sido asociadas con el aumento en la prevalencia de higado graso no
alcohdlico (Nseir y cols. 2010; Agius 2013).

Por otra parte, se ha sugerido que factores sociales como el trabajo, el medio ambiente,
el nivel socioeconémico aumentan el estrés en la sociedad moderna y de manera particular
durante la nifiez y juventud, etapa que se percibe como un periodo de la vida con menos
exigencias (Kostelnik y Whiren 2009; Krolow y cols. 2013). El estrés, es definido como una
respuesta adaptativa no especifica del cuerpo a estresores reales o percibidos (Chrousos 2000)
a través del incremento de las concentraciones de glucocorticoides (Van de Kar y Blair 1999)
que son altamente implicados en la prevalencia de sobrepeso, obesidad (Bjorntorp 2001; Kyrou

y cols. 2006) y la enfermedad del higado graso no alcohélico (Pinheiro y cols. 2009).

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas sintetizadas en la glandula adrenal
(Grasa-Martinez  2004; Pinheiro y cols. 2009), para el mantenimiento de la homeostasis
metabdlica tanto en estado basal como en respuesta al estrés y juegan un papel importante en el

metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Nadery cols. 2012). La conducta alimentaria



ha sido asociada con el estrés, tales como la ansiedad, depresion, el comer por razones
emocionales y el consumo de alimentos palatables, son de gran importancia en la patogenesis
de obesidad (Guerra y cols. 2000; Pervanidou y Chrousos 2011). En nifios y adolescentes con
sobrepeso se ha mostrado que el aumento de la ansiedad se asocia con un aumento de comidas
palatables y la pérdida de control sobre la comida, sugiriendo que la ingesta de alimentos

palatables es una forma de hacer frente a la ansiedad (Pervanidou y Chrousos 2012).

Se ha reportado que la enfermedad del higado graso no alcohdlico es causada por la
interaccion de factores como la ingesta de carbohidratos (Manti y cols. 2014) y el estrés (Kyrou
y Tsigos 2007; Czech y cols.2013; Liu y cols. 2014), y recientemente ha sido correlacionada
con los niveles elevados de cortisol presentes en orina y suero en pacientes obesos adultos
(Altuna y cols. 2006). Aunque los mecanismos subyacentes de la progresion de la enfermedad
del higado graso no alcohdlico no son claros, un desequilibrio que involucra la tolerancia a la
glucosa, un mayor almacén de acidos grasos no esterificados en higado y una alta lipogénesis
de novo proveniente de la glucosa y fructosa (Scorletti y cols. 2011), parecen ser responsables
de la acumulacion de grasa en higado que incrementan la B-oxidacion y estrés oxidativo
(Scorletti y cols. 2011; Manti y cols. 2014; Lee y cols. 2014). Sin embargo, la relacion entre el
estrés, los glucocorticoides, y el metabolismo de carbohidratos desde una temprana edad hasta

la edad adulta no ha sido estudiada.

1.1 Consumo de bebidas azucaradas

México es uno de los principales consumidores de refrescos y bebidas azucaradas per capita en
el mundo con un consumo aproximado entre 115 y 163 litros por persona al afio y un consumo
promedio de medio litro al dia (Rivera y cols. 2000; Barquera y cols. 2008; Euromonitor 2011;
Chaloupka y cols. 2011; Silva y Duran 2014). Las bebidas azucaradas son consideradas todas
aquellas que poseen un sabor dulce, otorgado por edulcorantes o sustitutos de azucares, con
contenido energético, cuya funcion esta basada en satisfacer una necesidad energética bésica del
individuo (Rivera y cols. 2008).

Estudios realizados en humanos sobre la sensacion de hambre y control del apetito

muestran que las bebidas ricas en azlicares simples tienen menor capacidad para producir



saciedad que los alimentos sélidos, induciendo a una mayor ingesta de energia (OMS 2003; Di
Meglio y Mattes 2000; Martinez 2008). Atendiendo estas consideraciones, se ha sefialado que
uno de los problemas de consumir bebidas azucaradas en nifios y adolescentes es que, ademas
de no brindar nutrientes, las calorias que aportan se acumulan con el tiempo y derivan en
obesidad y diabetes a una temprana edad (Rivera y cols. 2008; Pisabarro 2009; INSP 2013; Silva
y Durén 2014).

Por otra parte, se ha mostrado que la ingesta de bebidas azucaradas promueve un
incremento de la presion arterial, triglicéridos, colesterol y sindrome metabdlico que podrian
estan involucrados con su efecto glicémico (Silva y Duran 2014)y el origen de la adiposidad a
través de la sintesis de triglicéridos (lipogénesis de novo hepatica), generando acidos grasos para
la produccion de triglicéridos hepaticos ligando este proceso al desarrollo de esteatosis hepatica
(Silva y Duran 2014). ElI aumento de lipidos hepéticos se asocia con el aumento de la sintesis y
secrecion de VLDL (Adiels y cols. 2006). Para el ensamblaje intracelular de los triglicéridos en
VLDL es esencial la apoB, y cuando los lipidos hepaticos se incrementa la degradacién de apoB
se reduce (Silva y Duran 2014).

1.2 Estrés

El estrés es definido como una disrupcién en la funcion de la homeostasis de un organismo
causada por un estresor. El sistema de estrés funciona de manera circadiana e interactla con
otros sistemas para regular una variedad de funciones. Cambios fisiolégicos y conductuales
(referido como alostasis) son respuestas caracteristicas al estrés, que involucran al eje

hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA) y el sistema nervioso simpatico (Chrousos 2000).

El estrés fisiologico y psicologico incrementan las concentraciones de glucocorticoides
en plasma por la activacién del eje HPA (Van de Kar y Blair 1999), que es controlado por varios
circuitos de retroalimentacion negativos que tiende a normalizar el tiempo de integracion en la
secrecion de cortisol, y media los efectos percibidos por el estrés en la periferia del cuerpo que
ayudan al organismo hacer frente aestos cambios (Chrousos 2000; Fernando Y cols. 2013). Bajo
condiciones normales, la activacion de la respuesta al estrés, resulta en cambios adaptativos

endocrinos, metabolicos, y cardiovasculares que pueden mantener la homeostasis (Pervanidou



y Chrousos 2012), que incluyen el incremento de glucosa en plasma debido a la gluconeogénesis
y degradaciéon de glucégeno, asi como la inhibicion de la entrada de glucosa en algunos tejidos,
estimulacién de la lipolisis en tejido adiposo y un incremento de la tasa metabdlica (Arcego y
cols. 2014). Por otra parte, se ha observado que la experiencia de un estrés fisico o emocional
intenso, asi como de estrés cronico, puede conducir al desarrollo de una serie de condiciones
psicolégicas y somaticas, incluyendo trastornos de ansiedad, depresion, obesidad y sindrome
metabdlico (Pervanidou y Chrousos 2012). La exposicion al estrés puede promover un
incremento o disminucién en la ingesta de comida, dependiendo del tipo y la intensidad (Adam
y Epel 2007; Krolow y cols. 2013; Arcego Yy cols. 2014). Asi mismo, la regulacion del eje HPA
dependerd del tipo de dieta consumida: Estudios en roedores han mostrado que dietas altas en
carbohidratos reducen la respuesta del eje al estrés (Pecoraro y cols. 2004; Krolow y cols. 2013;
Corona-Pérez y cols. 2015), mientras que dietas ricas en grasa aumentan los niveles de
glucocorticoides (Kamara y cols. 1998). Ademas, hay evidencia de que los glucocorticoides
estimulan el apetito y el incremento del peso corporal a través del efecto orexigénico del
neuropeptido 'Y (NPY) en el eje HPA, un efecto que es inhibido por la leptina y la insulina
(Krolow y cols. 2013). Aunado a ello, la activacion del sistema simpatico incrementa la
secrecion de IL-6 lo que aumenta la movilizacion de &cidos grasos libres que inducen resistencia
a la insulina en musculo y proveen sustrato para la produccion hepéatica de lipoproteinas
(Chrousos 2000).

Se ha sugerido que factores ambientales, como el estrés, son altamente implicados en la
prevalencia de obesidad (Bjorntorp 2001; Kyrou y cols. 2006; Klump y cols. 2007) y la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (Pinheiro y cols. 2009). Muchas evidencias
proponen que la experiencia de un estrés agudo o cronico durante periodos criticos del
crecimiento y desarrollo pueden tener grandes efectos frecuentemente irreversibles sobre la
conducta, crecimiento, funciébn reproductiva, cardiovascular, inmune y metabdlica
(Charmandari y cols. 2003; Pervanidou y Chrousos 2012) promoviendo la aparicion temprana
del sindrome metabdlico (Krolow y cols. 2013), a través de la sobresecrecion cronica de
mediadores de estrés como los glucocorticoides Y las catecolaminas que conducen al desarrollo

de hiperinsulinemia, adiposidad visceral, hipertension arterial, intolerancia a la glucosa y



dislipidemia (Chrousos y Gold 1998; Chrousos 2000; Bjorntop 2001; Rosmond 2005;
Pervanidou y Chrousos. 2011).

1.3 Glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas sintetizadas en la zona fasciculada de la glandula
adrenal (Grasa-Martinez 2004; Pinheiro y cols. 2009), bajo el control de un sistema de

retroalimentacion neuroendocrina a traves, del eje HPA (Vegiopoulos y Herzing 2007).

La activacion del eje HPA se inicia en el nicleo paraventricular hipotalamico con el
aumento en la sintesis de la hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus siglas en
inglés), la cual se libera al sistema hipofisario, que al unirse a su receptor en las células
corticotropas de la adenohipofisis, se produce la secrecion de la hormona adrenocorticotrop ina
(ACTH, por sus siglas en inglés) que a su vez, estimula la produccion de glucocorticoides en
las glandulas adrenales (Schawartz y cols. 2003; Perello y Spinedi 2004). Los glucocorticoides
plasmaticos, a su vez, determinan un mecanismo de retroalimentacion negativo sobre la
actividad neuronal, regulando la sintesis de CRH vy la sensibilidad a los mecanismos activadores
del eje. La sintesis y secrecion de glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en
roedores), representa el paso final de una cascada neuroendocrina que inicia en el sistema

nervioso central (Sapolsky y cols. 2000; Pacak y Palkovits 2001).

La secrecién de glucocorticoides sigue un ritmo circadiano regulado por el nicleo
supraquiasmatico del hipotalamo (Pervanidou y Chrousos 2012) que aumenta ante situaciones
de ayuno prolongado y condiciones de estrés (Grasa-Martinez 2004). Estas hormonas son
esenciales para el mantenimiento de la homeostasis metabolica y juegan un papel importante en
el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Stimson y Walker 2008; Vegiopoulos y Herzig 2007;
Pinheiro y cols. 2009; Nader y cols. 2012).

Las células esteroidogénicas pueden emplear dos fuentes potenciales de colesterol para
la esteroidogénesis: la primera, através de la sintesis de colesterol de novo pasando por la via
del acetato en el reticulo endoplasmico; y la segunda, a partir del colesterol ligado a

lipoproteinas circulantes. Hay dos principales mecanismos para esto: la absorcion de la



circulacion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (principal fuente de colesterol
esteroidogénica en roedores) a través de receptores scavenger Bl (SR-B1), y la captacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (fuente esteroidogénica en humanos), derivadas
principalmente de fuentes dietéticas a través de receptores LDL en la superficie celular (Miller
y Bose 2011).

La ACTH induce la esteroidogénesis por la union al receptor acoplado a proteina G
(Kraemer y cols. 2013), através de la activacion de la adenilato-ciclasa que genera AMP ciclico
activando la proteina quinasa (PKA) dependiente de AMP (Kraemer y cols. 2013) promoviendo
la movilizacion de colesterol através de endocitosis mediada por receptor (Miller y Bose 2011)
hacia la mitocondria y su translocacién de la membrana mitocondrial externa hacia la interna,
donde ocurre la sintesis de pregnenolona por accion de la enzima citocromo P450scc
(CYP11AL,; por sus siglas en inglés colesterol side ccleavage enzyme) (Stocco 2001; Miller y
Bose 2011; Gomez-Chang y cols. 2012). La pregnenolona formada (P5) se metaboliza por 3p-
HSD mitocondrial o del reticulo endoplasmico, que conduce a la formacién a la progesterona
(P4). P5 metabolizado por CYP17 forma dehidroepiandrosterona y P4 metabolizado por las
formas CYP17 androstenediona que también esta formado por dehidroepiandrosterona a través
dela accion de 3B-HSD. En la glandula adrenal, P4y 17-hidroxiprogesterona son metabolizados
por CYP21 para formar 11-desoxicorticosterona y 11-desoxicortisol, respectivamente, que se
metaboliza adicionalmente por CYP11BL1 en las mitocondrias para formar corticosterona y el

cortisol, respectivamente (Papadopoulos y Miller 2012; Figura 1).
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Figura 1. Sintesis de glucocorticoides en la glandula adrenal.

Cerca del 80-85% de los glucocorticoides viajan en sangre unidos a la globulina ligadora
de corticosteroides (CBG) y cerca de un 10-15% unidos a la albdmina, quedando apenas una
fraccién del 5% de cortisol libre circulante considerado biologicamente activo (Rodes y cols.
2001; Grasa-Martinez 2004; Opherk y cols. 2004; Vegiopoulos y Herzig 2007). Los efectos
fisiologicos de los glucocorticoides son mediados a través de receptores citoplasméaticos
(Vegiopolus y Herzing 2007) que viajan al nlcleo celular y promueven o inhiben la expresion
de genes (Grasa-Martinez 2004). Hay dos subtipos de receptores: los receptores a
glucocorticoides (GR) tipo 2 de baja afinidad y receptores a mineralocorticoides (MR) tipo 1 de
alta afinidad (Walker 2007).

Los tejidos que expresan receptores a glucocorticoides son el higado, pulmén, tejido
adiposo, musculo, corteza adrenal, células P pancredticas y la glandula pituitaria anterior, tejidos
determinantes para la homeostasis de lipidos, insulina y glucosa hepéatica. Mientras que, el
receptor a mineracolorticoides se expresa en la nefrona distal, hipocampo, corazon, colon distal,

glandulas salivales y sudoriparas (Seckl y cols. 2004; Vegiopoulos y Herzig 2007).

La sintesis y secrecién de glucocorticoides representa el paso final de una cascada de
sefializaciones reguladas por el sistema neuroendocrino (Vegiopoulos y Herzig 2007). Sin

embargo, hay evidencias de una sintesis local de glucocorticoides regulado por la enzima 11f-
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hidroxiesteroide deshidrogenasa (11B-HSD) (London y cols. 2007; London y Castonguay
2009) la cual ha sido asociada recientemente con la presencia del sindrome metabodlico (Czegle
y cols. 2012). Hay dos isoenzimas: La enzima tipo 1 (11B-HSD1) cuya funcion es la conversion
de cortisona inactiva a cortisol activo y la enzima tipo 2 (11B-HSD2) que cataliza la inactivacion

de cortisol a cortisona (Seckl y cols. 2004; Tomlinson y cols. 2004).

La 11B-HSD1 es un enzima luminal del reticulo endoplasmico, que se expresa en
higado vy tejido adiposo. La actividad reductora de 113-HSD1 es totalmente dependiente del
cofactor nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), obtenido por la accidén de la
hexosa-6-fosfato deshidrogenasa (H6PDH), enzima de inicio de la via de las pentosas, y co-
localizada con 11B-HSDL1 en la cara interna del reticulo endoplasmico (Fernandez-Vasquez y
cols. 2011; Czegle y cols. 2012; Figura 2).
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Figura 2. Modulacién intracelular de la accion glucocorticoide. Glucosa-6-fosfato (G6P), Hexosa-6-fosfato
deshidrogenasa (H6PDH).

En el higado la activacion de la enzima 11B-HSD1 amplifica la sintesis local de
glucocorticoides. Estudios en humanos como en roedores obesos han mostrado un aumento de
la enzima 11B-HSD1 (Seckl y cols. 2004). En apoyo a lo anterior, estudios realizados mediante
la infusion de cortisol tetramarcado con deuterio (F-4D) tanto en perros como en humanos
obesos, han mostrado que mas del 50% de la produccion diaria de cortisol procede de la
activacion de cortisona por la accion de la enzima 11B-HSD1 extra-suprarrenal, basicamente

hepatica (Fernandez-Vazquez y cols. 2011).
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Por otra parte, se ha mostrado que el aumento de la produccion hepética de cortisol en
los obesos con sindrome metabolico no se acompafia de hipercortisolismo sistémico, porque
ambos origenes del cortisol circulante, suprarrenal y hepatico, estan en equilibrio dinamico y
el aumento de produccion hepatica se ve compensado por un mayor catabolismo hepatico del
cortisol y una menor actividad del eje corticosuprarrenal, como se demuestra por el aumento
de ACTH dosis dependiente en respuesta al tratamiento con inhibidores especificos de 11p-
HSD1 (Rosenstock y cols. 2010).

1.4 Higado

El higado es la glandula més grande del organismo Y se encuentra localizada en el hipocondrio
derecho del abdomen (Fortoul 2010). El higado se encuentra dividido en l6bulos (Tanaka y
cols. 2011) y en la rata se compone por 6 Idbulos (Moller y Vazquez 2011). La unidad
estructural del higado son los hepatocitos que se encuentran formando trabéculas de una sola
célula de espesor separadas por los sinusoides, que en conjunto forman el parénquima. A través
de los sinusoides se encuentra el espacio perisinusoidal (espacio de Disse) ubicado entre el
endotelio sinusoidal y los hepatocitos (Ross y cols. 2005; Tanaka y cols. 2011). El nucleo de
los hepatocitos esta ubicado en el centro de la célula y su tamafio varia, algunos de estos nlcleos
son diploides y su vida media es de por lo menos 150 dias (Ross y cols. 2005; Welsch y Sobotta
2009).

En términos de una unidad funcional existen tres maneras de describir la estructura del

higado: el lobulillo clasico, el lobulillo portal y el acino hepatico (Figura 3).
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Figura 3. Representacién del lobulillo clasico, portal y acino hepatico.

En el lobulillo clasico, los hepatocitos adoptan una disposicion radial, desde la vena
central en el cual, desembocan los sinusoides hacia la periferia del lobulillo. En los angulos se
encuentran los espacios portales o de Kiernan, que consisten en tejido conjuntivo laxo estromal
caracterizados por la presencia de triadas portales (Ross y cols. 2005). El lobulillo portal, es el
conducto interlobulillar de la triada portal del lobulillo clasico. Sus bordes externos son lineas
imaginarias trazadas entre las tres venas centrolobulillares méas cercanas a esa triada portal que
definen un bloque de tejido triangular con porciones de los tres lobulillos clasicos que secretan
la bilis y drenan en su conducto biliar axial (Ross y cols. 2005). El &cino hepatico, ocupa parte
de dos lobulillos clasicos contiguos. Los hepatocitos en cada acino se describen dispuestos en
tres zonas elipticas concéntricas que de acuerdo al flujo sanguineo sinusoidal en las tres zonas
varia el gradiente de oxigeno, la actividad metabdlica de los hepatocitos y la distribucion de las
enzimas hepaticas. Las células de la zona 1 son las primeras en recibir oxigeno, nutrientes y
toxinas desde la sangre sinusoidal yson mas activos en la gluconeogénesis y en el metabolis mo
oxidativo de la energia, ademas de ser las primeras en exhibir alteraciones morfologicas tras la
obstruccion de la via biliar, también son las Gltimas en morir si hay trastornos de la circulacion

y son las primeras en regenerarse. Mientras que, los hepatocitos de la zona 3, son mas activos
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en la glucdlisis, lipogénesis y requieren menos oxigeno ademas de ser los primeros en acumular

lipidos (Ross y cols. 2005; Macias-Rodriguez y Torre 2009).

En el higado hay una doble irrigacion que tiene un componente venoso dado por la vena
porta (alrededor del 75%) de la que recibe sangre venosa y un componente arterial dado por la
arteria hepatica de la cual recibe sangre oxigenada (25% de su irrigacion). Las ramas de ambos
vasos entran en los sinusoides, donde los hepatocitos capturan el oxigeno, los nutrimentos y
ciertas sustancias toxicas, que junto con las ramas de drenaje de la via biliar son denominadas
triada portal. Los compuestos que producen los hepatocitos, se secretan en la sangre a través de

los sinusoides que desembocan en la vena central (Ross y cols. 2005; Welsch y Sobotta 2009).

