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RESUMEN

Los glucocorticoides, son hormonas que participan en el metabolismo de carbohidratos y
lipidos, secretados por las glandulas adrenales. Dentro de la maquinaria metabdlica, el papel
de los glucocorticoides ha sido muy poco estudiado. En modelos animales, se ha mostrado
que el consumo de sacarosa durante la edad adulta promueve la acumulacion de grasa en los
hepatocitos condicion conocida como esteatosis hepatica. Mientras que, en trabajos donde se
administra dexametasona, un glucocorticoide sintético también se desarrolla esteatosis
hepéatica. Sin embargo no hay trabajos donde se correlacione el efecto del consumo de
sacarosa Yy el dafio hepatico con los niveles de corticosterona a temprana edad. Este estudio
se realizé para conocer el papel de la corticosterona en el desarrollo de la esteatosis hepética,
en un modelo de consumo de sacarosa al 30%. 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 consumi6 agua con sacarosa dos meses y el Grupo 3 consumié
agua con sacarosa tres meses, cada uno con sus animales control (n=6). Se registrd
diariamente el peso corporal, consumo de alimento y agua. Al sacrificio se obtuvo la sangre
para la medicién de corticosterona por el método de ELISA. Se extrajo el tejido adiposo e
higado y se pesaron. 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. Encontramos un aumento significativo en los niveles de
triglicéridos, VLDL y acumulacién de tejido adiposo en los animales experimentales del
Grupo 3. En los cortes histoldgicos de los animales experimentales del Grupo 1 se encontrd
la presencia de células granulosas (eosindfilos, basofilos y neutréfilos) y linfocitos lo que
indica el inicio de un proceso inflamatorio. En los animales del Grupo 2 el proceso
inflamatorio persiste, ademas se observa un desarreglo de los cordones hepaticos. Mientras
que, en el grupo 3 el proceso inflamatorio provoco un engrosamiento de la intima de los
vasos sanguineos, ademas encontramos hepatocitos en forma de baldn, congestion de los
sinusoides, presencia de vesiculas de grasa que fue corroborada con la tincion de rojo oleoso,
caracteristicas de una esteatosis grado 1, aunque no hubo diferencias en el area

citoplasmatica de los hepatocitos. Mientras que, la concentracion de corticosterona



disminuyé por efecto del consumo de sacarosa. Con lo anterior podemos concluir que el
consumo elevado de sacarosa induce un proceso inflamatorio hepatico progresivo hasta el
desarrollo de una esteatosis hepatica grado 1. Los resultados muestran que el tiempo de
consumo de sacarosa a temprana edad es un factor importante en el desarrollo de esteatosis
hepatica. Iniciando con un proceso inflamatorio sin la presencia de concentraciones elevadas
de corticosterona. No obstante la corticosterona podria estar participando de manera indirecta
en la progresion de la enfermedad del higado graso no alcohdlico. Probablemente la
disminucion de la corticosterona este provocando cambios metabolicos que ocasionen el

desarrollo de la esteatosis hepatica.
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1. INTRODUCCION

La alimentacion se define como la forma y manera de proporcionar al ser vivo las sustancias
que le son indispensables para mantener la salud y vida. La ingesta alimentaria se considera
como una conducta y consiste en la obtencion e ingestion de alimentos. Mientras que, la
nutricion es el conjunto de procesos fisiologicos mediante el cual los alimentos ingeridos se
transforman y se asimilan, es decir, se incorporan al organismo de los seres vivos (Mataix
2009). Una adecuada nutricion es aquella que contiene un balance entre lo que el organismo
requiere y lo que gasta por sus actividades, es decir, un equilibrio entre los macronutrientes
(proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales, vitaminas) contenidos en la dieta y la energia

invertida en el desarrollo de sus actividades (Mataix 2009).

Cuando no se cubren los requerimientos nutricionales minimos necesarios a través de
la dieta, se deteriora el estado nutricional promoviendo la aparicién de cuadros clinicos
severos como problemas de malnutricion. La malnutricion comprende cualquier alteracion
nutricional, tanto por consumo elevado (sobrenutricién) como por restriccion (desnutricion)
(Mataix 2009). Problemas de malnutricion se han asociado con trastornos