1.5 Organogénesis del higado

El desarrollo embrionario de los hepatocitos, se origina a partir de los hepatoblastos que se
derivan del endodermo definitivo (Zhao y Duncan 2005). En roedores se ha observado que
alrededor del dia embrionario 7, el endodermo definitivo emerge de la linea primitiva para
reemplazar el endodermo extraembrionario del saco vitelino. Posteriormente el endodermo se
invagina para formar la vena porta en la parte anterior de la region del embrion en desarrollo
que en Ultima instancia definird el intestino anterior. Aproximadamente en el dia embrionario
8.0, la pared ventral del endodermo del intestino anterior se coloca adyacente al corazon, y son
sefiales del corazon las que promueven el inicio del desarrollo del endodermo hacia una
formacion hepatica. El endodermo responde a esta induccion mediante la generacion del
primordio hepatico primario que puede ser identificado como una consecuencia anatomica de
la pared ventral del intestino anterior aproximadamente durante el dia 8.5-9.0. Alrededor del
dia 9.5 la membrana basal que rodea el primordio hepatico se pierde, y las células deslaminadas
del primordio invaden el septum transverso del mesénquima que rodea los hepatoblastos
(Duncan 2003; Zhao y Duncan 2005). Factores de crecimiento de fibroblastos (FGF 1y 2) junto
con la proteina morfogenética dsea (BMP) participan en el desarrollo hepéatico en el endodermo
primario ventral (Jung y cols. 1999) y en particular se ha mostrado que contribuyen a cambios
en la morfologia celular y proliferacion. Por otro lado, el hex es esencial para la expansion de
la poblacion de hepatoblastos nacientes en el desarrollo del primordio hepéatico. GATA4 y FoxA

participan en el desarrollo del endodermo y la migracion de las células hepaticas al septum
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transverso mientras que, GATAG6 sirve para la expansion del primordio hepético y la
diferenciacion de hepatoblastos nacientes. Por otro lado, la expresion de Prox promueve la
expansion de hasta 84 veces el volumen del higado entre el dia 13.5 y 20.5 en embriones de
ratas contribuyendo significativamente a la arquitectura morfogenética del higado (Zhao y
Duncan 2005, Miyajima Yy cols. 2014; Figura 4). Finalmente, es hasta la etapa postnatal cuando
se da el establecimiento del ducto biliar de colangiocitos y hepatocitos maduros con capacidad
funcional metabdlica, regulada por vias de sefializacion intra y extracelular que incluyen

factores de transcripcion y crecimiento, citosinas y hormonas (Snykers y cols. 2009).
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Figura 4. Desarrollo embrionario del higado en roedores. Endodermo definitivo (area azul), corazon (he), septum
transverso (S), endodermo ventral (VE), yema del higado (Lb), células endotoliales (E), hepatoblastos (H), vena

porta (PV).

Adicionalmente, el estilo de vida y la dieta, en el periodo prenatal y postanal también
han sido asociados con modificaciones epigéneticas que hacen suceptibles a érganos de
padecer ciertas patologias (Mehedint y Zeisel 2013). El término epigénetica es conocido como

todas las alteraciones en la expresién de un gen o fenotipos celulares que incluyen todos los
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cambios mitéticamente heredados en la expresion génica, no codificados en el &cido
desoxirribonucleico (DNA) (Whayne 2014).

Ademas, se ha mostrado que el estilo de vida y los habitos alimentarios son capaces de
promover la activacion de sefiales inflamatorias, proliferacion celular, apoptosis, alteraciones
del metabolismo de lipidos y glucosa en higado (Mehedint y Zeisel 2013). Estudios en modelos
animales, han expuesto que ratas que consumen una dieta rica en grasa durante el periodo
prenatal promueven la transcripcion del gen Pck1y un aumento de la expresion del mRNA de
los genes G8Pasa, Cebpa, Srebp-la'y Pgcla con un aumento de glucosa sérica al dia 21 de
edad (Strakousky y cols. 2011). Mientras que, una restriccion proteinica durante la gestacion
disminuye la expresion del gen Lxra, con aumento de la G6pasay de la 774-Hsd1 en higado
de ratas adultas, las cuales participan en el metabolismo de la glucosa y sintesis de acidos
grasos (Cha y Repa 2007; Vo y cols. 2013). Similar a lo que ocurre con dietas altas en
grasa/azicar durante la gestacién y lactancia en ratas Sprague-Dawley las cuales en el dia
postnatal 1 aumentan la cantidad de triglicéridos y glucdgeno hepético, glucosa e insulina
séricas observandose afectadas la expresion de genes FAT/CD36, PPARy, Cptla, apoB100,
InsR, LepR, IGFBP2 y FGF21, mientras que en el dia postnatal 21 hay un aumento de
triglicéridos hepaticos y disminucion de insulina (Kjaerdaard y cols. 2014). Algo similar ocurre
durante la vida postnatal, donde dietas altas en grasa/carbohidratos y estimulos como el estres
provocan una mayor expresion de genes relacionados con el metabolismo de acidos grasos
(Motoyama y cols. 2009; Renaud y cols. 2014). Sin embargo, no hay trabajos donde se estudien
los efectos del estrés y una dieta rica en carbohidratos en el periodo posterior al destete y hasta

la edad adulta, etapa considerada critica en el desarrollo.

1.6 Metabolismo de carbohidratos y glucocorticoides

El higado interviene de forma directa en el metabolismo de los carbohidratos. Convierte la
glucosa en glucdgeno para almacenarla en el interior del hepatocito (glucogénesis), en ausencia
de glucosa es capaz de transformar los aminoacidos vy los lipidos en ésta (gluconeogénesis) y
despolimeriza el glucogeno en glucosa (glucogénolisis) e hidroliza la glucosa a piruvato

(glucolisis) para ser usado en otras vias metabolicas (Dvorkin y cols. 2010). En condiciones
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normales, durante el consumo de alimento, la insulina secretada en las células B pancreaticas,
captura la glucosa para ser transportada hacia el higado inhibiendo la glucogendlisis vy la
gluconeogénesis (Vegiopoulos y Herzig 2007). Por otra parte, la fructosa particularmente
importante debido a la gran cantidad de sacarosa presente en la dieta humana, es primero
fosforilada a fructosa 1-fosfato (fructoquinasa hepatica) donde es degradada por la aldosa
hepatica; los productos dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido son utilizados para formar
glucosa por la via de la gluconeogenesis (Vegiopoulos y Herzig 2007). Estas triosas fosfato
podrén entrar en la via glicolitica hasta formar piruvato y oxidarse posteriormente a Acetil
CoA. En el higado el Acetil CoA proporciona carbonos para la sintesis de acidos grasos,
triglicéridos y colesterol, estimulando las vias glicoliticas y lipogénicas en la célula hepatica
(Esquivel-Solis y Gomez-Salas 2007). Una de las caracteristicas destacadas del metabolismo
del higado, es la capacidad para la sintesis de novo de glucosa durante el ayuno o en
condiciones de estrés, con el fin de proporcionar glucosa a los diferentes tejidos extrahepaticos,
ya que durante estas etapas los &cidos grasos libres o precursores de los aminoacidos se

canalizan en la via de la gluconeogénesis (Vegiopolus y Herzig 2007).

Para llevar a cabo la gluconeogénesis, se necesita la presencia de tres enzimas: piruvato
carboxilasa (PC), el cual convierte el piruvato en oxaloacetato, la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPCK), que actua descarboxilando el oxalacetato a fosfoenolpiruvato, y la glucosa-6-
fosfatasa (G6Pasa), que hidroliza a la glucosa-6-fosfato en glucosa libre donde los
glucocorticoides contribuyen al desequilibrio de la gluconeogénesis y la hiperglucemia
(Vegiopoulos y Herzig 2007, Nader y cols. 2012). Debido a que los glucocorticoides estimulan
la gluconeogénesis hepatica por la activacion del receptor a glucocorticoides que aumenta la
regulacion de la expresion de la PEPCK y la G6Pasa. Ademas, también suprimen la entrada de
glucosa dependiente de insulina e inhiben la sintesis de glucdgeno, que resulta en una reducida
sensibilidad a la insulina y elevada produccion de glucosa hepatica. En apoyo a lo anterior, la
sobreexpresion de H6PDH (hexosa-6-fosfato-deshidrogenasa), PEPCK y G6Pasa se han
encontrado aumentadas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, donde fue encontrado un
aumento de glucocorticoides (Chandramouli y cols. 2011). Por otra parte, Cassuto y cols. (1997)

mostraron que la actividad de la PEPCK es s6lo estimulada por los glucocorticoides en el higado
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y rifion, pero suprimida en tejido adiposo, mientras que otros estudios sugieren que la expresion
de esta enzima es estimulada en tejido adiposo visceral, higado y rifidn (London y cols. 2007;
Chandramouli y cols. 2011). Por lo que, en condiciones donde esta elevado el cortisol, el higado
que tiene un tiempo de transito sinusoidal relativamente prolongado, puede captar una cierta
cantidad de cortisol fijado a su globulina de union, ademas de la captacion de la hormona libre
y de la unida a albdmina que aumentan la gluconeogénesis (Rodes y cols. 2001; Opherk y cols.
2004; Vegiopoulos y Herzig 2007).

Los glucocorticoides también participan de manera importante en el metabolismo de
tejido adiposo, debido a que activan a la lipoprotein lipasa (LPL), que promueve el
almacenamiento de grasa (Devlin 2000; Arnaldi y cols. 2010; Spencer y Tilbrook 2011), y la
liberacion de acidos grasos de los adipocitos a través de la activacion de la lipasa sensible a
hormonas (HSL), una enzima clave responsable de la movilizacion de &cidos grasos, inhibida
por la insulina (Bjorntorp 1995). Este aumento en la circulacion de acidos grasos libres puede
restringir la utilizacion de glucosa (Spencer y Tilbrook 2011), causando resistencia ala insulina
(Adams vy cols. 2005; Arthur y Mccollough 2006; Nseir y cols. 2010). El efecto de insulino-
resistencia no es generalizado, por lo que el higado capta la mayor cantidad de glucosa y acidos
grasos que promueven la lipogénesis hepatica de novo con el subsecuente aumento del flujo de
lipoproteinas (principalmente VLDL). Finalmente, este aumento de &cidos grasos inicia a
acumularse en vesiculas intracelulares desarrollandose asi la esteatosis hepatica (Tiniakos y
cols. 2010; Nader y cols. 2012).

Por otra parte, los glucocorticoides hormonas diabetogénicas pueden provocar la
disminucién de la entrada de glucosa e incrementar la produccién de glucosa hepatica por la
estimulacién de la gluconeogénesis e inhibir la secrecion de insulina (McMahon y cols. 1988;
Fernando y cols. 2013). Debido a que la sobreexpresion del receptor de glucocorticoides
provoca una disminucion del transportador GLUT-2, el cual facilita el ingreso de la glucosa
como respuesta al incremento de la glicemia tanto en células [} pancreaticas como en hepatocitos
(Bermudez y cols. 2007; Scorletti y cols. 2011). En el pancreas el GLUT-2 facilita la entrada de
glucosa a la célula B que aumenta la liberacion de insulina por la generacion de ATP, a través

del aumento de ATP/ADP, que conduce al cierre de canales de potasio provocando una
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despolarizacion de la membrana por la apertura de canales de calcio seguido de la exocitosis de
los granulos secretores de insulina. En apoyo a lo anterior estudios in vitro han demostrado la
disminucién de la liberacion de insulina causada por la dexametasona en los islotes pancreaticos
asociada con una disminucién de GLUT-2 y un aumento de la actividad en la glucosa-6-
fosfatasa (Delaunay y cols. 1997). Por lo que, condiciones donde se encuentran niveles elevados
de glucocorticoides como en el sindrome de Cushing se han asociado con resistencia a la
insulina, diabetes, hipertrigliceridemia e hipertension arterial (Nader y cols. 2012) ademas del
desarrollo de esteatosis hepatica (Pinheiro y cols. 2 009; Arnaldi y cols. 2010). Aunque los
mecanismos subyacentes de la progresion de la enfermedad del higado graso no alcohodlico no
son claros, la resistencia ala insulina, la obesidad y factores dietéticos parecen jugar un rol clave

en su desarrollo (Nseir y cols. 2010).

En particular Opherk y cols. (2004), han mostrado la participacion de los
glucocorticoides en el metabolismo de glucosa hepatico, inactivando el gen del receptor de
glucocorticoide en el hepatocito de ratones con diabetes inducida. Observaron que la ausencia
del receptor de glucocorticoide en el hepatocito, evita el desarrollo de hiperglucemia en
diabetes mellitus Il inducida, probablemente al dafiarse el proceso de la gluconeogénesis,
sugiriendo que la disminucion de la funcidn del receptor de glucocorticoide en higado durante
el metabolismo de la glucosa puede controlar la hiperglucemia diabética. De tal manera que,
utilizando antagonistas del receptor de glucocorticoide en higado, disminuye los niveles de
hiperglucemia y dislipidemias en modelos animales con diabetes mellitus 1l (Vegiopoulos y
Herzig 2007).

De manera especifica se ha mostrado que el consumo de sacarosa en la rata adulta
produce esteatosis hepatica (Bacon y cols. 1984; Huang y cols. 2007) y el aumento del
contenido de grasa visceral (El Hafidi y cols. 2001; Alexander y cols. 2004, London y cols.
2007, Pérez-Torres y cols. 2009) pero no el aumento de los niveles de glucocorticoides
(Fuente-Martin y cols. 2012; Corona-Pérez 2013). Adicionalmente, se ha sugerido que una
alimentacion con sacarosa puede tener un impacto sobre el metabolismo de los

glucocorticoides debido a sus efectos sobre la actividad de la 11B-HSD1, que resulta en un
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incremento en la actividad de los glucocorticoides (London y Castonguay 2009; Chandramouli
y cols. 2011). Pero también el estrés puede aumentar la actividad de la enzima 11B-HSD1
(Fernando y cols. 2013; Altuna y cols. 2006). La induccion de distintos tipos de estrés por
pocas horas en ratas macho Sprague-Dawley causa un incremento en la actividad de la 11f-
HSD1 en higado debido a un incremento en NADPH, asi como una reduccion de pH debido a
la glucélisis anaerobia que ocurre durante situaciones de estrés. EI NADPH generado por la
hexosa 6-fosfato deshidrogenasa (H6PHD), actia como un cofactor para la 11p-HSD1
mientras que un pH bajo favorece su accion reductasa, ambos incrementan la accion catalitica
de conversion de glucocorticoides inactivos a glucocorticoides activos (Brown y cols. 1993;
Nashev y cols. 2007).

1.7 Esteatosis hepatica no alcohdlica

La esteatosis hepatica no alcohodlica es una enfermedad metabdlica caracterizada por la
presencia de vacuolas llenas de triglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos (Burt y cols.
1998; Tiniakos Yy cols. 2010). Se ha asociado con la presencia de resistencia a la insulina,
diabetes mellitus tipo 2, obesidad y dislipidemias, cuadro clinico del sindrome metabdlico
(Loria y cols. 2005; Alkhouri y cols. 2010).

Segun la morfologia y tamafio de las vacuolas se distinguen dos tipos de esteatosis que
pueden indicar acumulacion cronica o aguda de lipidos (Brunt 2001):

e Microvesicular: Eneste proceso los hepatocitos estan ocupados por numerosas vacuolas
pequefas de lipidos que dejan el nlcleo en el centro de la célula proporcionandoles un
aspecto espumoso (Fong y cols. 2000; Welsch y Sobotta 2009). Es asociada con un
defecto de la B-oxidacion de &cidos grasos libres (Brunt 2001).

e Macrovesicular: Existe una Unica vacuola de grasa de gran tamafio que desplaza el
nlcleo a la periferia del hepatocito (Fong y cols. 2000; Welsch y Sobotta 2009). Resulta
de un incremento deliberado de la oxidacion y disminucién en la secrecion de lipidos
en el higado (Brunt 2001).

Segun el porcentaje de hepatocitos afectados (Adams y cols. 2005; Tiniakos Yy cols. 2010), se

clasifica en:
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e Grado 0: Menor o igual al 5% de los hepatocitos afectados.
e Grado 1. De 5 a 33% de los hepatocitos afectados.

e Grado 2. De un 34% a un 66% de los hepatocitos afectados.
e Grado 3: Mas del 66% de los hepatocitos afectados.

2. ANTECEDENTES
2.1 Modelos animales
2.1.1 Consumo de carbohidratos y esteatosis hepatica

En modelos animales, el consumo de carbohidratos a distintas concentraciones y tiempo de
exposicién han sido asociados con la presencia de obesidad, alteraciones metabdlicas vy el
desarrollo de la enfermedad del higado graso no alcohdlico durante la edad adulta (El Hafidi y
cols. 2001; 2004; Alexander y cols. 2004; Kawasaki y cols. 2009; Péerez-Sanchez 2011).
Estudios realizados en ratas macho Wistar alimentadas con una dieta alta en sacarosa (68%)
durante 5semanas mostraron dislipidemia, esteatosis hepatica y resistencia a la insulina (Huang
y cols. 2007). Por otra parte, en ratas macho Wistar alimentadas con sacarosa al 5% durante dos
meses, hubo altos niveles de triglicéridos, aumento en el area total de los hepatocitos y esteatosis
hepética (Pérez-Sanchez 2011). Mientras que, Bacon y cols. (1984) mostraron en ratas macho
Sprague-Dawley que consumieron sacarosa del 40-50% una disminucion del peso corporal y
del higado en comparacion con las ratas que consumieron 20-35% de sacarosa o dieta Chow
durante tres semanas. Sin embargo, la concentracion de triglicéridos hepaticos fue mayor en las
ratas que consumieron de 25 a 50% de sacarosa, observandose esteatosis hepéatica en todas las
concentraciones de sacarosa. Aunado aello, Roncal-Jiménez vy cols. (2011) mostraron en la rata
macho Sprague-Dawley alimentada con una dieta alta en sacarosa (40%) durante 4 meses, el
desarrollo de higado graso. En apoyo a lo anterior, estudios realizados en ratones macho de la
cepa C57BL/6 alimentados con una dieta alta en sacarosa (65%) durante 6 semanas muestran
un desarrollo de obesidad, esteatosis hepatica Yy resistencia a la insulina, destacando el papel de
la apoptosis en el reclutamiento de macrofagos del tejido adiposo e inflamacion, contribuyendo

a la resistencia a la insulina y acumulacion de lipidos hepéticos (Alkhouri y cols. 2010). Cabe

22



mencionar que todos estos estudios han sido realizados durante la edad adulta y no han analizado
la participacion de los glucocorticoides. En nuestro laboratorio hemos mostrado en ratas macho
Wistar que el consumo de sacarosa (30%) a temprana edad durante tres meses provoca un
proceso inflamatorio progresivo seguido de una esteatosis hepéatica grado 1, aunque la
concentracion de corticosterona fue disminuida (Corona-Pérez 2013). Estos resultados, nos
hacen sugerir gque no precisamente se necesita de corticosterona para inducir esteatosis hepatica,
sin embargo, es posible proponer que la presencia de corticosterona podria influir en potenciar

la esteatosis hepética.

Como se menciond anteriormente la enzima 113-HSD1 participa de manera importante
en la sintesis local de glucocorticoides. En apoyo a ello, London y cols. (2007) han mostrado
la expresion de la enzima hexosa-6-fosfato-deshidrogenasa (H6PDH) y 11B-HSD1 en higado
y tejido adiposo visceral en ratas macho adultas Sprague-Dawley que consumen sacarosa al 16
y 32%. Por otro lado, se ha mostrado en ratones transgénicos ApoE-HSD1, que la
sobreexpresion de la enzima 11B-HSD1 y el subsecuente aumento en los niveles de
glucocorticoides son suficientes para provocar resistencia a la insulina, esteatosis hepética e
incremento en la sintesis de lipidos hepaticos (Paterson y cols. 2004; Vegiopoulos y Herzig
2007).

2.1.2 Glucocorticoides y esteatosis hepatica

Niveles elevados de glucocorticoides han sido asociados con el desarrollo de esteatosis hepatica
(Paterson y cols. 2004, Vegiopoulos y Herzig 2007; Arnaldi y cols. 2010). En la rata macho
Sprague-Dawley, se ha mostrado que el tratamiento con dexametasona (un glucocorticoide
sintético) durante 7 dias aumenta la concentracion de acidos grasos libres en plasma,
triglicéridos, VLDL y colesterol, lo que provoca la acumulacion intracelular de lipidos en higado
(Cole y cols. 1982). Mientras que Pinheiro y cols. (2009) mostraron que en la rata macho adulta
de la cepa Wistar a las que les administrd6 dexametasona durante un mes, desarrollan
hiperglicemia, menor tolerancia a la glucosa, elevacion de colesterol, LDL, VLDL vy
triglicéridos, disminucion del HDL, presencia de esteatosis hepatica e hipotrofia muscular. Por

el contrario, en modelos animales de obesidad, dislipidemia y esteatosis hepéatica como en el
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raton db/db, ob/ob y KKA (y) los niveles de glucocorticoides han sido encontrados elevados

(Vegiopoulos y Herzig 2007).

2.1.3 Efectos del estrés en higado

Los informes clinicos sugieren una estrecha interaccion entre los factores de estrés y las
enfermedades del higado (Djordjevic y cols. 2010). Dado que el higado juega un rol
indispensable en la respuesta adaptativa al estrés, promoviendo compuestos ricos en energia,
tales como glucosa Yy lipidos necesarios para la adaptacion del organismo (Sapolsky y cols.
2000).

Estudios realizados en ratas machos Wistar durante la edad adulta utilizando un modelo
de inmovilizacion (2h al dia, durante 5 dias consecutivos) como estrés cronico, han mostrado
una disminucién de peso corporal y de ingesta de alimento, con una reduccion de glucégeno en
higado e insulina en plasma (sin variaciones en los niveles de glucosa). Mientras que, el estrés
agudo (inmovilizacién por 30 minutos) aumenta los niveles de corticosterona, insulina, glicerol,
cuerpos cetonicos Yy glucosa (Ricart-Jané y cols. 2002; Djordjevic y cols. 2010). Por otra parte,
un estudio realizado en la rata macho Wistar utilizando 21 dias de aislamiento social como
modelo de estrés cronico, mostré una disminucion de corticosterona sérica y glucosa y un

aumento del estado pro-oxidativo del higado (Djordjevic y cols. 2010).

Motoyama y cols. (2009) estudiaron el efecto del estrés por aislamiento social por 4
semanas sobre el metabolismo de lipidico hepatico en ratones macho de la cepa BALB/c,
encontrando que la via del receptor activado por proliferadores de peroxisomas subtipo alfa
(PPARa) fue notablemente disminuido, y la biosintesis de lipidos controlada por elementos de
enlace reguladores de esteroles factor 1 (SREBP-1) fue significativamente aumentada. Por otra
parte, el grupo de Sakakibara y cols. (2012) estudiaron el efecto del estrés por aislamiento social
sobre la biosintesis de lipidos y sus efectos en el higado durante 13 semanas en ratones macho
de la cepa C57BL/6J de 4 semanas de edad encontrando un incremento en el peso corporal, peso
del higado y grasa visceral con cambios histologicos en los hepatocitos por acumulacion de
grasa, acompafiada de un aumento de corticosterona sérica en la semana 1, sin embargo una

disminucion gradual de la hormona fue mostrada posiblemente debido a la habituacion de los
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animales a la exposicion de estrés cronico. Adicionalmente, revelaron una disminucién de
triglicéridos en plasma sugiriendo que se debe a una acumulacion de triglicéridos en higado.
Ademéds, la disminucién de acidos grasos libres en plasma pudo ser debido al alto potencial de
inhibicion de la lipoproteina lipasa (LPL) ante las condiciones de estrés, sugiriendo que la
exposicion a estrés cronico por estrés social puede incrementar el riesgo de hipertrofia por la

acumulaciéon de grasa hepatica (Sakakibara y cols. 2012).

Por otro lado, estudios en humanos y modelos animales, asi como en cultivos de tejidos,
tienen reportado que la exposicion al estrés y elevados niveles de glucocorticoides incrementan
la generacién de especies reactivas de oxigeno (Arcego y cols. 2013) que causan dafio a
estructuras celulares tales como las proteinas, lipidos, membranas y acido desoxirribonucleico
(DNA) (Valko y cols. 2007). También la respuesta adaptativa al estrés involucra importantes
cambios en la funcibn mitocondrial, lo que les permite ajustar la bioenergética, termogénesis,

oxidacion y/o respuesta de apoptosis (Manoli y cols. 2007).

2.1.4 Sacarosa mas estrés en higado

Uno de los pocos modelos donde han analizado el efecto del consumo de sacarosa (30%) mas
estrés cronico (frio a 4°C) es el realizado por Bell y cols. (2002) en la rata macho Sprague-
Dawley adulta durante doce dias, donde observan que las ratas consumen mayor cantidad de
agua con sacarosa y disminuyen el consumo de alimento. Sin embargo, su ingesta cal6rica
aumenta y disminuye su peso corporal. Es decir, la cantidad de tejido adiposo aumenta con la
sacarosa Yy disminuye con la exposicion al frio. No hay diferencias en el peso de las adrenales.
Mientras que, con el frio las concentraciones plasmaticas de los triglicéridos y glicerol
disminuyen hay un aumentd en la cantidad de acidos grasos libres en plasma, de manera
contraria alas ratas que consumen sacarosa. La ingesta de sacarosa no tuvo ningin efecto sobre
la corticosterona en plasma mientras que, el frio, aumentd su concentracion. La concentracion
de insulina y leptina disminuyeron en los animales expuestos al frio en comparacion a los
animales que consumieron sacarosa donde si aumentaron dichos parametros. De modo que los
cambios inducidos por la exposicién al frio fueron atenuados por el consumo de sacarosa

reduciendo la secrecion de corticosterona inducida por el estrés. Sugiriendo que la ingesta de

25



sacarosa inhibe los efectos del estrés, ya que los individuos pueden habituarse regulando el

estrés a través de la manipulacién de un nutriente.

Por otro lado, el estrés por aislamiento entre los dias 21 y 28 de edad induce un
desbalance oxidativo hepatico debido al incremento en la produccion de especies reactivas, asi
como una disminucion en la actividad de enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa y
catalasa). Adicionalmente, al término del periodo se proporciono una dieta palatable (sacarosa
0 grasa) hasta el dia 60, encontrando que los efectos del estrés son aumentados por una dieta
rica en grasa en comparacion con lo que sucede con una dieta alta en carbohidratos. Por lo que,
sugirien que los estresores durante la vida temprana pueden programar el desarrollo y

metabolismo en la edad adulta (Arcego y cols. 2014).

Cabe resaltar que en los trabajos anteriormente citados no se ha investigado de manera
sistematica la relacion entre el consumo de sacarosa mas estrés sobre los niveles de
corticosterona y el desarrollo de esteatosis hepatica desde una temprana edad. Recienteme nte
en nuestro laboratorio, utilizando el modelo de consumo con sacarosa al 30% desde los 21 dias
de edad en la rata macho Wistar durante tres meses, mostramos un dafio hepatico caracterizado
por un proceso inflamatorio y esteatosis hepatica grado 1 acompafiado de una disminucion de
los niveles de corticosterona sérica (Corona-Pérez 2013) y un aumento de tejido adiposo,
triglicéridos y VLDL (Diaz-Aguila 2012). Dado que se han relacionado los glucocorticoides
con el desarrollo de esteatosis hepatica, a nosotros nos interesa saber si el consumo de sacarosa
mas estrés, nos puede aumentar de manera fisiologica las concentraciones de corticosterona y
con ello potenciar el efecto de la sacarosa sobre el desarrollo de esteatosis hepatica desde una
temprana edad.
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3. JUSTIFICACION

La obesidad es una enfermedad cronica reconocida como un problema de salud publica (Marti
y cols. 2008). En México su prevalencia ha aumentado con rapidez; tanto en nifios como en
adolescentes y adultos (ENSANUT 2016). Recientemente, se ha sefialado su importancia en el
desarrollo de higado graso no alcohdlico (Nseir y cols. 2010; Agius 2013), a través de la
correlacion con los niveles elevados de cortisol presentes en orina y suero en pacientes obesos
adultos (Altuna y cols. 2006). Por otra parte, se ha mostrado que el aumento de la produccién
hepética de cortisol en los obesos con sindrome metabolico no se acompafia de hipercortisolis mo
sisttmico, porque ambos origenes del cortisol circulante, suprarrenal y hepatico, estan en
equilibrio dindmico (Rosenstock y cols. 2010). Sin embargo, los mecanismos subyacentes de la

progresion de la enfermedad del higado graso no alcohélico no son claros.

Se ha sugerido que factores ambientales y habitos alimentarios, como el estrés (Czech y
cols.2013; Liu y cols. 2014), y el consumo de bebidas azucaradas (Manti y cols. 2014), son
altamente implicados en la prevalencia de obesidad (Kyrou y cols. 2006; Klump y cols. 2007)
y el metabolismo de los glucocorticoides debido a sus efectos sobre la actividad dela 113-HSD1
(London y Castonguay 2009; Chandramouli y cols. 2011), la cual ha sido asociada
recientemente con la presencia del sindrome metabolico (Czegle y cols. 2012). En el higado, la
activacion de la enzima 11B-HSD1 amplifica la sintesis local de glucocorticoides, su accidon
sobre la lipogenesis hepatica (Silva y Duran 2014) y el aumento de lipidos hepaticos asociados
con el aumento de la sintesis y secrecion de VLDL (Adiels y cols. 2006). Sin embargo, la
relacion entre el estrés, los glucocorticoides, y el metabolismo de carbohidratos desde una

temprana edad hasta la edad adulta no ha sido estudiada.

Actualmente, se desconoce si la ingesta de sacarosa y estrés cronico pueden potenciar el
desarrollo del higado graso no alcohdlico. Debido a esto, el objetivo del presente estudio se
centra en analizar los componentes adyacentes a la evolucién y desarrollo de el higado graso no
alcohdlico en ratas, desde el destete hasta la edad adulta; con el fin de proveer una mejor
comprension de los acontecimientos de la vida temprana, promoviendo medidas preventivas

durante la infancia y disminuir la vulnerabilidad a los trastornos relacionados a la edad adulta.
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4. HIPOTESIS
El consumo de sacarosa atemprana edad méas estrés aumenta los niveles de corticosterona sérica

y potencia el desarrollo de esteatosis hepatica en la rata macho.

5. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto del consumo de sacarosa a temprana edad mas estrés sobre el aumento de los

niveles de corticosterona sérica y la potenciacion del desarrollo de esteatosis hepatica en la rata
macho.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Determinar la concentracion de corticosterona sérica en funcion del tiempo y tratamie nto
b) Evaluar la organizacion histologica hepética
c) Determinar los niveles de triglicéridos hepaticos
d) Evaluar la actividad enzimatica de la 11p-HSD1 en higado

e) Evaluar el dafio oxidativo hepatico

Adicionalmente se realizd la cuantificacion de tejido adiposo que servira para la interpretacion

de los resultados.
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6. METODOLOGIA
6.1 Manejo de los animales

Se utilizd 96 ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Al dia del destete se tomaron
ratas machos procedentes de madres diferentes. Las ratas se colocaron aleatoriamente en jaulas
independientes mantenidas en condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 h, conciclo
luz-oscuridad invertido y temperatura de 20+2 °C. Las ratas se dividieron en 4 grupos
experimentales: ratas que consumen agua simple (C), agua simple + estrés cronico (E), agua
azucarada 30% (A30) y estres cronico + agua azucarada 30% (E + A30) con una duracion del
periodo experimental de uno, dosy tres meses. Las ratas fueron expuestas a estrés un mes antes

del sacrificio en los grupos correspondientes (Figura 5).
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Figura 5. Disefio experimental: n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua simple); E, agua
simple+estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E + A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.
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6.2 Protocolo de la dieta

Todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina (Tabla 1). Los grupos
experimentales recibieron 30% de sacarosa estandar comercial en el agua que consumieron, las
ratas del grupo control consumieron agua simple. El consumo de alimento y agua fue ad libitum.
Durante el periodo experimental, se hizo un registro diario del peso corporal, consumo de
alimento y agua. El consumo de alimento y agua fue medido colocando una cantidad conocida

en cada jaula obteniendo la cantidad remanente 24 horas después.

Nutrimento Porcentaje (%) Kcal
Proteinas 29 98.6
Lipidos 13 44.2
Carbohidratos 58 197.2
Total 100 340

Tabla 1. Aporte caldrico y nutrimental por cada 100 gramos de alimento de dieta Chow 5001 de Purina.

6.3 Estrés

Para someter las ratas a estrés, se colocaron en tubos de plastico de diferentes tamafios, fijados
con cinta adhesiva en el exterior, un extremo se mantuvo abierto para que la rata pudiera
respirar, las ratas fueron expuestas a 1h diaria de estrés por la mafiana (entre 11:00 y 12:00)
durante 5 dias a la semana hasta concluir el experimento (sin estrés los fines de semana)
(Macedo vy cols. 2012).

6.4 Obtencion de kilocalorias (kcal) consumidas en el alimento
Para la obtencion de kcal consumidas por el alimento:
1.- Se obtuvo la ingesta de alimento por semana de vida de cada individuo.

2.- Posteriormente se eligi6 un dia al azar para promediar y se obtuvo los gramos de alime nto

consumidos por grupo por semana.

30



3.- Estos gramos de alimento se multiplicaron por 3.4 que son las kcal que nos proporciona 1g
de alimento Chow 5001.

6.5 Obtencién de kilocalorias (kcal) consumidas enelagua

Para la obtencion de kcal por el consumo de agua se realizb lo siguiente:

1.- Se obtuvo la ingesta de agua por semana de vida de cada individuo.

2.- Posteriormente todas las ingestas se promediaron para obtener el volumen (ml) consumido

por grupo por semana.

3.- Este volumen se multiplicd por 30g de azlcar y se dividié entre 100 ml de agua para obtener

los gramos de azlicar consumidos.

4.- Estos gramos fueron multiplicados por 4 que son las kcal que nos proporciona un gramo de

azlcar para obtener las kcal consumidas en el agua.

6.6 Obtencién de muestras sanguineas, higado y tejido adiposo

Al término del periodo experimental previo al sacrificio, las ratas fueron dejadas en ayuno, para
lo cual se les retird el alimento a las ocho de la noche. Las ratas del grupo A30 se les retird el
agua azucarada, colocandoles agua simple para cumplir un ayuno de doce horas. Al dia
siguiente, a las ocho de la mafiana a cada rata se le midid la glucosa sérica con un analizador
Accutrend GCT, Roche Diagnostics. Posteriormente, los animales fueron sacrificados por
decapitacion para colectar dos tubos (13 x 100mm) de sangre. La sangre se dejé reposar en bafio
maria durante 15 minutos, después se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos. EIl suero
fue separado en alicuotas de 300 pL, las cuales se conservaron en congelacion a -70°C hasta el
analisis de corticosterona. La rata decapitada inmediatamente se coloc6 en posicion supina, se
realizd una incision longitudinal sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta
el dorsal del pene. El higado y el tejido adiposo visceral (pericardio, visceral, perirrenal y
gonadal) fueron extraidos y pesados. El indice de adiposidad fue calculado como tejido adiposo

total (g) dividido entre el peso corporal (g) x 100.

31



6.7 Determinacion de corticosterona

El andlisis de corticosterona sanguinea se realiz6 por el método de ELISA (Enzyme Linked
Inmunoabsorvent Assay) por medio de kits disponibles comercialmente, Kit Enzyme
Immunoassay, comparfiia Assay Desing N0.900-097. Los estandares y las muestras se corrieron

por duplicado.

6.8 Andlisis histolégico del higado

A partir de una porcion del I6bulo menor del higado (Figura 6), los tejidos se procesaron con
Bouin durante 24 h. Posteriormente, el tejido fue deshidratado con alcohol etilico en
concentraciones ascendentes desde 60, 80, 96 y 100%, aclarado en xileno y fue incluido en
paraplast X-tra. La otra porcion del I6bulo menor fue sumergida en sacarosa al 30% como
medio de crio-proteccion. Se obtuvieron cortes histolégicos longitudinales de 7 y 15 pm de
espesor con un microtomo Yy un criostato, respectivamente. Los cortes de cada animal se
colocaron en portaobjetos independientes, cuatro cortes por laminilla. Una laminilla fue tefiida
con hematoxilina-eosina (tifie citoplasma y nicleo). Posteriormente se tomaron fotografias con
una camara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un microscopio 6ptico Zeiss Imager
A.1 (400 y 1000 aumentos totales). El andlisis del area/ densidad nuclear y células binucleadas
(40x) se realizd en una cuadricula de 4x4 midiendo las células que estaban dentro de los cuatro
cuadros centrales tomando de referencia la vena central, mientras que el area nuclear (100x) se
midi6 por campo (Figura 7) utilizando un analizador de Iméagenes AxioVision REL 4.6 (Zeiss
Inc 2007). Para evaluar la presencia de lipidos y el grado de inflamacién en el higado, se utilizo
una escala numérica de 0-3 donde el grado 0, indica que el tejido no tiene lipidos o inflamacion;
en el nivel 1, las areas dafiadas son escasas; para el grado 2, la presencia de lipidos e
inflamacion es moderada y finalmente en el grado 3 de inflamacion la presencia de lipidos fue
abundante (Romero-Sarmiento y cols. 2012). Adicional a ello, la actividad de la enfermedad
del higado graso no alcohdlico (NAS) fue determinada a través del grado de esteatosis,
hepatocitos balonizados e inflamacion lobular (Brunt 2007, Tiniakos y cols. 2010; Jacome-
Sosa y cols. 2014). La segunda laminilla fue tefiida con rojo oleoso para determinar el
contenido de grasa en la célula hepética. Adicionalmente, se realizd la tincion de tricromica de

Masson para evidenciar la presencia de fibrosis.
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Cortes en direccion longitudinal
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Figura 6. Obtencidn de cortes de higado para anélisis estadistico.
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Figura 7. Medicion del area /namero de nlcleos de hepatocitos y area nuclear

6.9 NUmero de células inmunes dentro de los sinusoides

La presencia de células inmunes fue evaluada en cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina-
eosina (H-E). Se cuantifico la presencia de células inmunes, y de manera particular de
neutréfilos dentro de los sinusoides. El andlisis se llevod a cabo en 10 campos a 100x cercanos a

la vena central hepéatica. Agregado aello, una nueva serie de portaobjetos fueron tefiidos con la
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técnica de azul Alcian pH 2.5 para evidenciar la presencia de mastocitos alrededor de la vena

central.

6.10 Tincién rojo oleoso

Los cortes obtenidos del criostato se enjuagaron con alcohol isopropilico al 60%, posteriorme nte
se agregd el tinte de rojo oleoso por 45 minutos. Enseguida se lavaron con agua destilada y se
procedié hacer la contratincion con solucién de Mayer’s por 5 minutos. Finalmente se procedio

a lavar con agua destilada y montar con glicerina.

6.11 Medicién del contenido de grasa y triglicéridos hepéticos

Los triglicéridos hepéticos fueron medidos por el método de Folch con algunas modificaciones.
Las muestras de tejido hepatico congelado (aproximadamente 0.5 g cada uno) del lobulo medio
se homogenizaron en 5.4 ml de cloroformo/metanol (2: 1;v /v; JT Baker, México) y se agitaron
en vortex. La fases organica e inorganica fueron separados por la adicion de 1.8 ml de NaCl al
0.7% (JT Baker, México). Las muestras se centrifugaron a 1200 RPM durante 15 min a 4°C. La
fase organica se transfiri6 a un nuevo tubo, se evapor0 Yy peso. Las muestras fueron
resuspendidas en isopropanol + Triton X-100 al 10%. La cantidad de triglicéridos hepéticos se
midi6 usando un kit comercial (Elitech Clinical Systems, México). El contenido de grasa
hepética fue reportado como g/g peso himedo del higado, y los niveles de triglicéridos hepaticos

fueron definidos como mg triglicéridos /g de tejido hepatico.

6.12 Contenido de glucdgeno hepatico

El contenido de glucogeno hepatico se determind en los grupos de dos y tres meses, a través del
método de hidrolisis &cida (Passonneau y Laurderdale 1974, Zhang 2012) con ligeras
modificaciones. Para cada muestra, se prepararon 200ulL de HCI 2 M (J. T. Baker, México) en
un tubo Eppendorf de 1,5 ml como control para medir la glucosa libre, el HCI 2 M se sustituy6
con NaOH 2 M (J. T. Baker, México). Previamente los tubos se calentaron en agua hirviendo
durante 5 min, y se centrifugaron brevemente. Posteriormente, las muestras congeladas de
higado (0,1 g cada una, aproximadamente) se colocaron en hielo seco y se transfirieron a los

tubos con HCI o NaOH y se homogenizaron. Los tubos fueron sellados herméticamente y se
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pusieron a hervir las muestras en agua durante 1 h, agitando vigorosamente los tubos cada 10
minutos durante todo el proceso. Finalmente, se centrifugaron a 10,000 xg durante 5 min. El
sobrenadante del producto de hidrolisis se analizo usando un kit comercial (Stanbio Glucosa
liquicolor, Meéxico). El contenido de glucégeno en higado fue calculado como mmoles de

unidades glucosiladas / kg de peso de higado hdmedo.

6.13 Inmunohistoquimica de 3-Nitrotirosina para la determinacién de dafio oxidativo

Para la aplicacién de esta técnica se utilizaron cortes histologicos incluidos en paraplast X-tra
de animales de un mes, los cuales fueron hidratados a traveés del proceso inverso al de
deshidratacion. A continuacion, se prosiguidé al destape de antigenos con una solucion de citrato
de sodio 10 mM (pH 6.0) por tres dias. Las peroxidasas enddgenas fueron bloqueadas con
peréxido de hidrogeno (3%) durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron con buffer de
fosfatos salino (PBS 100 mM). Las uniones inespecificas fueron bloqueadas con suero de cabra
al 5 % por 1 hr. La aplicacion del anticuerpo primario purificado de ratdn monoclonal anti-
nitrotirosina (chemicon millipore, # de catalogo MAB5404), auna dilucion 1:200, a 4°C durante
la noche. Posteriormente, se elimind el exceso del anticuerpo primario con PBS-Triton. Se
incubG con el anticuerpo secundario del kit (starr trek universal HRP detection) durante 20 min
a4°C. Selavo con PBS-Triton (0.3%) para después incubar con avidina y posteriormente revelar
con Diaminobencidina (DAB, 1:20). Se contrasté con hematoxilina de Mayer’s y después se
deshidrataron los tejidos y se montaron con entellan. Los cortes de tejido fueron observados en
un microscopio Optico y se tomaron fotografias de las areas marcadas para 3-NTyr (color

marron).
6.14 Determinacion de peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se determind utilizando el ensayo descrito por Luna-Moreno Yy cols.
(2007), en los animales de dos y tres meses, con el fin de identificar la via que estaria siendo
afectada por el proceso de estrés oxidativo. La lipoperoxidacion se determind mediante dos
técnicas independientes: TBARS para cuantificacién de dialdehido maldnico (MDA) vy la de
dienos conjugados (DC). La cuantificacion de MDA se realizd con la técnica del acido

tiobarbitdrico, por espectrofotometria. Se homogenizd 0.5 gramos de higado en 25004 de
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buffer 10 mM-2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris) — HCI (pH 7-4; 1:10; ph).
Posteriormente, se utilizd 1mg de proteina de cada muestra y se incuban en 1 ml de Tris 0.5 M,
pH: 7.4 durante 30 min a 37° C en bafio Maria. Después se adicion6 1.5 ml de &cido acético al
20% (ajustada a pH 2.5 con KOH), 1.5 ml de &cido tiobarbiturico al 0.8 % y 0.5 ml de agua
desionizada. Las muestras se hirvieron durante 45 minutos y luego se afiadid 1 ml de KClal 1.2
% a cada muestra. El complejo coloreado que se formd se extrajo con una solucion de piridina-
butanol (1:15, v/v) y se cuantificd a 532 nm. El MDA fue utilizado como estandar (coeficiente
de extincion: 1.56 x 105 cm-1 M-1). La peroxidacion de los lipidos in vivo se determind
midiendo la absorcion UV a 233 nm de dienos conjugados en los extractos de lipidos

(cloroformo-metanol 2:1, v/v) resuspendidos en ciclohexano en todas las muestras.

6.15 Determinacion del contenido de carbonilos

La presencia de grupos carbonilo de las proteinas se identificaron por espectofotometria (Levine
et al. 1990) en los grupos de 2 y 3 meses, como resultados complementarios de la
lipoperoxidacion. Brevemente, 1 mg de proteina (usando el método de Lowry) se transfirio aun
tubo Eppendorf de 1.5 ml y se afiadi6 &cido tricloroacético 0,5 ml de 20% para precipitar.
Posteriormente se afiadieron 0,5 ml de 10 mM de 2,4-dinitrifenilhidrazina en HCI 2M. La
mezcla se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente y se agito cada 10 min durante todo el
proceso. Posteriormente, se afiadieron 0,5 ml de acido tricloroacético al 20% y se centrifugd a
11.000 xg durante 3 min, y se tiro el sobrenadante. Los pellets se lavaron 3 veces con 1 ml de
etanol-acetato de etilo (1: 1 v/ v) para eliminar el reactivo libre, dejando que la muestra reposar
10 min (entre cada centrifugacion se tiro el sobrenadante). El precipitado de la proteina se
resuspendio en 0,6 ml de solucion de guanidina 6 M con 20 mM K2HPO4 (pH 2,3 ajustado con
acido trifluoroacético), y se incubd a 37 ° C durante 15 min. Se elimino cualquier residuo
insoluble por centrifugacion a 11.000 xg durante 3 min. El producto se analizd en un
espectrofotometro (Novaspec 1l) a 360 nm utilizando el coeficiente de extincion molar como
22,000 M-1 cm-1. El contenido de proteina carbonilo se calculd a través de la densidad Optica

entre 0.022 y se expres6 como nmoles / mg de proteina.
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6.16 Actividad de la 11g- hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11p-HSD1)

La actividad enzimatica se determind utilizando el ensayo descrito por Luna-Moreno y cols.
(2012). Se transfirio proteina microsomal (30 mg) a tubos de vidrio, que contienen 700 ml de
PBS. Los espacios en blanco contenian 100 ml de solucion de albumina de suero bovino (1
mg/ml preparada en PBS). Cada conjunto triplicado de tubos se pre-incubaron durante 30
minutos a 37°C en bafio de agua. Para iniciar el ensayo, cada tubo recibi6 4 mM de NADPH
(Sigma) y 100 ml de PBS que contienen 3700 Bq (0.1 mCi) [1,2-3 H] cortisona (Perkin Elmer)
y cortisona no marcada (Sigma), cada uno a una concentracion de esteroides final de 100 nM.
Los tubos fueron devueltos al bafio de agua durante 60 min, y las reacciones se terminaron
mediante la adicion de 2 ml de cloroformo enfriado con hielo (JT Baker) a cada tubo. Para
dividir las fases organicas y acuosas, estos tubos se centrifugaron a 1000 g durante 30 min.
Después de aspirar la fraccion sobrenadante acuoso, los extractos organicos se evaporaron
durante la noche a temperatura ambiente. Los residuos de esteroides se resuspendieron en 20 ml
de acetato de etilo que contenia 1 mM-corticosterona o cortisona (Sigma) Yy se resolvieron por
TLC, usando placas de TLC desilice 60 (Merck) en una atmosfera de 92:8 (v /v) de cloroformo-
95% (v / v) de etanol (Merck). Los puntos correspondientes a la corticosterona se desprendieron
y el [3H] corticosterona se cuantific usando un TLC scanner radiocromatograma Bioscan 200

(LabLogic). La concentracion de proteina se midio utilizando el método de Bradford.

6.17 Andlisis estadistico

Los valores obtenidos se analizaron en una base de datos por medio del programa GB-STAT
6.0 a través de una ANOVA de dos vias y Newman Keuls como prueba post-hoc. El anlisis
de la evaluacion histoldgica se realizb a través de una de prueba de Chi-cuadrada y Fisher. En

todos los casos fue aceptada una p<0.05 como diferencias significativas.
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7. RESULTADOS
7.1 PRIMER MES
7.1.1 Ganancia de peso corporal

La ganancia de peso corporal no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (ANOVA de dos vias,
F,1,3= 1.30, p=0.26); el estrés cronico (F(1,1,31)=4.64, p>0.05) ni por la interaccion (F,131=
0.12, p=0.73; Figura 8).
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Figura 8. Ganancia de peso corporal. Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas.
ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E,
agua simple + estrés crénico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés crénico + sacarosa al 30%.

7.1.2 Consumo de alimento, agua y Kilocalorias

Los grupos A30 y E+A30 consumieron menor cantidad de alimento que los grupos C y E por la
dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=107.1, p<0.01), sin efecto por el estrés cronico (F(,1,31=0.07,
p=0.80) y la interaccion de ambos factores (F(1,1,31)=0.67, p=0.42; Figura 9-A). De la misma
manera, el consumo de agua fue afectado por el consumo de sacarosa, mostrando un mayor
consumo en los animales del grupo A30 respecto al grupo C. Mientras que, el consumo de agua
fue similar en los grupos E y E+A30 (dieta alta en sacarosa, F(1,1,31)= 11.47, p<0.05; estrés
cronico, F,1,31=1.83,p=0.19; interaccion, F1.1,31=0.94,p=0.34; Figura 9-B). En consecuencia

la ingesta calorica total fue mayor en los grupos A30 y E+A30 por la dieta alta en sacarosa
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(F,1,30=120.26, p<0.01); sin efecto del estrés cronico (F(1,1,3y=1.11, p=0.30) ni la interaccidn
de ambos factores (F(1,1,31)= 0.05, p=0.83; Figura 9-C).
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Figura 9. Consumo de alimento, agua y kilocalorias. Se muestra la media +e.e. *p<0.05, **p<0.01. El consumo
de sacarosa afecta el consumo de alimento, aguay calorias. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8
animales/grupo. C, grupo control (consumié aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%;
E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.
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7.1.3 Niveles de glucosa sérica

Los niveles de glucosa en sangre no fueron afectados por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,27=0.47,
p=0.50), el estrés cronico (F(,1,27=1.30, p=0.27), ni la interaccion de ambos factores (F(1,1.27)=
0.97, p=0.33; Figura 10).
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Figura 10. Niweles de glucosa sérica. Se muestra la media e.e. No se encontraron diferencias significativas.
ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=7 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E,
agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés crdnico+ sacarosa al 30%.

7.1.4 Indice de adiposidad
En la Tabla 2 se muestra el peso del tejido adiposo pericardio, abdominal, perirrenal y gonadal

por cada 100 g de peso corporal. Podemos observar que la cantidad de tejido adiposo abdominal

y perirrenal se ve afectado por la dieta alta en sacarosa.

Tejido adiposo C E A30 E+A30
(mg/ 100 g PC)

Pericardio 193.7+27.68 247.4437.67 240.1+21.16 266.3+30.73
Abdominal 522.3+140.9% 288.3+42.06° 857.1+204.6° 766.7+112.6°
Perirrenal 128.4+28.432 175.6+30.12% 321.7+60.69° 274.4+43.29%
Gonadal 873.6£200.9 457.5+64.81 922.4+170.5 569+91.92

Tabla 2. Peso de tejido adiposo. Los datos sonexpresados como la mediate.e en miligramos (mg) por cada 100
g de peso corporal. Letras diferentes p<0.05. El contenido de tejido adiposo es afectado porel consumo de sacarosa.
ANOVA de dos vias, Newman Keuls posthoc. n=6-8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple);
E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés crdnico + sacarosa al 30%.

40



Sin embargo, el indice de adiposidad no fue afectado por dieta alta en sacarosa (F(1,125=
7.29, p>0.05), el estrés cronico F(1,1,25=1.46, p=0.24, o0 la interaccion de los dos factores

(F@,1,25)= 0.08, p=0.78; Figura 11).
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Figura 11. indice de adiposidad. Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas. ANOVA
de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=6-8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E, agua
simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico+ sacarosa al 30%.

7.1.5 Peso del higado

El peso del higado no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=0.13,p=0.72), el estrés

cronico (F,1,31=0.13, p=0.72), 0 la interaccién (F(1,1,31)= 1.15, p= 0.29; Figura 12).
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Figura 12. Peso del higado. Se muestra la media *e.e por cada 100g de peso corporal. No se encontraron
diferencias significativas entre grupos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C,
grupo control (consumi6 agua simple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%; E+A30, estrés
cronico + agua azucarada al 30%.

7.1.6 Andlisis histoldgico del higado

En las fotomicrografias de los cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina-eosina se observa
en las ratas C la presencia de un parénquima conservado con nlcleos y citoplasma bien definidos
conservando la forma y orientacién de los cordones hepaticos (Figura 13 A-C). Mientras que,
en los animales E se observan zonas con presencia de macro y micro vesiculas de grasa
(esteatosis), hepatocitos en forma de balon y evidencia de un proceso inflamatorio debido a la
proliferacion de células granulosas (Figura 13 D-F). Por otra parte, en las ratas A30 se observa
ademéas de un proceso inflamatorio la presencia de un ndmero pequefio de micro vesiculas de
grasa alrededor del ndcleo en algunos hepatocitos (Figura 13 G-1). Mientras que, en los animales

E+A30 observamos que las zonas con acumulacion de grasa son menores (Figura 13 J-L).
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Figura 13. Fotomicrografias histoldgicas del higado. El grupo control consumio agua simple (C, A-C), agua
simple + estrés cronico (E, D-F), sacarosaal 30% (A30, G-I), estrés cronico + sacarosaal 30% (E+A30, J-L)
Tefidas con hematoxilina- eosina. Se muestra la vena central (VC), cordones hepaticos (flecha blanca); micro y
macro vesiculas de grasa (flecha negra) y proceso inflamatorio (). Barras 50 pm (A,D,G,J), 10 um (B,EH,K) vy

20um (C,F,L,L).
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7.1.7 Area de los hepatocitos

El 4rea de los hepatocitos no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31)= 0.35, p= 0.56),
el estrés cronico (F(1,1,31=1.34,p=0.27) o la interaccion de ambos factores (F(1,1,31)=0.03, p=
0.87; Figura 14-A). Similar resultado fue encontrado en el porcentaje de hepatocitos (Figura 14-
B).
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Figura 14. Tamafio de los hepatocitos. Area del citoplasma (A), se muestra la media +e.e. ANOVA de dos vias,
Newman Keuls post-hoc. Porcentaje de hepatocitos por rango de area (B), Chi-cuadrada. No se encontraron
diferencias significativas. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua simple); E, agua simple + estrés
crénico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.

7.1.8 Area nuclear

El &rea nuclear no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=0.42, p= 0.52), el estrés
cronico (F(1,1,31)= 4.44, p>0.05), o la interaccion de ambos factores (F(1,1,31)= 1.41, p= 0.24;
Figura 15).
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Figura 15. Area de los ndcleos. Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas. ANOVA
de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua simple); E, agua
simple+estrés; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés+sacarosa al 30%.



7.1.9 Densidad nuclear

La densidad nuclear no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31)=4.34, p>0.05). Sin
embargo; el estrés cronico aumenta la densidad nuclear (F(1,1,39=23.64, p<0.01), mientras la
interaccion de los dos factores no afecta (F(1,1,31=0.02, p= 0.88; Figura 16-A). De manera
similar, la densidad de células binucleadas no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1.31=
0.20, p= 0.66). La densidad de células binucleadas aumenta por el estrés (F(1,1,31=21.63,p<0.01)
en los grupos Ey E+A30 respecto al grupo C. Sin interaccion entre ambos factores (F(1,131)=
0.20, p= 0.66; Figura 16-B).
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Figura 16. Densidad de nucleos. Densidad nuclear (A) y densidad de células binucleadas (B). Se muestra la media
+e.e. *p<0.05, ** p<0.01. Se encontraron diferencias significativas por el estrés. ANOVA de dos vias, Newman
Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E, agua simple +estrés cronico;
A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.
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La tabla 3 muestra el anélisis semi-cuantitativo realizado en el tejido hepéatico donde se
puede observar el grado de actividad del higado graso no alcohdlico (NAS) por la presencia de
grasa en los hepatocitos, infllmacion y hepatocitos balonizados inducidos por la dieta, el estrés
y la interaccién entre los dos factores. El grupo E muestra un grado 3 de esteatosis asociado con
un grado 3 de inflamacion y grado 2 de hepatocitos balonizados, mientras la dieta revierte el
efecto del estrés en el grupo E+A30 donde podemos observar un grado 1 de esteatosis asociado
a grado 1 de inflamacion y grado 2 de hepatocitos balonizados. El grupo A30 solo presenta

grado 2 de inflamacién y grado 2 de hepatocitos balonizados.

Grupo C E A30 E+A30
Grado No. Grado No. Grado No. Grado No.

casos casos casos casos

Esteatosis 0 (8/8) 3* (5/8) 0 (8/8) 1& (4/8)

Inflamacion 0 (8/8) 3* (8/8) 2# (8/8) 148 (3/8)

Hepatocitos 0 (8/8) 2# (3/8) 2% (3/8) 2 (4/8)

balonizados

NAS 0 8 4 4

Tabla 3. Evaluacion histologica de la actividad del higado graso no alcohdlico (NAS), esteatosis, inflamacion y
hepatocitos balonizados C, grupo control (consumi6 aguasimple); E, aguasimple + estrés crénico; A30, sacarosa
al 30%; E+A30, estrés crdnico + sacarosa al 30%.

#p<0.0001 vs group C.

$p<0.0001 vs group St.
&p<0.0001 vs group S30.

7.1.10 Acumulacion de triglicéridos hepaticos

En las fotomicrografias de los cortes histologicos tefiidos con rojo oleoso se observa la presencia
de lipidos dentro de los hepatocitos en los animales E, A30 y E+A30 (Figura 17-A).
Adicionalmente el andlisis de los niveles de triglicéridos en higado mostraron una que cantidad
de triglicéridos dentro de los hepatocitos no es afectado por la dieta alta en sacarosa (F(1,1.26=

6.51, p<0.05). Sin embargo, los niveles de triglicéridos hepaticos aumentados en el grupo E
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(F(1,1,26=2.82, p>0.05) en comparacion con los grupos C y E+A30; observandose una clara

disminucion debido a la interaccion de ambos factores (F(1,1,26)= 4.38, p<0.05; Figura 17-B).
A

Figura 17. Acumulacién de grasa hepatica. Presencia de vesiculas de grasa en higado (A). El color rojo indica
la presencia de grasa dentro de los hepatocitos. Tefiidas con rojo oleoso. Barra=10um. Niveles de triglicéridos
hepaticos (B). Se muestra la media te.e. *p<0.05. El estrés aumento los niveles de triglicéridos hepaticos. ANOVA
de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=5-8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E, agua
simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés crénico + sacarosa al 30%.
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7.1.11 Dafio oxidativo hepatico

En las fotomicrografias de los cortes histologicos de higado, podemos observar que la 3-NTyr
estuvo ausente en el grupo C (Figura 18A, B). En el grupo E, una intensa tincién citoplasmatica
de 3NTyr fue observada comparado con el grupo C (Figura 18-C, D). En el grupo A30 podemos
observar menor intensidad de la 3-NTyr en comparacion con el grupo E (Figura 18-E, F).
Mientras que, en el grupo E+A30 se observa un alto marcaje de 3-NTyr en comparacion con
los grupos E y A30 (Figura 18-G, H).
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Figura 18. Inmunohistoquimica contra 3-NTyr. El grupo control consumié agua simple (C, A-B); agua simple
+ estrés cronico (E, C-D), sacarosaal 30% (A30, E-F), estrés cronico + sacarosaal 30% (E+A30, G-H) El color
marron indica la presencia de estrés oxidativo. Barras 50 pm (A,D,G,J), 10 um (B,EH,K) y 20um (C,FI,L).
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7.1.12 Corticosterona y 11p-HSD1

El grupo E tuvo un incremento de los niveles de corticosterona en suero comparado con el grupo
C. Mientras que, los grupos C y A30 tuvieron una concentracion similar. Sin embargo, la
interaccion entre el estrés cronico y la dieta (E+A30) disminuye los niveles de corticosterona en
suero comparado con el grupo E (dieta alta en sacarosa, F(1,1,23= 11.39, p<0.05; estrés cronico,

F(1,1,23)=3.09, p>0.05; interaccion, F(,1,.23)= 3.54, p<0.05) (Figura 19-A).

Por otro parte, el estrés cronico promovio el incremento de la actividad de 11B-HSD-1
hepatica comparado con el grupo C. Mientras que, la actividad de la 11B-HSD-1 fue similar
entre los grupos C y A30. Remarcablemente, la interaccion entre la dieta y el estrés crénico
(grupo E+A30) disminuyeron la actividad de la 113-HSD1 (dieta alta en sacarosa, F1,1,28=8.71,
p<0.01; estrés cronico, F(1,1,28=15.83, p<0.01; interaccion, F,1,28=36.39, p<0.01; Figura 19-
B).
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Figura 19. Corticosterona y 11B-HSD1. Se muestra la media +e.e. *p<0.05, **p<0.01. Se encontraron diferencias
significativas por el estrés y el consumo de sacarosa. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=-6-8
animales/grupo. C, grupo control (consumié aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%;
E+A30, estrés crénico + sacarosa al 30%.
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7.2 SEGUNDO MES

7.2.1 Ganancia de peso corporal

La ganancia de peso corporal no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31= 0.60,
p=0.45). El estrés crénico (F(1,1,31)=21.35, p<0.05) disminuye la ganancia de peso corporal en
el grupos E comparado con el grupo C. Sin embargo, en el grupo E+A30 fue mucho mayor la
pérdida de peso corporal en comparacién con los grupos C y A30 sin interaccidn entre los dos
factores (F (1,1,31)= 0.26, p=0.61; Figura 20).
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Figura 20. Ganancia de peso corporal. Se muestra la media +e.e. *p<0.05, **p<0.01. Se encontraron diferencias
significativas por el estrés. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. C, grupo control
(consumié aguasimple); E, aguasimple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%; E+A30, estrés cronico + sacarosa
al 30%.

7.2.2 Consumo de alimento, agua y kilocalorias

El consumo de alimento fue menor en los animales de los grupos de A30 y E + A30 en
comparacion con el grupo C por efecto de la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=639.32, p<0.01). El
estrés cronico también afecta el consumo de alimento (F(1,1,31)=25.57, p<0.01) comparado con
el grupo C. De la misma manera la interaccidn entre ambos factores afecta el consumo de
alimento en grupo E+A30 (F(1,1,31=4.05, p<0.05; Figura 21-A). Por otro lado, el consumo del
agua no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=7.82, p>0.05), el estrés cronico (F

(1,1,31)=0.46, p=0.50) ni por la interaccion (F,1,31=0.03, p=0.86; Figura 21-B). Sin embargo, el
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consumo de calorias fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F( ,1,31)=64,.79, p<0.01). De
manera similar, el estrés cronico (F(1,1,31= 10.78, p<0.05) disminuyo el consumo de calorias en
el grupo E. Por el contrario, la dieta alta en sacarosa y el estrés cronico aumentan el consumo
de calorias en el grupo E+A30 comparado con el grupo E. Sin interaccion entre ambos factores
(F(1,1,31)= 0.54, p=0.47; Figura 21-C).
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Figura 21. Consumo de alimento, agua y Kilocalorias. Se muestra la media *e.e. *p<0.05, **p<0.01. El consumo
de sacarosay estrés afectan la ingesta de alimento y calorias. ANOVA de dos vias, Newman Keuls posthoc. n=8
animales/grupo. C, grupo control (consumié aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%;
E+A30, estrés crénico + sacarosa al 30%.
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7.2.3 Niveles de glucosa sérica

Los niveles de glucosa en sangre no fueron afectados por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=0.22,
p=0.64), el estrés cronico, (F(1,1,31)=0.58, p=0.81), ni la interaccion de ambos factores (F(1,131)=
0.006, p=0.94; Figura 22).
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Figura 22. Niweles de glucosa sérica. Se muestra la media te.e. No se encontraron diferencias significativas.
ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua simple); E,
agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés crénico+ sacarosa al 30%.

7.2.4 Indice de adiposidad

En la Tabla 4 se muestra el peso del tejido adiposo pericardio, abdominal, perirrenal y gonadal
por cada 100 g de peso corporal. Podemos observar que la cantidad de tejido adiposo perirrenal

aumenta debido al estrés crénico.

Tejido adiposo C E A30 E+A30
(mg/100 g PC)

Pericardio 158.9+8.89 174+25.98 178.1+17.83 171.3+15.05
Abdominal 976.9£74.71 756.2+99.96 1263+252.2 1139+221.3
Perirrenal 200.2+23.75% 410.7+77.88® 284.8+42.04% 550.6+118.4°
Gonadal 1061+150.3 703.8+94.74 1161+177.4 748.9+161.4

Tabla 4. Peso de tejido adiposo. Los datos son expresados como la mediate.e en miligramos (mg) por cada 100
g de peso corporal. Letras diferentes p<0.05. El contenido de tejido adiposo es afectado por el estrés. ANOVA de
dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6é aguasimple); E, agua simple
+ estréscronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.
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Aunque, el indice de adiposidad no es afectado por la dieta alta en sacarosa (F(1,131)=
1.83, p=0.19), el estrés cronico (F(,1,3y=0.22, p=0.64), ni por la interaccion de ambos factores
(F@,1,31= 0.16, p=0.84; Figura 23).
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Figura 23. indice de adiposidad. Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua
simple); E, agua simple+estrés; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés + sacarosa al 30%.

7.2.5 Peso del higado

El peso del higado no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F,1,31=7.11, p>0.05), estrés

cronico (F,1,31=0.02, p= 0.89) ni por la interaccién (F,1,31)= 0.43, p= 0.52; Figura 24).
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Figura 24. Peso del higado. Se muestra la media e.e. por cada 100g de peso corporal. No se encontraron
diferencias significativas entre grupos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C,
grupo control (consumié agua simple); E, agua simple + estrés crénico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés
cronico + sacarosa al 30%.

7.2.6 Andlisis histoldgico del higado

El arreglo caracteristico de los cordones hepéticos, la presencia de nicleo y citoplasma bien
definidos fueron observados en el grupo C (Figura 25 A-B). El grupo E mostré una ligera
presencia fibras de colageno en la regién perinusoidal y pericentral de la zona 3 acinar del
parénquima hepatico, claros indicadores de una etapa temprana de una fibrosis de grado 1 en la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) (Fig. 25 C-D). Mientras que, en el grupo A30 se observd
la presencia de vesiculas de grasa en el citoplasma de los hepatocitos, una reorganizacion de las
sinusoides de la zona cerca de la vena central y ademés una fibrosis perisnusoidal densa y
extensa en la zona 3, como indicadores de un estado de fibrosis moderada grado 1 (Fig. 25 E-

G). El grupo de E + A30 mostr6 una mayor acumulacién de grasa en el citoplasma (Fig. 25 H-

).
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Figura 25. Fotomicrografias histolégicas del higado. Animales control (C, A-B), estrés cronico (E, C-D),
sacarosa 30% (A30, E-G) y estrés crénico + sacarosaal 30% (E+A30, H-I). Se muestra la presencia de colageno
(*) alrededor de la vena central (vc) y dentro de los sinusoides (s). La flecha blanca muestra la presencia de vesiculas
de grasa en el citoplasma de los hepatocitos. Tefiidas con Tricrdmica de Masson.Barras 50 um (A, C, E H) y10
um (B, D, E G, I).
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7.2.7 Area de los hepatocitos

El 4rea de los hepatocitos no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31= 1.43, p= 0.24),
el estrés cronico (F(1,1,31)=0.41, p=0.53) ni la interaccion de ambos factores (F(1,1,31)=0.74,
p=0.40; Figura 26-A). Sin embargo, la dieta afectd el porcentaje de hepatocitos con un érea
<175.9um?, incrementando significativamente en el grupo A30 (59%) respecto al grupo C
(43%; p<0.05). Por el contrario, encontramos significativamente un menor porcentaje de
hepatocitos >176un? en el grupo A30 (41%) respecto al grupo C (57%; p<0.05). Sin mostrar
diferencias entre los grupos E y E+A30 (Figura 26-B).
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Figura 26. Tamafio de los hepatocitos. Area de los hepatocitos (A), se muestra la media +e.e. ANOVA de dos
vias, Newman Keuls post-hoc. Porccentaje de hepatocitos por rango de area (B), Chi-cuadrada seguida de una
prueba de Fisher. Se encontraron diferencias significativas por el consumo de sacarosa. *p<0.05. n=8
animales/grupo. C, grupo control (consumié aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%;
E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.

8.2.8 Area nuclear

El &rea nuclear no fue afectada por la dieta (F(1,1,31)=0.002, p=0.96), el estrés crénico (Fi,131=

1.03, p=0.32) ni por la interaccion de ambos factores (F1,1,31)= 1.19, p= 0.28; Figura 27).
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Figura 27. Area de los nucleos. Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua
simple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E + A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.

7.2.9 Densidad nuclear

La densidad nuclear no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F1,1,31=0.02, p=0.89). Sin
embargo, el estrés cronico (F,1,31)=25.17, p<0.01) provocé un aumento significativo en la
densidad nuclear en los grupos E y E+A30 comparado con los grupos Cy A30, sin interaccidn
entre ambos factores (F(1,1,31)=0.47, p=0.49; Figura 28-A).

De la misma manera, la densidad de células binucleadas no fue afectada por la dieta
(F(1,1,30=0.42, p= 0.52). Remarcadamente, el estrés cronico (F(,1,31=9.06, p< 0.05) afectd la
densidad de células binucleadas en el grupo E+A30 comparado con el grupo A30, sin mostrar

interaccion entre ambos factores (F(1,1,31)=2.26, p= 0.14; Figura 28-B).

57



Hok
50+ sk
ok

Densidad nuclear
|

binucleadas

Densidad de células

C E A30 E+A30

Figura 28. Densidad de nucleos. Densidad nuclear (A) y densidad de células binucleadas (B). Se muestra la media
+e.e. * p<0.05, ** p<0.01. Se encontraron diferencias significativas por el estrés. ANOVA de dos vias, Newman
Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E, agua simple + estrés crénico;
A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.

7.2.10 Infiltracion de células inmunes dentro de los sinusoides

El nmero de células inmunes no se vio afectado por la dieta alta en sacarosa (F (1,1,31)=2.70, p=
0.11), el estrés cronico (F (1,1,31=2.83, p=0.10), y la interaccién entre ambos factores (F(1,131)
= 2.96, p= 0.09; Figura 29-A). Por otro lado, la infiltracién de neutréfilos tampoco se vio
afectado por la dieta alta en sacarosa (F(,1,31 = 3.44, p= 0.07). Aunque, el estrés cronico
(Fa,1,3=7.17, p <0.05) aumento significativamente la infiltracion de neutrdfilos dentro de los

sinusoides en el grupo E respecto al grupo C. Mientras que, la interaccion interaccion entre el
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estrés cronico y la dieta alta en sacarosa (grupo E + A30) disminuyen significativamente el
nimero de neutrofilos respecto al grupo E (Fa,131 = 2.94, p< 0.05, Figura 29-B).
Adicionalmente, encontramos una mayor acumulacion de mastocitos alrededor de la vena
central del parénquima hepatico en el grupo E y una presencia similar entre los grupos C, A30
y E + A30 (Figura 29 C-F).
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Figura 29. Infiltracion de células inmunes. Numero de células inmunes (A) y neutrofilos (B) dentro de los
sinusoides. Se muestra la media +e.e. * p<0.05. Se encontraron diferencias significativas por el estrés. ANOVA
de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. Animales control (C, C), estrés cronico (E, D), sacarosa
30% (A30, E) y estrés cronico + sacarosa al 30% (E+A30, F). La flecha evidencia la presencia de mastocitos
alrededor de la vena central. Tefiidas con Azul de Alcian. Barra 10 um.

7.2.11 Triglicéridos hepéticos
Los niveles de triglicéridos hepaticos fueron significativamente afectados por la dieta alta en
sacarosa (F(1,1,27=19.08, p<0.05) en los grupos A30 y E+A30 comparado con los grupos C.

Mientras el estrés cronico no afecta (F(1,1,27=0.55, p=0.46) ni la interaccion de ambos factores
(Fa,1.27=1.11, p=0.30; Figura 30).
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Figura 30. Triglicéridos hepaticos. Se muestra la media *e.e. *p<0.05, **p<0.01. El consumo de sacarosa
aumento los niveles de triglicéridos hepaticos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=7 animales/grupo.
C, grupo control (consumié agua simple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés
cronico +sacarosa al 30%.

7.2.12 Glucogeno hepatico

El contenido de glucogéno hepatico fue significativamente aumentado por la dieta alta en
sacarosa (F(1,1,23=8.27, p<0.05). Aunque, el analisis estadistico del estrés cronico no mostro
diferencias (F(1,1,23)=0.99, p=0.33) encontramos una disminucion significativa entre el grupo E
respecto al grupo C (p<0.05). En contraste, la interaccion entre el estrés cronico y la dieta alta
en sacarosa (grupo E + A30) incremento el contenido de glucogeno respecto al grupo E (F(1,1.23=
5.76, p<0.01; Figura. 31).

60



%

Contenido de glucégeno
(mmoles de unidades

glucosiladas/ kg peso humedo)

0- e = —

C E A30 E+A30

Figura 31. Contenido de glucogéno hepatico. Se muestra la media te.e. *p<0.05, **p<0.01. El consumo de
sacarosay el estrés cronico afectaron el contenido de glucégeno hepéatico. ANOVA de dos vias, Newman Keuls
post-hoc. n=6 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua simple); E, agua simple + estrés crénico; A30,
sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico +sacarosa al 30%.

7.2.13 Dafio oxidativo hepético

La dieta alta en sacarosa no afecté los dienos conjugados (F(1,1,31=1.01, p= 0.32). Mientras el
estrés cronico, induce una disminucion (F.1,31=11.99, p<0.05) en el grupo E + A30 en
comparacion con los grupos Cy A30, sin interaccion entre ambos factores (F(1,1,31=0.11, p=
0.74; Figura 32-A). De la misma manera la dieta (F (1,1,31=0.19, p=0.66) no afect6 los niveles
de TBARS. Mientras que, el estrés cronico (F(1,1,31= 19.68, p<0.05) aumento los niveles de
TBARS en los grupos E y E+A30 en comparacion con el grupo Cy A30, sin interaccidn entre
ambos factores (F(1,1,31)= 0.96, p= 0.34; Figura 32-B).

Sin embargo, el contenido de grupos carbonilo no fue afectado por la dieta alta en
sacarosa (F(1,1,23=2.55, p=0.13), el estrés cronico (F(1,1,23=0.23, p=0.59), ni la interaccion de
ambos factores (F(1,1,23)= 4.63, p>0.05; Figura. 32-C).
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Figura 32. Estrés oxidativo en higado. Dienos conjugados(A), TBARS (B) y carbonilos (C). Se muestra la media
te.e. *p<0.05, ** p<0.01. El estrés crénico promueve un aumento de la lipoperoxidacion. ANOVA de dos vias,
Newman Keuls post-hoc.n=6-8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 aguasimple); E, aguasimple + estrés
cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico +sacarosa al 30%.
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7.2.14 Corticosterona y 11p-HSD1

La concentracion serica de corticosterona disminuye por la dieta alta en sacarosa (F,13y=
15.81, p<0.01) en los grupos A30y E+A30 comparado con los grupos Cy E. Mientras el estrés
cronico (F1,1,31)=0.002, p= 0.98) no afectd los niveles de corticosterona ni la interaccion entre
ambos factores (F1,1,26=0.15, p= 0.69; Figura 33-A). Por el contrario la dieta alta en sacarosa
(F1,1,23=0.66, p= 0.42) no afectd la actividad de la enzima 11B-HSD1 hepatica. Mientras el
estrés cronico promovid un aumento significativo (F(1,1,23= 6, p<0.05) de la actividad de la
enzima 11B-HSD1 hepéatica respecto al grupo C, sin interaccion de ambos factores
(F@,1,23)=2.66, p= 0.12; Figura 33-B).
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Figura 33. Corticosterona y actividad de la 11B-HSD1. Corticosterona sérica (A) y actividad hepatica de la

enzima 11B-HSD1 (B). Se muestra la media +e.e. * p<0.05, ** p<0.01. Se encontraron diferencias significativas
por el consumo de sacarosay el estrés. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=6-8 animales/grupo. C,
grupo control (consumié agua simple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%; E+A30, estrés
crénico + sacarosa al 30%.
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7.3 TERCER MES
7.3.1 Ganancia de peso corporal

La ganancia de peso corporal no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F(,1,31)=0.08, p=0
78); el estrés cronico (F(1,1,3)=4.30,p=0.05) ni por la interaccion (F(1,1,31=0.78,p=0.39; Figura
34).
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Figura 34. Ganancia de peso corporal. Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas.
ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua simple); E,
agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés crdnico + sacarosa al 30%.

7.3.2 Consumo de alimento, agua y Kilocalorias

El consumo de alimento fue menor en los animales de los grupos de A30 y E + A30 en
comparacion con el grupo C por efecto de la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31)=129.22, p<0.01).
Sin embargo, a pesar de que el andlisis estadistico no mostro diferencias significativas por el
estrés cronico (F(1,1,31=3.13, p=0.09) encontramos una disminucion significativa en el grupo E
comparado con el grupo C (p<0.05). Sin mostrar interaccion entre ambos factores (F(1,1,31)=2.24,
p= 0.15; Figura 35-A). Datos similares encontramos en el consumo de agua donde a pesar de
que no se muestra un efecto significativo por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=3.47, p= 0.07),
encontramos que el estrés cronico disminuye significativamente el consumo de agua (F (1,131)=

8.96, p>0.01) y cuando se combinan ambos factores el efecto provocado por el estrés disminuye
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(p<0.05) restaurando el consumo de agua. Sin mostrar una interaccion entre ambos factores
(F@,1,3=1.89, p= 0.18; Figura 35-B). Por el contrario, el consumo de calorias aumento por la
dieta alta en sacarosa (F(1,1,31)=38.55, p<0.01) en los grupos A30 y E + A30. Mientras que, el
estrés cronico (F(1,1,31=4.47,p>0.05)y la interaccion de ambos factores (F(1,1,31)=.26, p=0.87)

no afecto el consumo caldrico (Figura 35-C).
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Figura 35. Consumo de alimento agua y kilocalorias. Se muestra la media *e.e. *p<0.05, **p<0.01. Se
encontraron diferencias significativas por la dieta y por el estrés. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.
n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E, agua simple + estrés crénico; A30, sacarosaal
30%; E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.
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7.3.3 Niveles de glucosa sérica

Los niveles de glucosa en sangre no fueron afectados por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,29=2.94,
p=0.09), el estrés cronico, (F(1,1,29=0.42, p=0.84), ni la interaccion de ambos factores (F(1,1.29=

0.08, p=0.79; Figura 36).
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Figura 36. Niweles de glucosa sérica. Se muestra la media te.e. No se encontraron diferencias significativas.
ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=7 animales/grupo. C, grupo control (consumié agua simple); E,
agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico+ sacarosa al 30%.

7.3.4 Indice de adiposidad

En la Tabla 5 se muestra el peso del tejido adiposo pericardio, abdominal, perirrenal y gonadal
por cada 100 g de peso corporal. Podemos observar que la cantidad de tejido adiposo pericardio,
abdominal y gonadal aumenta por la dieta alta en sacarosa, mientras que, el estrés crénico
aumenta el tejido adiposo perirrenal, y la combinacion del estrés cronico con la dieta disminuyen

los efectos ocasionados por la dieta alta en sacarosa.
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Tejido adiposo C E A30 E+A30
(mg/100 g PC)

Pericardio 116.5+15.242 130.3+25.982 179.9+14.47° 140.2+13.78%
Abdominal 996.9+119.18 929.1+140.28 2558+455.3° 1170+209. 72
Perirrenal 170+21.512 639.9+1 07.1°¢  402.6+48.65% 772.4+148.9°
Gonadal 906+57.482 729.7£124 3 1520+163.7° 984.5+203.72

Tabla 5. Peso de tejido adiposo. Los datos sonexpresados como la mediate.e en miligramos (mg) por cada 100
g de peso corporal. Letras diferentes p<0.05. El contenido de tejido adiposo es afectado por la dieta y el estrés.
ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E,
agua simple + estréscrénico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés crénico + sacarosa al 30%.

Remarcadamente, el indice de adiposidad aumento por efecto de la dieta alta en sacarosa
(F@,1,31=11.87,p<0.01) en el grupo A30 respecto al grupo C, mientras que por el estrés cronico
(F@,1,30=2.25, p= 0.15) no fue afectado. Aunque, la interacciéon de ambos factores (F(1,131)=
4.11, p= 0.05) disminuye significativamente el indice de adiposidad en el grupo E + A30 (Figura
37).

g 6- I ki il . 1
N ——
=
2
8 4
- |
ERS
Y [ =
s 2-
<P]
o=
s
o -
C E A30 E+A30

Figura 37. indice de adiposidad. Se muestra la media *e.e. Se encontraron diferencias significativas por la dieta
alta en sacarosay por la interaccion de ambos factores. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8
animales/grupo. C, grupo control (consumié aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%;
E+A30, estrés cronico+ sacarosa al 30%.
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7.3.5 Peso del higado

El peso del higado no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=0.005, p= 0.95), el
estrés cronico (F(1,1,39=0.31, p= 0.58) ni la interaccién de ambos factores (F(1,1,31=0.21, p=
0.65; Figura 38).
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Figura 38. Peso del higado. Se muestra la media e.e. por cada 100g de peso corporal. No se encontraron
diferencias significativas entre grupos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C,
grupo control (consumi6 agua simple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés
crénico + sacarosa al 30%.

7.3.6 Analisis histoldgico del higado

El arreglo propio del parénquima hepatico se muestra en el grupo C (Figura 39-A).
Caracteristicas similares fueron observadas en el grupo E, donde el areglo histolégico de los
cordones hepaticos y sinusoides no sufre modificaciones (Figura 39-B). Sin embargo, en el
grupo A30 la ingesta de una dieta rica en sacarosa promovio la presencia de macro vy
microvesiculas de grasa dentro del citoplasma de los hepatocitos acompafiado de una densa
acumulacion de fibras de colageno alrededor de la vena central acompafada de una congestion
hepatica dentro de los sinusoides (Fig. 39-C). Mientras que, en el grupo E +A30 se muestra una

arquitectura normal del higado (Figura 39-D).
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Figura 39. Fotomicrografias histoldgicas del higado. Animales control (C; A, E), estrés crénico (E; B, F),
sacarosa 30% (A30; C, G) y estrés cronico + sacarosaal 30% (E+A30; D, H). Se muestra la presencia de coldgeno
(*) alrededor de la vena central (vc) y dentro de los sinusoides (s) acompafiada de una congestion hepatica en los
sinusoides. Las flechas muestran la presenciade vesiculas de grasa. Tefiidas con Tricrémica de Masson. Barras 10
pum (A-D) y 50 um (E-H).

7.3.7 Area de los hepatocitos

El 4rea de los hepatocitos no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31)=0.45, p= 0.51),
el estrés cronico (F(1,1,31)=0.16, p=0.69) ni la interaccion de ambos factores (F(1,1,31)=3.32,
p=0.08; Figura 40-A). Sin embargo, la combinacion de factores disminuye significativame nte
el porcentaje de hepatocitos con un area <175.9um?, en el grupo E + A30 (38%) respecto al
grupo E (43%) y al grupo A30 (55%; p<0.05). Por el contrario, encontramos un mayor
porcentaje de hepatocitos >176um? en el grupo E+A30 (63%) respecto al grupo E (47%) vy al
grupo A30 (45%; p<0.05). Sin mostrar diferencias entre los grupos E y A30 respecto al grupo
C (Figura 40-B).

69



>
==

_—
o
= . @ .
= 250 S T
~' '5 —t— —
w
g 200 - <
g =9 50

o
; 150- = 40 oc

) mE
% = 30
= 100- o 0OA30
8 ‘a 20 - EE+A30
o N
¥ 50- g 0
=] 7]
z 50 o
£ - & <1759 >176
<

C E A30 E+A30

Figura 40. Tamafio de los hepatocitos. Area de los hepatocitos (A), se muestra la media +e.e. ANOVA de dos
vias, Newman Keuls post-hoc. Porccentaje de hepatocitos por rango de area (B), Chi-cuadrada seguida de una
prueba de Fisher. Se encontraron diferencias significativas por la combinaciéon de ambos factores. *p<0.05. n=8
animales/grupo. C, grupo control (consumi6 aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal 30%;
E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.

7.3.8 Area nuclear
El area nuclear no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31=0.74, p= 0.40), el estrés

cronico (Fi,1,31=2.42, p= 0.13) ni la interacciébn de ambos factores (F(1,1,31)=1.98, p= 0.17,;
Figura 41).
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Figura 41. Area de los nucleos. Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua
simple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E + A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.
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7.3.9 Densidad nuclear

La densidad nuclear no fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31)=1.11, p= 0.30), el
estrés cronico (F(1,1,31)=2.79, p=0.11), ni la interaccién de ambos factores (F(1,1,31)= 1.34, p=
0.26; Figura 42-A).

Sin embargo, la densidad de células binucleadas fue afectada por la dieta (F(1,1,31)= 9.54,
p<0.05) en el grupo E+A30 respecto al grupo E. Aunque, el estrés cronico (F(,1,31=3.20, p=
0.08), ni la interacion de ambos factores (F,1,31y= 0.66, p= 0.42); mostraron cambios
significativos en los grupos Ey E+A30 respecto a los grupos Cy A30, respectivamente (Figura
42-B).
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Figura 42. Densidad de nucleos. Densidad nuclear (A) y densidad de células binucleadas (B). Se muestra la media
te.e. * p<0.05. Se encontraron diferencias significativas por la dieta. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-
hoc. n=8 animales/grupo. C, grupo control (consumid aguasimple); E, aguasimple + estrés crénico; A30, sacarosa
al 30%; E+A30, estrés crénico + sacarosa al 30%.
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7.3.10 Infiltracion de células inmunes dentro de los sinusoides

El nimero de células inmunes no se vio afectado por la dieta alta en sacarosa (F (1,1,31)=0.91, p=
0.35), el estrés cronico (F (11,31 =3.41, p=0.08), y la interaccion entre ambos factores (F(1,1.31)
= 0.84, p= 0.37; Figura 43-A). De manera similar, la infiltracion de neutréfilos dentro de los
sinusoides tampoco fue afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,31) =0.01, p= 0.91), el estrés
cronico (F,1,3n=1.50, p =0.23) y la interaccion de ambos factores (F(1,1,31 =3.59, p= 0.07,
Figura 43-B). En contraste, una presencia evidente de mastocitos fue observada alrededor de la
vena central en el grupo E. Mientras que, en los grupos C y A30 fue ausente. Resultados
similares fueron encontrados en la combinacion de ambos factores (grupo E+A30) donde el

consumo de sacarosa inhibe el efecto del estrés (Figura 43 C-F).
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Figura 43. Infiltracion de células inmunes. Numero de células inmunes (A) y neutréfilos (B) dentro de los
sinusoides. Se muestra la media te.e. No seencontraron diferencias significativas. ANOVA de dos vias, Newman
Keuls post-hoc.n=8 animales/grupo. Animales control (C; C, G), estrés cronico (E; D, H), sacarosa30% (A30; E,
I) y estrés cronico + sacarosaal 30% (E+A30; F, J). La flecha evidencia la presencia de mastocitos alrededor de
la vena central. Tefiidas con Azul de Alcian. Barra 50um (C-F) y 10 um (G-J).
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7.3.11 Contenido de grasa y triglicéridos hepaticos

El contenido de grasa en higado se vio afectada por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,26= 4.70,
p<0.05) en el grupo A30 en comparacion con el grupo C. Por otro lado, aunque el analisis
estadistico mostro cambios significativos por el estrés crénico (F,1,26= 8,02, p<0.01) no
encontramos diferencias significativas entre el grupo E y el grupo C. Sin embargo, la
combinacién de ambos factores (F(1,1,26= 8,02, p<0.01) disminuye significativamente la
acumulacién de grasa hepatica en el grupo E+A30 en comparacién con el grupo A30 (Figura
44-A).

De manera similar, los niveles hepéticos de triglicéridos se vieron afectados por la dieta
alta en sacarosa (F(1,1,26)= 6.98, p<0.05) en el grupo A30. Mientras el estrés cronico (F(1,127=
10.82, p<0.05) los disminuye en el grupo E+A30 en comparacién con el grupo A30. Sin mostrar

una interaccion entre ambos factores (F(1,1,26)= 1.54, p=0.23; Figura 44-B).
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Figura 44.Grasa (A) ytriglicéridos (B) hepaticos. Se muestra la media *e.e. *p<0.05, **p<0.01. El consumo de
sacarosa aumento los niveles de grasay triglicéridos hepaticos. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.
n=6-7 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal
30%; E+A30, estrés cronico +sacarosa al 30%.
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7.3.12 Gluc6geno hepético

El contenido de glucogéno hepético no fue afectado por la dieta alta en sacarosa (F(1,1,26)= 2.08,
p=0.16). Sin embargo, el estrés cronico (F(1,1,26)= 15.91, p<0.01) aumento significativamente el
contenido de glucégeno en higado en los grupos E y E+A30 en comparacion con el grupo Cy
A30. Mientras que, la interaccion entre ambos factores (F(1,1,26)= 0.02, p=0.89) no modificaron

a acumulacion de glucogeno en higado (Figura. 45).
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Figura 45. Contenido de glucogéno hepatico. Se muestra la media *e.e. *p<0.05, **p<0.01. El estrés cronico
aumento significativamente el contenido de glucdégeno hepatico. ANOVA de dos vias, Newman Keuls post-hoc.
n=6-8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 aguasimple); E, agua simple + estrés cronico; A30, sacarosaal
30%; E+A30, estrés cronico +sacarosa al 30%.

7.3.13 Dafio oxidativo hepético

Aungue el andlisis estadistico de los niveles de dienos conjugados muestran diferencias por el
consumo de la dieta alta en sacarosa (F(1,1,26) = 7.91, p<0.01), no encontramos diferencias
significativas entre el gupo A30 respecto al grupo C. Sin embargo, el estrés cronico (F(1,126) =
4.32, p<0.01) aumenta significativamente los niveles de dienos conjugados en el grupo E
respecto al grupo C. Remarcablemente, el consumo de agua azucarada Yy el estrés crénico
(E+A30) disminuyen significativamente los niveles de dienos conjugados (F(1,1,26= 19.52,
p<0.01) en comparacion con el grupo E (Figura 46-A). Por otra parte, los niveles de TBARS
disminuyen por la dieta (F (1,1,27)=12.43, p< 0.01), el estrés cronico (F(1,1,27=16.27,p<0.01)y
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la interaccion de ambos factores (F(i,1,27=11.21, p<0.01) en los grupos E, A30 y E+A30
respecto al grupo C (Figura 46-B). De manera similar, el contenido de proteinas carbonilo se
vio disminuido por la dieta (F(1,1,25=36.16, p<0.01) en el grupo A30 respecto al grupo C.
Aunqgue, elandlisis estadistico no mostro diferencias significativas por el estrés cronico (F(1,125=
28.64, p= 0.06) encontramos una disminucion significativa en el grupo E respecto al C (p<0.01).
Remarcablemente, la interaccion entre ambos factores (F(1,1.25= 31.11, p<0.01) disminuye
significativamente el contenido de carbonilos en comparacion con el grupo C sin mostrar

diferencias entre el grupo E y A30 (Figura. 46-C).
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Figura 46. Dafio oxidativo en higado. Dienos conjugados(A), TBARS (B) y carbonilos (C). Se muestra la media
te.e. ** p<0.01. Semuestran diferencias significativas por el estrés cronico y la dieta. ANOVA de dos vias,
Newman Keuls posthoc.n=6-8 animales/grupo. C, grupo control (consumié aguasimple); E, agua simple + estrés
crénico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico +sacarosa al 30%.
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7.3.14 Corticosterona y 11p-HSD1

Los niveles de corticosterona serica no fueron afectados por la dieta alta en sacarosa (F(1,1.31)=
1.07, p=0.31), el estrés cronico (F(113=0.19, p=0.66), ni la interaccion de ambos factores
(F(1,1,13= 0.52, p=0.47; Figura 47-A).

De manera similar la actividad enzimatica de la 11 HSD-1 no mostro cambios
significativos por la dieta (F(1,1,27)=0.08, p=0.77), el estrés crénico (F(,1,27)=0.21, p=0.65) y la
interaccion de ambos factores (F(1.1,27)= 0.02, p=0.87; Figura 47-B).
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Figura 47. Corticosterona y actividad de la 11B-HSD1. Corticosterona sérica (A) y actividad hepatica de la
enzima 11B-HSD1 (B). Se muestra la media +e.e. No se encontraron diferencias significativas. ANOVA de dos

vias, Newman Keuls posthoc.n=6-8 animales/grupo. C, grupo control (consumi6 agua simple); E, agua simple +
estrés cronico; A30, sacarosa al 30%; E+A30, estrés cronico + sacarosa al 30%.
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8. DISCUSION
8.1 Primer mes

Nuestros datos muestran que la dieta alta en sacarosa reduce los niveles de triglicéridos
hepéaticos promovidos por el estrés cronico por restriccion en ratas machos jovenes. El estrés no
afectd el peso corporal, la ingesta de alimento, el indice de adiposidad y el contenido de grasa
visceral. Estos resultados concuerdan con otros estudios llevados a cabo en roedores, en los que
el estrés crénico no afecta estas variables (Vargovic y cols. 2013; Bruder-Nascimento y cols.
2013; Arcego y cols. 2014; de Oliveira y cols. 2014). Por otra parte, el consumo de sacarosa al
30% durante 4 semanas disminuy6 la ingesta de alimento y el aumento de la ingesta calorica sin
afectar la ganancia de peso corporal y el indice de adiposidad en ratas macho recién destetados.
Estos hallazgos son similares con otros estudios realizados en roedores, en el que la ingesta alta
en sacarosa no afecta la ganancia de peso en el periodo inmediatamente al destete sino que
promueve el aumento de peso durante el periodo post-pubertad (Velkoska y cols. 2008;
Rodriguez y cols. 2009; Fuente-Martin y cols. 2012). En contraste con ratas macho jovenes, el
consumo de sacarosa aumenta la acumulacién de grasa visceral en adultos (El Hafidi y cols.
2001; El Hafidi y cols. 2004; Alexander y cols. 2004; Diaz-Aguila y cols. 2015; Cervantes-
Rodriguez y cols. 2014).

El estrés cronico aumenta los niveles de corticosterona en suero (Levin y cols. 2000).
Nuestros resultados muestran que el consumo de sacarosa al 30% durante 4 semanas no altera
los niveles de corticosterona sérica, pero es capaz de bloguear el efecto hipercortisolé mico
causado por el estrés crénico en ratas macho jovenes. Tal modulacion de la respuesta del estrés
por la ingesta de carbohidratos se ha informado anteriormente (Levin y cols. 2000; Macedo y
cols. 2012). Debido a que, ratas estresadas sometidas a una dieta hipercaldrica son hipo-
responsivas al estrés debido a que tienen una reactividad central reducida (Levin y cols. 2000),
que concuerdan con los niveles de corticosterona sérica exhibidos por el grupo E+A30. Otros
autores han demostrado las acciones moduladoras de la ingesta de carbohidratos sobre la
respuesta basal y neuroendocrina, metabdlica y de comportamiento al estrés (Laugero 2001,
Pecoraro y cols. 2004). EI aumento en la ingesta de comida palatable inducida por

glucocorticoides (Pecoraro y cols. 2005) se ha asociado con la alimentacion basada en
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recompensa, que se ha sugerido como un medio para reducir la respuesta al estrés (Adam y Epel
2007). Este punto podria ser también importante para la retroalimentacién de los
glucocorticoides en el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA) dependiendo de algunos aspectos
del balance energético. Por lo tanto, cualquier cosa que altere el equilibrio de energia, ya sea
antes, durante o después del estrés, podria también alterar la fisiologia del HPA vy otros sitios

sensibles a glucocorticoides en el sistema nervioso central.

A pesar de que las respuestas metabdlicas y endocrinas al estrés crénico en ratas
alimentadas con una dieta alta en sacarosa son conocidas, los efectos sobre la funcion hepatica
no se han estudiado de forma sistemética (Bell y cols. 2002). El estrés incrementa la actividad
de la enzima 11pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11p-HSD1) en el higado, modulando
el equilibrio entre la corticosterona vy la cortisona mediante un mecanismo redox (Altuna y cols.
2006; Vasilievic y cols. 2014) y el incremento de la concentracion de glucocorticoides activos
(Stimson 'y Walker 2007; London y Castonguay 2009). De hecho, la induccion de estrés por
pocas horas puede aumentar la actividad hepéatica de la 11p-HSD1 por una concentracién
elevada de la nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADPH) y un pH bajo, asociado con
condiciones de glucolisis anaerdbica presentes durante situaciones de estrés (Altuna y cols.
2006). En este caso, el NADPH actla como un cofactor de la 118-HSD1, mientras que un pH
bajo favorece su accion reductasa; ambos eventos aumentardn la accion catalitica para la
conversion de glucocorticoides inactivos a activos (Brown y cols. 1993). Otros estudios,
realizados en humanos y modelos animales, han reportado la interaccion entre la dieta y la
desregulacion especifica de glucocorticoides en tejidos observadas en la obesidad resultado de
alteraciones en la 11p-HSD1 (London y Castonguay 2009; Kim y Choi 2013).

Nuestros resultados también muestran que el estrés cronico en ratas jovenes conduce al
desarrollo de esteatosis, inflamacion y abalonamiento hepatocelular. Aunque, el grado de
esteatosis coincidid con una disminucion en el grado de inflamacién en el grupo E+A30, esto
no disminuyd el grado de abalonomiento hepatocelular. La acumulacion de gotas de grasa en
hepatocitos balonizados incluye anormalidades del citoesqueleto (Hanada y cols. 2005, Albano
y cols. 2005, Ji y Kaplowitz 2006, Puri y cols. 2008). De hecho, cada uno de estas caracteristicas

histoldgicas mostraron correlacion independiente (Kleiner y cols. 2005). Ademas, el contenido
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de grasa dentro de los hepatocitos balonizados en lugar de la del contenido total de grasa podria
explicar la falta de correlacién entre la esteatosis y hepatocitos balonizados (Chalasani y cols.
2008). Como lo es mostrado por nuestros resultados el efecto de ambos factores, el estrés y la
sacarosa disminuyen el contenido de triglicéridos (TAG) hepaticos y los niveles elevados de

corticosterona sérica asociados con la reduccion de esteatosis.

El consumo de energia en la infancia y la adolescencia temprana es asociada con
marcadores de la enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHNA) (Anderson y cols.2015)
y una alta cantidad de grasa en el higado que pueden causar la sobreproduccion de glucosa y
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en humanos (Adiels y cols. 2006). El estrés cronico
eleva el contenido hepético de VLDL e induce un alto grado esteatosis acompafiada de un
aumento de la expresion de la proteina C reactiva en el higado de ratas adultas alimentadas con
una dieta alta en grasa y azicar (Fuy cols. 2010; Han y cols. 2014). Ademas, la administracion
de dexametasona en ratas adultas alimentados con una dieta alta en sacarosa aumenta la cantidad
de TAG, é&cidos grasos no esterificados y glicerol en higado mientras que inhibe la hidrélisis de
TAG por la lipoproteina lipasa (Franco-colin y cols. 2000). En contraste, el estrés cronico
aminora la ganancia de peso, la hiperglucemia y la lesion hepatocelular inducida por una dieta
alta en grasa o sacarosa en roedores adultos (Macedo y cols. 2012; Czech y cols. 2013; Packard
y cols. 2014).

Aunqgue el estrés y la dieta por si mismos aumentan la expresion de 3-NTyr en higado,
un claro efecto sinérgico se observd por la combinacion de ambos factores. El estrés crénico en
ratones aumenta la expresion hepatica de moléculas inflamatorias tales como el factor de
necrosis tumoral a (TNFa) y la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) (Czech y coks.
2013). Ademas, la esteatosis hepética en ratones alimentados con una dieta alta en grasa es
asociada con una alta produccion de especies reactivas de nitrdgeno vinculados a alteraciones
mitocondriales (Mantena y cols. 2009). Particularmente, el estrés puede inducir la desregulacion
del eje HPA aumentando la vulnerabilidad hacia trastornos metabdlicos, incluyendo resistencia
a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 y la hiperlipidemia (Maniam y cols. 2009). Los
glucocorticoides inducen estrés oxidativo en el higado durante la respuesta adaptativa al estrés

cronico fisico y psicolégico (Zafir y Banu 2009). EI consumo de sacarosa también induce estrés
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oxidativo en el higado (Blouet y cols. 2007). Alteraciones metabdlicas en los higados de ratas
Zucker son también asociados con el incremento de los niveles de estrés oxidativo, lo que afecta

el metabolismo redox y que conduce a disfunciones mitocondriales (Raza y cols. 2015).

Nuestros resultados muestran que la ingesta de sacarosa reduce el nivel de corticosterona
sérica, la actividad hepética de la 11B-HSD1, la esteatosis hepatica, y los niveles TAG hepaticos
inducidos por el estrés cronico, pero potencia el estrés oxidativo. Esto sugiere que el periodo
pre-puberal constituye una ventana critica para las intervenciones estresantes durante el
desarrollo, probablemente conduce a alteraciones durante la edad adulta que puede ser méas
pronunciadas cuando se presentd una malnutricion. Por ello es posible que la exposicion al estrés
puede ser un factor de riesgo para sufrir complicaciones metabdlicas (por ejemplo, higado graso)
en nifos. Nuestro estudio es relevante para el logro de una mejor comprension acerca de los
eventos de la vida temprana que podrian influir en el desarrollo y el metabolismo en el futuro,
permitiendo asi medidas preventivas durante la infancia para reducir la vulnerabilidad a los

trastornos relacionados con el estrés al alcanzar la edad adulta.

8.2 Segundo mes

Continuando con esta investigacion hemos observado que el consumo de sacarosa durante dos
meses tampoco afecta la ganancia de peso corporal. Estos resultados son similares a otros
estudios realizados en roedores, en los que la ingesta elevada de sacarosa no afecta la ganancia
de peso en el periodo inmediato al destete (El Hafidi y cols. 2001; 2004; 2006; Gao y cols. 2013;
Diaz-Aguila y cols. 2015; Corona-Pérez y cols. 2015) aunque promueve la ganancia de peso
corporal durante el periodo post-pubertad (Velkoska y cols. 2008; Rodrigues y cols. 2009;
Fuente-Martin y cols. 2012). Sin embargo, el consumo de alimento disminuye por la dieta. Estos
resultados son consistentes con otros estudios con una dieta alta en carbohidratos (El Hafidi y
cols. 2001; 2004; 2006; Gao y cols. 2013; Diaz-Aguila y cols. 2015; Corona-Pérez y cols. 2015).
Al respecto, se ha sugerido que las ratas, primero sacian su sed y posteriormente su hambre,
obteniendo mayor ingesta caldrica por el consumo de sacarosa contenida en el agua, por lo cual
experimentan saciedad y comen menos (Gonzélez 2011), cabe mencionar que los animales

tienen una preferencia por las bebidas dulces (Martinez-Moreno y cols. 2009; Krolow y cols.
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2013; Corona-Pérez y cols. 2015). En apoyo aello, no hemos encontrado diferencias en el indice
de adiposidad, probablemente por la regulacién en la ingesta de alimento dependiendo del tipo
de bebida (Martinez-Moreno y cols. 2009). En contraste con ratas macho jovenes, el consumo
de sacarosa aumenta la acumulacién de grasa visceral en ratas adultas (El Hafidi y cols. 2001;
El Hafidi y cols. 2004; Alexander y cols. 2004; Diaz-Aguila y cols. 2015; Cervantes-Rodrigue z
y cols. 2014).

Por otro lado, el estres disminuye el peso corporal. Distintos resultados han sido
encontrados en otros modelos de estrés. Debido a que la induccion de estrés en roedores jovenes
no modifica el peso corporal (Bruder-Nascimento y cols. 2013; Arcego y cols. 2014; Corona-
Pérez y cols. 2015), mientras que en animales adultos el peso aumenta (Bartolomucci y cols.
2009; Sakakibara y cols. 2012) o disminuye (Ricart-Jané y cols. 2002; Bartolomucci y cols.
2009; Macedo y cols. 2012; de Oliveira y cols. 2014). Por lo que, es posible que la edad del
animal modifique su respuesta ante el estrés (Doremus-Fitzwater y cols. 2009). Ademas, el
estrés puede inducir un efecto catabdlico o anabdlico que se vera reflejado en la ganancia de
peso corporal, ingesta de alimentos vy el contenido de grasa, que dependeran de la duracién y
frecuencia del estresor (Michel y cols. 2005). En humanos, aproximadamente el 30% de la
poblacién sometida a estrés disminuye la ingesta de alimento y peso corporal (Epel y cols.
2004). Estudios en humanos y modelos animales han mostrado que el estrés puede llevar a un
incremento y muchas veces a la disminucién en la ingestion de alimento (Lo Sauro y cols. 2008;
Block y cols. 2009). A pesar de estas modificaciones en los pardmetros alimenticios no se
modificé el indice de adiposidad. Similar a lo que ocurre en los animales jovenes que son

sometidos a estrés cronico durante 4 semanas (Corona-Pérez y cols. 2015).

No encontramos cambios en el peso del higado. Por lo que se ha reportado, no
necesariamente debe afectarse el peso del érgano para inducir un dafio en el mismo ya sea
durante la edad adulta (Kawasaki y cols. 2009; Fu y cols. 2010) o en la edad infante (Corona-
Pérez y cols. 2015). Estudios realizados con dietas altas en grasa y carbohidratos muestran un
aumento de triglicéridos en higado (Fuy cols. 2010) y por otro lado el estrés (Corona-Pérez y
cols. 2015). Claro, si la dieta es prolongada por supuesto induce un mayor dafio hepético

(Roncal-Jiménez y cols. 2011). Debido a que una dieta alta en carbohidratos incrementa la
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lipogénesis de novo hepética (Scorletti y cols. 2011). En apoyo a ello, en nuestro modelo la dieta
promovié un aumento de los niveles de triglicéridos hepaticos acompafiado de un desarreglo de
los cordones hepéaticos y un proceso inflamatorio en los grupos A30 y E+A30. Asi, los
hepatocitos con grasa se hacen mas grandes de aspecto globoso que ocasiona una distorsion
sinusoidal, reduciendo el volumen y el flujo sanguineo intrasinusoidal microvascular junto a la
participacién de otros tipos de células (células endoteliales sinusoidales y reclutamiento de
células inflamatorias) que conducen a una desregulacion del flujo sanguineo microvascular y
una disminucién en el nimero de sinusoides perfundidos (Farrell y cols. 2008). A este respecto
se ha sugerido que el acumulo de lipidos en tejido hepatico puede modular la actividad biologica
de las células de Kupffer en la enfermedad del higado graso no alcohdlico a través de varios de
mecanismos (Baffy 2009; Tiniakos y cols. 2010). En apoyo a ello, nuestros datos muestran
mayor peroxidacién de lipidos en el higado del grupo estresado. Estos datos son similares a lo
ocurrido en animales infantes donde el estrés cronico promueve el desarrollo de estrés oxidativo
(Corona-Pérez y cols. 2015). Es posible que la presencia de células del sistema inmune sean las
responsables del estrés oxidativo en estos roedores (Uetake y cols. 2015). Ademas, los
glucocorticoides también pueden inducir estrés oxidativo hepéatico durante la respuesta
adaptativa al estrés (Zafir y Banu 2009). Contrario a otros trabajos realizados en ratas macho
adultas con dietas ricas en sacarosa donde se observa la presencia de estrés oxidativo en higado
(Ruiz-Ramirez y cols. 2011), nuestros animales que consumieron sacarosa no presentaron
aumento de TBARS, es posible que el aumento en los Dienos Conjugados presentes en el grupo

A30 estén modulando la formacion de malondialdehido en higado (Luna-Moreno y cols. 2007).

El consumo de sacarosa al 30% no altera la corticosterona sérica y bloquea el efecto
hipercortisolémico causado por el estrés crénico (Corona-Pérez y cols. 2015). La ingesta de
dietas ricas en carbohidratos reduce la respuesta del eje al estrés (Arcego y cols. 2014). En
nuestro modelo, el estrés cronico por restriccion no elevd los niveles de corticosterona sérica.
Datos similares son reportados en roedores adultos, donde el estrés cronico no altera los niveles
de corticosterona sérica (Ricart-Jané y cols. 2002; Macedo y cols. 2012). Cabe resaltar que, en
ratas la funcion del eje en edad juvenil es diferente comparada con la adulta y la habituacion a

estresores es menos eficiente (Doremus-Fitzwater y cols. 2009; Macedo y cols. 2012; Ricart-
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Jané y cols. 2002; Arcego y cols. 2014). También es probable que alteraciones ocurridas en la
zona fascicular de ambas glandulas donde se secretan los glucocorticoides promovidas por el
estrés cronico altere la sintesis en los niveles de corticosterona (Diaz-Aguila y cols. 2015). Por
otra parte, podria ser el resultado de un metabolismo alterado o un aumento en la captacién de
corticosterona por los tejidos periféricos (Martinez-Calejman y cols. 2012). Estudios recientes
en humanos Yy roedores sugieren un papel importante de los 6rganos, méas que los niveles de
glucocorticoides en plasma en el desarrollo del sindrome metabdlico intracelular a través de la
reactivacion de esteroides circulantes a través de la 11B3-HSD1 regulados por la dieta, género y
hormonas (Paterson y cols. 2004). En nuestro estudio, el estrés cronico promovio el aumento de
la actividad de la 11B-HSDlen higado (Corona-Pérez y cols. 2015), se ha mostrado que su
sobreexpresion puede normalizar la actividad del eje HPA ante una respuesta al estrés (Maniam
y cols. 2014). Estas observaciones son similares a las que se encuentran en pacientes obesos,
donde se encuentran niveles normales e incluso bajos de los glucocorticoides (Bjorntorp y
Rosmond 2000; Stewart y Tomlinson 2002), sin embargo, se encuentra un incremento de los
niveles de la 11p-HSD1 en o6rganos como tejido adiposo e higado (Kotelevtsev y cols. 1997;

Staab y Maser 2010; Fernandez-Vazquez y cols. 2011).

Con nuestros resultados estamos comprobando que tanto la corticosterona como los
niveles de triglicéridos fueron afectados por la dieta alta en sacarosa pero no por €l estrés. Es
importante resaltar que el tiempo de consumo de sacarosa, es fundamental para provocar
modificaciones histologicas Y alteraciones funcionales en el higado. Entonces, nuestros datos
muestran que la acumulacion de triglicéridos hepaticos promovidos por la ingesta de una dieta
alta en sacarosa durante la edad juvenil no esta asociado con los altos niveles de corticosterona,

11B-HSD1 ni acumulacion de tejido adiposo.

8.3 Tercer mes

Como Ultimo punto de nuestra investigacion encontramos que el consumo de sacarosa durante
tres meses no afecta el peso corporal. A pesar de que estos animales disminuyen el consumo de
alimento y suingesta de agua es similar alos animales control, su aporte calérico total es mayor.

Estos resultados son consistentes con otros estudios donde evallan el efecto de una dieta alta en
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carbohidratos durante la edad adulta (EI Hafidi y cols. 2001, 2004, 2006, Gao y cols. 2012,
Diaz-Aguila y cols. 2016). Al respecto se ha sugerido que la preferencia de los animales por el
sabor dulce es innata y tienen a capacidad de modificar el tamafio y nimero de sus comidas ante
modificaciones en el contenido cal6rico de sus dietas (Martinez-Moreno 'y cols. 2009). En apoyo
a ello encontramos que el consumo de sacarosa promueve un mayor aumento del indice de
adiposidad (Cervantes-Rodriguez y cols. 2014, Diaz-Aguila y cols. 2016). Sin embargo, no
podemos considerarlas ratas obesas ya que no encontramos diferencias en el peso corporal.
Aunque London y cols. (2007) consideran en su estudio que la rata obesa, es aquella que
presenta mayor cantidad de tejido adiposo. Un dato interesante es que los animales a los que se
les proporciona una dieta palatable disminuyen su actividad locomotora (Lalanza y cols. 2014),
por lo que, es posible que el aumento de la ingesta calorica pueda estarse almacenando en mayor
cantidad en masa grasa que en masa magra en la composicion corporal. Sin embargo, no
encontramos modificaciones en los niveles de glucosa sérica. Estas observaciones son
semejantes a las descritas previamente en ratas adultas (El Hafidi y cols. 2001, Alexander y cols.

2004, Pérez-Torres y cols. 2009, Cervantes-Rodriguez y cols. 2014, Diaz-Aguila y cols. 2016).

Por otro lado, el estrés durante la edad adulta tampoco modifica el peso corporal. Similar
a lo reportado por otros autores donde inducen estrés cronico desde el destete hasta la edad
adulta (Bruder-Nascimento y cols. 2013). Por otra parte, el estrés cronico disminuyo el consumo
de alimento y la ingesta de agua, sin afectar la ingesta calérica. Estudios en modelos animales
revelan que el estres puede afectar de manera diversa la ingesta de alimentos (Kopelman 2000;
Michel y cols. 2003; Adam y Epel 2007), promoviendo la inhibicion de la ingesta (Zeeni y cols.
2013). La aplicacion cronica de un estresor induce habituacion en roedores llevando a una
disminucién de la respuesta fisioldgica y de conducta ante el estresor incluyendo atenuada
hipofagia inducida por el estrés (Zeeni y cols. 2013). Al respecto se ha sugerido que la ingesta
de alimento y el peso corporal son marcadores del grado de severidad del modelo de estrés
(Adam y Epel 2007). Respecto a nuestros resultados es posible que el estrés no haya sido
suficientemente severo para provocar cambios en el peso corporal o que se deba a una respuesta
adaptativa, conforme a lo encontrado en animales adultos sometidos a estrés (Doremus-
Fitzwater y cols. 2009; Macedo y cols. 2012; Ricart-Jané y cols. 2002; Arcego Yy cols. 2014). En
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apoyo a lo anterior, no se modifico el indice de adiposidad, similar a lo reportado por otros
autores (Macedo y cols. 2012; Bruder-Nascimento Yy cols. 2013; Corona-Pérez y cols. 2015). Un
dato interesante fue que el estrés cronico fue capaz de revertir los efectos del consumo de
sacarosa. Estudios previos han mostrado que el estrés crénico disminuye el indice de adiposidad
promovido por la ingesta de una dieta hipercalérica, sugiriendo que el estrés cronico previene

la aparicion de la obesidad (Michel y cols. 2005; Bruder-Nascimento y cols. 2013).

En cuanto al peso del higado no encontramos modificaciones por el consumo de sacarosa
ni por el estrés. Esto concuerda con lo reportado por otros autores (Kawasaki y cols. 2009; Fuy
cols. 2010; Corona-Pérez y cols. 2015). Sin embargo, el consumo de sacarosa promovié una
mayor acumulacién de grasa Y triglicéridos hepaticos. Estos resultados son similares con otros
estudios donde proporcionan sacarosa durante la edad adulta promoviendo la aparicion de
indicadores del sindrome metabolico (Huang y cols. 2007, Alkohuri y cols. 2010, Cervantes-
Rodriguez y cols. 2014, Diaz-Aguila y cols. 2016), asociado a la enfermedad del higado graso
no alcoholico (Ahmed y cols. 2012). Ya que es bien sabido que la hiperinsulinemia causa
hipertrigliceridemia e higado graso (Moller y cols. 1991). Nosotros sugerimos que las
alteraciones metabdlicas que encontramos durante el tercer mes de consumo de sacarosa
(concentraciones elevadas de triglicéridos y VLDL) (Diaz-Aguila y cols. 2016) podrian ser la
causa de la acumulacién de grasa hepética. Debido a que el aumento del consumo de calorias
provenientes de la sacarosa, llevo al incremento de tejido adiposo y la resistencia a la insulina
(Diaz-Aguila 2016), la cual no inhibe adecuadamente la lipasa sensible a hormonas (LSH) y la
lipolisis en tejido adiposo se ve afectada aumentando la movilizacién de &cidos grasos (Adams
y cols. 2005; Arthur y Mccollough 2006; Nseir y cols. 2010), por lo que el higado capta la mayor
cantidad de glucosa y &cidos grasos que promueven la lipogénesis hepéatica de novo con el
subsecuente aumento del flujo de lipoproteinas (principalmente VLDL). Mientras que, el
aumento de acidos grasos libres en circulacion son reesterificados en forma de triglicéridos
dentro del higado y almacenados en forma de vesiculas de lipidos dentro de los hepatocitos
desarrollando esteatosis hepatica (Postic y Girard 2008; Tiniakos y cols. 2010; Nader y cols.
2012). En apoyo aello, se ha mostrado que una dieta alta en carbohidratos es capaz de aumentar

la expresion de mRNA del &cido graso sintasa (FAS, por sus siglas en ingles), ATP citrato liasa
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(ACL) y la disminucién del enoil coahidratasa (ECoAH) enzimas que tienen que ver con la
sintesis y oxidacion de los &cidos grasos (Roncal-Jiménez y cols. 2011). También es posible que
el aumento de insulina y glucosa estén estimulando la expresién de SREBP-1c (sterol regulatory
element-binding protein 1c, por sus siglas en inglés) y de ChREPB (carbohydrate response
element-binding protein, por sus siglas en inglés) respectivamente, estimulando el receptor X
del higado (LXR) que promueve la expresion de genes codificantes de proteinas lipogénicas
(Cha y Repa 2007, Higuchi y cols. 2008). Mientras que, el estrés revierte el efecto del consumo
de sacarosa sobre la histologia del higado, contrario a lo reportado por otros autores donde una
dieta hipercalérica (grasa + carbohidratos) combinada con el estrés cronico agravan los signos
de NAFLD (Fu y cols.2010).

Por otro lado, el estrés cronico promovido la acumulacion de glucogeno hepatico.
Nuestros resultados difieren a lo reportado por otros autores donde el estrés cronico disminuye
la cantidad de glucdgeno hepéatico (Altuna y cols. 2006). Una posible explicacion a nuestros
resultados es que el incremento de glucogeno sea una consecuencia de la conservacion de
energia debido al incremento de la gluconeogénesis v glicdlisis en respuesta a la reduccion en
la disponibilidad de algin nutriente (Vo y cols. 2013). En apoyo a ello se ha mostrado que el
ayuno parcial prolongado seguido por una realimentacion promueve un dramatico incremento
en el almacén de glucogeno en tejido adiposo (Carmean y cols. 2013), similar a la disminucién
de alimento encontrada en nuestro modelo. Por otro lado, la respuesta al estrés también incluye
la activacion del sistema nervioso simpatoadrenomedular (SAM) y la liberacion de
catecolaminas (Chrousos 2000, Carrasco y Van de Kar 2003), que desafortunadamente no
medimos en este estudio, lo que estaria promoviendo una actividad lipolitica en tejido adiposo
y la consiguiente liberacion de &cidos grasos y glicerol para la glucogeneogénesis hepética
(Langin 2006; Kolditz y Langin 2010). Sin embargo, a pesar de no encontrar cambios en el
contenido de tejido adiposo si encontramos una disminucion en el tamafio de los adipocitos
(datos no mostrados). Es posible que en el grupo E + A30 esté acumulando glucogeno debido a
la disminucién en la ingesta de un nutriente o que a pesar de haber un mayor consumo caldrico
los animales que se encuentran bajo estrés estén gastando el exceso calorico y el organismo esta

almacenando el poco excedente en forma de glucégeno y triglicéridos en higado y tejido
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adiposo, respectivamente. Existe la posibilidad de que el organismo a esta edad adquiera un
equilibrio entre el almacén de glucogeno y grasa, ya que es bien sabido que los niveles de
glucogeno después de cierto periodo disipan, promoviendo una conexion metabdlica entre la

glucogendlisis y sintesis de lipidos (Carmean y cols. 2013).

Respecto al nimero de células inmunes dentro de los sinusoides no encontramos
diferencias. Similar a lo reportado por otros autores (Rodriguez-Castelan y cols. 2016), que
sugieren que debido a que todos los tipos de células inmunes son contabilizadas, algunos tipos
pueden incrementan mientras que otros disminuyen equilibrando el nimero de células inmunes
(Vonghia and Francque 2015). En apoyo aello evidenciamos la presencia de mastocitos en el
grupo E mientras que, en los grupos C, A30 y E + A30 fue ausente. Estudios realizados en la
ontogenia de mastocitos muestran que el microambiente controla su expresion fenotipica, por
lo que algunos mediadores de mastocitos pueden generar citotoxicidad en otros tipos celulares
generando estrés oxidativo (Befus y cols. 1988; Seifried y cols. 2007). Aunque, es posible que
el aumento de la actividad enzimatica favorezca el estado pro-oxidante a nivel de los Dienos
Conjugados, por lo cual se ve disminuido los niveles de TBARS vy proteinas carbonilo en el
grupo E (Luna-Moreno y cols. 2007, Corona-Pérez y cols. En proceso). Por otro lado, el
consumo de sacarosa disminuyd el estrés oxidativo. Al respecto se a sugerido que la dieta es
capaz de promover cambios hormonales que llevan a la activacion de una variedad de enzimas
metabdlicas. De manera particular, se ha mostrado que una dieta alta en carbohidratos es capaz
de promover una defensa antioxidante hepatica a través del aumento de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD) y NADPH que es la conezima reducida del glutation peroxidasa y es
requerido para la estabilidad de la catalasa disminuyendo asi la peroxidacion de lipidos (Spolaris
y Meyenhofer, 2000). Contrario a lo reportado por otros autores, donde la ingesta de
carbohidratos por un largo periodo induce estrés oxidativo hepatico (Ruiz-Ramirez y cols.
2011). Concluyendo que el estrés oxidativo es el resultado de cambios metabdlicos, hormonales
y nutricionales complejos a largo plazo (Spolaris y Meyenhofer, 2000).

Por otro lado, el consumo de sacarosa ni el estrés modificaron las concentraciones séricas
de corticosterona. Datos similares son reportados en roedores adultos, donde el estrés cronico

no altera los niveles de corticosterona sérica (Ricart-Jané y cols. 2002; Macedo y cols. 2012).
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Estudios realizados en roedores sometidos a estrés por restriccion muestran una mayor
liberacién de corticosterona en animales jovenes vs adultos, en apoyo a ello mostraron que el
aumento de corticosterona en animales adultos ya no es significativo después de 14 dias de
restriccion, indicando una habituacion al agente estresor (Sadler y Bailey 2016). Por otro lado,
en cuanto al grupo azucarado, trabajos previos han mostrado que el consumo de sacarosa en
ratas adultas no modifica la concentracion sérica de corticosterona (Diaz-Aguila y cols. 2016).
La evidencia sugiere que el tipo y disponibilidad de alimentos pueden influir en la respuesta de
la corticosterona (Zeeni y cols. 2013). Otro posible mecanismo puede estarse dando a través de
la regulacion hormonal de la leptina y la insulina que se encuentran aumentadas en el grupo A30
(Diaz-Aguila y cols. 2016).

Agregado a lo anterior, no encontramos cambios en la actividad enzimatica de la 11p
HSD1. Contrario a lo observado en ratas adultas jovenes donde el estrés cronico aumenta la
actividad de esta enzima (Corona-Pérez y cols. 2015). Debido a que la enzima 11B3-HSD1
modula el equilibrio entre corticosterona y la cortisona (Altuna y cols. 2006; Vasiljevic y cols.
2014) es posible que al haber una adaptacion y el hecho de que la sacarosa revierta los efectos
del estrés no hubo modificaciones en la actividad enzimatica. Ademas de que se ha mostrado
que su sobreexpresion puede normalizar la actividad del eje HPA ante una respuesta al estrés
(Maniam y cols. 2014).
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9. CONCLUSIONES

Con nuestros resultados estamos mostrando la presencia de esteatosis hepatica asociada a los
altos niveles de corticosterona y de 11 HSD-1 en ratas macho jovenes. Contrario alo observado
en ratas adultas con un consumo prolongado de sacarosa y estrés cronico donde los mecanismos
de respuesta son distintos segin la edad. A diferencia de lo mostrado en ratas infantes, es
necesario aplicar un tipo de estrés méas intenso en edades adultas que nos permita mantener
elevados los niveles de corticosterona y asociarlos con el desarrollo de esteatosis hepatica. Por
otro lado, mostramos que la corticosterona no es un factor indispensable en el desarrollo de
esteatosis hepatica. Sin embargo, el tiempo de consumo de sacarosa es un factor importante para
promover los hallazgos encontrados. Por lo anterior, estos resultados nos siguen manteniendo a
la expectativa en relacion a si los glucocorticoides y el consumo de sacarosa potencian el

desarrollo de esteatosis hepatica.
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10. PERSPECTIVAS

En relacion a nuestros resultados, seria interesante hacer uso de un tipo de estrés cronico mas
intenso que nos permita mantener elevados los niveles de corticosterona en los animales adultos

y poder esclarecer la asociacion entre glucocorticoides e higado graso no alcohdlico.

La administracion de la enzima 11B-HSD-1 o glucocorticoides de manera sintética en
conjunto con la dieta alta en sacarosa seria interesante para analizar la participacion de cada uno

de los componentes en el desarrollo del higado graso.

Por otra parte, el estudio de la biologia molecular en cuanto a la regulacién y expresion
de genes asociados a la respuesta del estrés y la dieta son un punto importante que queda por
estudiar y que permitirdin conocer mas a fondo sobre los mecanismos reguladores de la
enfermedad del higado graso no alcohdlico dentro de los que podemos mencionar la expresion
de proteinas reguladoras de la sintesis de triglicéridos hepaticas como la SREBP-1c y ChREBP.
Sumado a lo anterior, el estudio de la distribucion celular de los receptores a glucocorticoides y
la actividad de la hexosa-6-fosfato deshidrogenada (H6PDH) a nivel hepético también serian
importantes en el estudio de los mecanismos involucrados en el desarrollo del higado graso no

alcohdlico en relacion al consumo de sacarosa Yy estrés cronico.
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12. ANEXOS

12.1 Deshidratacion del tejido hepético

1. Después de la diseccion, mantener el tejido en Bouin por 24 horas.

2. Sacar el tejido del Bouin y cortarlo de acuerdo a la porcion que se va a deshidratar.

3. Realizar la deshidratacién de acuerdo ala lista siguiente, cuidando que la solucion cubra

ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No. de Solucién y Tiempo en
solucion Concentracion Minutos
1 OH 60% 15 min
(3 lavados de 5 min)
2 OH 70% 20 min
3 OH 80% 20 min
4 OH 80% 30 min
5 OH 96% 30 min
6 OH 96% 30 min
7 OH 100% 30 min
8 OH 100% 30 min
9 OH 100%-Xileno 30 min
10 Xileno | 30 min
11 Xileno 11 30 min
12 Paraplast X-tra | 30 min
13 Paraplast X-trall 60 min
14 Paraplast X-tra Ill 180 min (Con un cambio de

paraplast a los 90 min)

4. Incluir los tejidos con Paraplast limpio y dejar que solidifiquen.

Nota: Previamente poner a licuar el Paraplast en el horno a una temperatura maxima de

56°C.
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12.2 Tincién de hematoxilina — eosina

Después de obtener los cortes en el microtomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriorme nte

se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Paso No. Solucién Tiempo
1 Xileno | 5 minutos
Desparafinar 2 Xileno I 5 minutos
3 Xileno:etanol 5 minutos
4 Etanol 100% 5 minutos
5 Etanol 100% 5 minutos
6 Etanol 96 % 3 minutos
Hidratacion 7 Etanol 80% 3 minutos
8 Etanol 60% 3 minutos
9 Agua destilada 3 minutos
10 Hematoxilina de Harris 30 minutos
11 Agua corriente 40 segundos
12 Etanol acido 40 segundos
Contraste 13 Agua destilada 40 segundos
14 Etanol amoniacal 3 minutos
15 Agua destilada 40 segundos
Azuleamiento 16 Eosina 3 minutos
17 Agua destilada 40 segundos
18 Etanol 96 % 40 segundos
19 Etanol 96 % 40 segundos
Deshidratacion 20 Etanol 100% 30 segundos
21 Etanol 100% 30 segundos
22 Etanol:Xileno 30 segundos
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23

Xileno

30 segundos

24

Xileno

30 segundos

Montaje

Cytoseal TM 60

o En cada canastilla caben 32 portaobjetos.

o En caso de meter mas de dos trenes el tren 3y 4 darles mas tiempo en el paso 12y 14.

o Revisar al salir el tren en la hematoxilina, eosina, alcohol acido y alcohol amoniacal un

porta en el microscopio para ver cOmo se tifio.

o En caso de que a la hora de montar con el cytoseal queden burbujas regresar el porta al

Xileno para volver a montar.
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12.3 Tincién de Tricromica de Masson

Desples de obtener los cortes se dejan secar al menos 24 horas, y se prosigue a la tincion con los

siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Paso No. Solucion Tiempo
1 Xileno 2 X 5 minutos
2 Xileno:Etanol 5 minutos
3 Etanol 100% 2 x 5 minutos
Desparafinar 4 Etanol 96 % 3 minutos
5 Etanol 80% 3 minutos
6 Etanol 60% 3 minutos
7 Agua destilada 3 minutos
8 Mordente de Bouin 12 horas
9 Agua corriente 20 minutos
Mordente 10 Hematoxilina de Weigert 11 minutos
11 Agua corriente 40 segundos
12 Agua destilada 40 segundos
13 Amoniaco 1 % 4 minutos
14 Agua corriente 40 segundos
Azuleamiento 15 Biebrich Scarlet-Fuchina Acida 10 minutos
16 Agua corriente 40 segundos
Contraste 17 Ac. 4 minutos
Fosfomolibdico/Fosfotugstico
18 Azul de anilina 5 minutos
19 Ac. Acético glacial 1 % 3 minutos
20 Agua corriente 40 segundos
21 Etanol 80 % 40 segundos
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Deshidratacion

22 Etanol 96 % 30 segundos
23 Etanol 100% 2 x 30 segundos
24 Etanol: Xilol 10 segundos
25 Xileno 2 x 10 segundos

Montaje

Cytoseal TM 60
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C-183 El consumo elevado de sacarosa a temprana edad induce un
proceso inflamatorio hepatico en la rata macho

Corona-Pérez A (1), Rodriguez-Antolin ] (2), Castelan F (3), Soto-Rodriguez I (4),
Martinez-Gomez M (3), (5), Nicolas-Toledo L (3). (1) Maestria en Ciencias Biolégicas, UATx,
(2) Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATx, (3) Biologia de la Conducta, UATX,
(4) Universidad Veracruzana, (5) Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricién en el 2012 reporté un aumento en la prevalencia
de sobrepeso y obesidad en nifios de 5 a 11 afios de edad. Uno de los factores predisponentes
es el consumo de bebidas azucaradas ya que la poblacién mexicana ocupa el primer lugar en
consumo de refrescos y bebidas azucaradas. Estudios en humanos han asociado el consumo de
bebidas azucaradas con el desarrollo de obesidad, trastornos metabdlicos y la enfermedad del
higado graso no alcohélico. Sin embargo, no hay trabajos donde se correlacione el efecto del
consumo elevado de sacarosa a temprana edad sobre el higado. Metodologia: Se utilizaron ratas
machos Wistar de 21 dias de edad. Se les proporcioné agua con sacarosa al 30%: el Grupo 1 con-
sumi6 agua con sacarosa un mes; el Grupo 2 consumié agua con sacarosa dos meses y el Grupo
3 consumio agua con sacaro sa tres meses. Al sacrificio se extrajo el higado, fue fijado en Bouin,
deshidratado en alcoholes ascendentes, aclarado en xilol e incluido en paraplast. Los cortes
histolégicos de 7um fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina. Los resultados fueron analizados
con t-Student, ANOVA de dos vias y Bonferroni como post-hoc. Resultados: Las ratas del Grupo
1 mostraron el inicio de un proceso inflamatorio con presencia de células de kupffer y células
granulosas. En el Grupo 2 hubo un desarreglo de los cordones hepaticos. El Grupo 3 presento el
inicio de un engrosamiento en la intima de las venas centrales hepaticas, hepatocitos en forma
de balén, congestion de sinusoides, vesiculas de grasa. Ademas, un aumento de tejido adiposo,
triglicéridos y VLDL (p<0.01). Conclusiones: El consumo elevado de sacarosa induce un proce-
so inflamatorio hepatico progresivo desde el primer me s del consumo de sacarosa hasta una
esteatosis hepatica grado uno en el tercer mes del consumo de sacarosa. Es importante resaltar
que al parecer el tiempo en la que se consume la sacarosa es fundamental para provocar los
hallazgos encontrados.

Agradecimientos:
Financiamiento: CONACYT a CPA (417844). Universidad Auténoma de Tlaxcala (Proyecto CACy-
PI-UATx-2013.
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La ingesta alimentaria es una conducta que consiste en la obtencidn e ingestién de alimentos. Cuando
no se cubren los requerimientos nutricionales a través de la dieta, se deteriora el estado nutricional
promoviendo la aparicion de cuadros clinicos de malnutricion, tanto por consumo elevado
(sobrenutricidn) como por restriccion (desnutricion). En el 2012, la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion reportd un aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios de 5 a 11 afios de
edad. Uno de los factores predisponentes es el consumo de bebidas azucaradas ya que la poblacidn
mexicana ocupa el primer lugar en consumo de refrescos y bebidas azucaradas. Estudios en humanos
han asociado el consumo de bebidas azucaradas con el desarrollo de obesidad, trastornos
metabdlicos y la enfermedad del higado graso no alcohdlico. Sin embargo, no hay trabajos donde se
correlacione el efecto del consumo elevado de sacarosa a temprana edad sobre el desarrollo de
esteatosis hepdtica. Metodologia: Se utilizaron ratas machos Wistar de 21 dias de edad. Se les
proporciond agua con sacarosa al 30%: el Grupo 1 consumid agua con sacarosa un mes; el Grupo 2
consumid agua con sacarosa dos meses y el Grupo 3 consumid agua con sacarosa tres meses. Al
sacrificio se extrajo el higado, fue fijado en Bouin, deshidratado en alcoholes ascendentes, aclarado
en xilol e incluido en paraplast. Los cortes histoldgicos de 7um fueron tefiidos con Hematoxilina-
Eosina. Los resultados fueron analizados con t-Student, ANOVA de dos vias y Bonferroni como post-
hoc. Resultados: Las ratas del Grupo 1 mostraron el inicio de un proceso inflamatorio con presencia
de células de Kupffer y células granulosas. En el Grupo 2 ademds del proceso inflamatorio
encontramos un desarreglo de los cordones hepiticos. Mientras que, en el Grupo 3 sumado al
proceso inflamatorio y desacomodo de los cordones hepaticos presento el inicio de un engrosamiento
en la intima de las venas centrales hepdticas, hepatocitos en forma de baldn, congestidn de
sinusoides y vesiculas de grasa. Ademas, un aumento de tejido adiposo, triglicéridos y VLDL (p<0.01).
Conclusiones: El consumo elevado de sacarosa induce un proceso inflamatorio hepdtico progresivo
desde el primer mes del consumo de sacarosa hasta una esteatosis hepatica grado uno en el tercer
mes del consumo de sacarosa. Es importante resaltar que al parecer el tiempo de consumo de
sacarosa es fundamental para provocar dafios al higado. Financiamiento: CONACYT a CPA (417844).
Universidad Autdnoma de Tlaxcala (Proyecto CACyPI-UATx-2013).

9-12 de octubre de 2013. Tlaxcala, México.
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Introduccién: En el 2012, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion reportd un
aumento de sobrepeso y obesidad en nifios. Uno de los factores predisponentes es
el consumo de bebidas azucaradas el cual se ha asociado con el desarrollo de
trastornos metabdlicos y la enfermedad del higado graso no alcohdélico.

Obijetivos: Determinar si el consumo elevado de sacarosa a temprana edad induce
un dafio hepatico en la rata. Metodologia: Se utilizaron ratas machos de 21 dias de
edad, que conformaron a los grupos control y experimental. Se les proporciond
agua con sacarosa al 30% durante uno, dos y tres meses (grupos independientes).
Al sacrificio se extrajo el higado y fue fijado en Bouin, deshidratado en alcoholes,
aclarado en xilol e incluido en paraplast. Los cortes histologicos fueron tefiidos con
Hematoxilina-Eosina. Los resultados fueron analizados con {-Student, ANOVA de
dos vias y Bonferroni como post-hoc.

Resultados: El consumo de un mes de sacarosa induce inflamacion. El consumo de
dos meses de sacarosa induce inflamacion y desarreglo de los cordones hepaticos.
El consumo de tres meses de sacarosa induce inflamacién, desarreglo de los
cordones hepaticos y engrosamiento de la intima en venas centrales, hepatocitos
balonizados, congestion de sinusoides y vesiculas de grasa.

Conclusiones: El consumo elevado de sacarosa induce un proceso inflamatorio
hepético progresivo hasta una esteatosis hepatica grado uno. Al parecer el tiempo
de consumo de sacarosa es fundamental para provocar dafios al higado.
Financiamiento: CONACYT a CPA (417844).

Universidad de Guanajuato, Departamento de Ciencias Médicas, Division de Ciencias de la Salud, Campus Ledn
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development ofhepatic steatosisinmale infant rat
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Modern life stress combined with high calorie diets are key factors associated with
the development of metabolic and neurcendocrine abnormalities. Many of these
abnormalities are mediated by hepatic metabolism. Stress increases enzymatic
activity of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase-1 (H3SD1), which has been
associated with increased glucocorticoids and development of hepatic steatosis. In
animal models, consumption of sucrose during early age decreases serum
corticosterone and induces an inflammatory liver damage. Moreover, exposure to
stress and high fat diet induces an increase in corticosterone. However, there are
no studies assessing the combined effects of stress and a diet rich in
carbohydrates on liver damage in infant rat. Here we investigated whether chronic
immobilizationstress combined with high sucrose diet leads to the development of
hepatic steatosis during childhood in rats. We used male Wistar rats aged 21 days
(n = 32). Rats were divided into the control (C, n=8), chronic stress (St, n=8), high-
sucrose diet {S30, n=8), and chronic stress and high-sucrose diet (S30/St, n=8).
The animals were subjected to chronic stress for four weeks by immobilization.
Liver was extracted and fixed in Bouin, dehydrated in ascending alcohols, cleared
in xylene and embedded in paraplast. Histological sections were stained with
hematoxylin-eosin and inmunohistochemistry to determine the oxidative damage.
Corticosterone concentration and HSD1 activity was measured by ELISA and RIA,
respectively. We found that stress causes steatosis, inflammation and oxidative
stress in the liver parenchyma accompanied by an increase in the concentration of
serum corticosterone and activity HSD1 in the liver. Contrary to our predictions, no
effect of sucrose consumption on hepatic damage was found.These results
suggest that feeding high-sucrose diets do not contribute to development hepatic
steatosis. Funding: CONACYT a CPA (417844), CONACYT-225126. PNPC C-
122/2014.
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Consumo de sacarosa a temprana edad mas estrés: relacion entre corticosterona y
esteatosis hepatica

Corona-Pérez Adriana(Estudiante de posgrado)’ ,Rodriguez-Antolin  Jorge? Castelan
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El estrés de la vida moderna combinado con dietas hipercaléricas son factores clave que se
asocian con el desarrollo de alteraciones metabdlicas y neuroendrocrinas. Muchos de estos
trastornos, son mediados a través del metabolismo hepéatico. En modelos animales, el
consumo de sacarosa a temprana edad disminuye la concentracion sérica de corticosterona
e induce un dafio inflamatorio hepatico. Por otra parte, la exposicion al estrés y una dieta alta
en grasa induce un aumento de corticosterona. Sin embargo, no hay trabajos que muestren
los dafios ocasionados al higado debido a un consumo de una dieta rica en carbohidratos y
estrés. Dado que se sugiere una estrecha interaccion entre los factores de estrés y las
enfermedades del higado, nos interesa saber si el estrés combinado con una dieta alta en
sacarosa provoca el desarrollo de esteatosis hepatica durante la infancia. Para ello,
utilizamos ratas macho Wistar de 21 dias de edad (n=32). Las ratas fueron divididas en
cuatro grupos (8/grupo) experimentales: ratas que consumen agua simple(C), agua
simple+estrés (E), agua azucarada 30% (A30) y agua azucaradatestrés (A30+E). Los
animales fueron sometidos a estrés cronico mediante inmovilizacién durante cuatro semanas.
Al sacrificio se extrajo el higado, fue fijado en Bouin, deshidratado en alcoholes ascendentes,
aclarado en xilol e incluido en paraplast. Los cortes histologicos fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina e inmunohistoguimica para determinar el dafio oxidativo. La
concentracion de corticosterona se midio por el método de ELISA. Los resultados fueron
analizados con ANOVA de dos vias y Newman Keuls como post-hoc. Encontramos que el
estrés provoca esteatosis e inflamacion grado 3 en el parénguima hepatico acompariado de
un aumento en la concentracion de corticosteronay estrés oxidativo. Contrario a lo sucedido
en los animales A30. Al parecer el consumo de sacarosa revierte los dafos ocasionados por
el estrés. Financiamiento: CONACYT a CPA (417844), CONACYT INFR-2014-01-
1010/186/2014, CONACYT C-122/2014-1010/163/2014, CACyPI-UATX-2014.
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El consumo elevado de sacarosa modifica el
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En humanos, con sobrepeso y/o obesidad, se ha reportado una disminucion de la libido y disfuncion
eréctil, asi como infertilidad y baja concentracién de testosterona. Por otro lado, la deficiencia en la
produccién de andrégenos testicular esta relacionada con la cantidad de grasa corporal y los niveles
de leptina. En modelos animales, se ha mostrado que una dieta alta en grasa en edad adulta,
incrementa las concentraciones de leptina y disminuye la testosterona, promoviendo diferencias
histolégicas en tabulos seminiferos, afectando la fertilidad, ademas los niveles de FSH y LH
aumentan cuando las ratas reciben 10 y 30 pg/kg de leptina e induce estrés oxidativo y
anormalidades anatdémicas en el espermatozoide. Sin embargo, no esta claro el papel de la leptina en
la reproduccion, ademdas, no hay trabajos donde se evalué el efecto de una dieta alta en
carbohidratos sobre la concentracion de testosterona y el arreglo histolégico del testiculo en ratas
jovenes. Metodologia: Ratas machos Wistar de 21 dias de edad (n=16) fueron divididas en dos
grupos experimentales: ratas que consumieron agua simple (C) y ratas que consumieron agua
azucarada al 30% (S30) durante un mes. Al final del periodo experimental, se midi6 la glucosa.
Inmediatamente las ratas fueron sacrificadas por decapitacion. Se extrajo y pesaron los testiculos y el
tejido adiposo total. El testiculo derecho fue fijado en Bouin, deshidratado en alcoholes ascendentes,
aclarado en xilol e incluido en paraplast. Los cortes histolégicos fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina. Los niveles de leptina y testosterona se midieron por el método de ELISA. Los datos fueron
analizados mediante la prueba Student-t. Resultados preliminares: Las ratas que consumieron agua
azucarada muestran aumento en los niveles de leptina y en el peso testicular, acompafiado de
modificaciones histologicas en el citoplasma, epitelio germinativo y lumen. Por otro lado, los datos
indican una tendencia en aumentar los niveles de testosterona. Conclusiones: El presente estudio
muestra que el consumo de una dieta rica en sacarosa, modifica el arreglo histolégico gonadal y
posiblemente aumenta los niveles de testosterona durante la infancia a diferencia de lo que se ha
reportado en edad adulta y con dieta alta en grasa.

Financiamiento: CONACYT a YMDLR (631998)
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Abstract Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is
the most common chronic liver disorder. Stress promotes
the onset of the NAFLD with a concomitant increment in
the activity of the hepatic 11p-hydroxysteroid dehydroge-
nase type 1 (11B-HSD-1). However, the interaction between
the stress and a carbohydrate-enriched diet for the develop-
ment of NAFLD in young animals is unknown. In the pre-
sent study, we evaluated the impact of chronic stress on the
hepatic triacylglycerol level of young rats fed or not with a
high sucrose-diet. For doing this, 21-day old male Wistar
rats were allocated imto 4 groups: control (C), chronic
restraint stress (St), high-sucrose diet (S30), and chronic
restraint stress plus a 30 % sucrose diet (St + S30). Chronic
restraint stress consisted of 1-hour daily session, 5 days per
week and for 4 weeks. Rats were fed with a standard chow
and tap water (C group) or 30 % sucrose diluted in water
(530 group). The 5t + 530 groups consumed less solid food
but had an elevated visceral fat accumulation in comparison
with the St group. The St group showed a high level of serum
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corticosterone and a high activity of the hepatic 11p-HSD-1
concomitantly to the augmentation of hepatic steatosis signs,
a high hepatic triacylglycerol content, and hepatic oxidative
stress. Conversely. the high-sucrose intake in stressed rats
(St + 530 group) reduced the hepatic 11B-HSD-1 activity,
the level of serum corticosterone, and the hepatic triacylglye-
erol content. Present findings show that a high-sucrose diet
amelicrates the miacylglycerol accumulation in liver pro-
maoted by the restraint siress in young male rats.
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Abbreviations
H=E Hematoxylin and eosin

HPA Hypothalamic-pituitary-adrenal axis

11B-HSD-1  11f-Hydroxysteroid dehydrogenase type 1

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1

NAFLD Non-aleoholic farty liver disease

NAS Non-alcoholic steatosis activity scores

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate

3-NTyr 3-Nitrotyrosine

PBS Phosphate-buffered saline

TAG Triacylglycerol

TNFa Tumor necrosis factor alpha

VLDL Very low density lipoprotein

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), the most com-
mon chronic hepatic disorder. may progress to cirrhosis and
hepatic cancer [1]. The NAFLD is associated with a disequi-
librium involving the glucose tolerance, a major storage of
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ABSTRACT

Glucocorticoids have been implicated in nonalcohalic fatty liver diseases (NAFLD). The influence of a
palatable diet on the response to stress is controversial. This study explored whether a high-sucrose
diet could protect from hepatic steatosis induced by chronic restraint stress in young adult rats. Male
Wistar rats aged 21 days were allocated into four groups (n=6-8 per group): control, chronic restraint
stress, 30% sucrose diet, and 30% sucrose diet plus chronic restraint stress. After being exposed to
either tap water or sucrose solution during eight weeks, half of the rats belonging to each group were
subject or not to repeated restraint stress (1h per day, 5 days per week) during four weeks.
Triacylglycerol (TAG), oxidative stress, activity of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11B-HSD-1),
infiltration of immune cells, and glycogen amount in the liver were quantified. Serum concentrations of
corticosterone and testosterone were also measured. The stressed group showed normal serum concen-
trations of corticosterone and did not have hepatic steatosis. However, this group showed increased
glycogen, inflammation, mild fibrosis, oxidative stress, and a high activity of 11p-HSD-1 in the liver. The
group exposed to the high-sucrose diet had lower concentrations of corticosterone, hepatic steatosis
and moderate fibrosis. The group subject to high-sucrose diet plus chronic restraint stress showed low
concentrations of corticosterone, hepatic steatosis, oxidative stress, and high concentrations of testos-
terone. Thus, restraint stress and a high-sucrose diet each generate different components of nonalco-
holic fatty liver in young adult rats. The combination of both the factors could promote a faster
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development of NAFLD.

Introduction

Psychosocial stress can aggravate inflammation and fibrosis
in a cirrhotic liver (Chida, Sudo, & Kubo, 2006; Vere, Streba,
Streba, lonescu, & Sima, 2009). Thus, an excess of glucocortic-
oid has been associated with the development of nonalco-
holic fatty liver diseases (NAFLD; Ahmed et al, 2012). The
local synthesis of glucocorticoids in the liver is mediated by
the enzyme 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (115-
HSD-1), which interconverts the active cortisol (in humans) or
corticosterone (in rats), and the inert cortisone (in humans)
and 11-dehydrocorticosterone (in rats). This is associated with
the development of metabolic syndrome, signs of inflamma-
tion, and oxidative stress in patients with NAFLD (Staab &
Maser, 2010; Tarantino & Finelli, 2013). However, only 20% of
patients diagnosed with Cushing's syndrome show hepatic
steatosis (Rockall et al., 2003), suggesting that other factors
may explain fat accumulation.

Evidence about the influence of a hypercaloric and palat-
able diet on the attenuation of the response to stress is
controversial. Some authors have shown that a high-carbohy-
drate diet reduces the serum concentration of adrenocortico-
tropic hormone (ACTH) but not corticosterone, as promoted
by chronic stress in adult rats (Rho, Kim, Choi, & Lee, 2014;
Zeeni et al,, 2013). In contrast with these findings, it has been
shown that a chronic high-carbohydrate diet can or cannot
increases the serum corticosterone concentration (Ochoa,
Lalles, Malbert, & Val-Laillet, 2015; Zeeni et al,, 2013), enhan-
ces 11B-HSD-1 protein expression in the liver (Vasiljevi¢ et al.,
2014), and down-regulates glucocorticoid receptors in hepatic
and adipose tissue (Kovacevi¢, Nestorov, Mati¢, & Elakovic,
2014; Vasiljevi¢ et al, 2014) of adult rats. Notably, a high-
sucrose diet reduces the serum concentration of cortico-
sterone, the amount of triacylglycerol (TAG), and the 11p-
HSD-1 activity in the liver promoted by chronic stress in
infant rats (Corona-Pérez et al, 2015). This differential effect
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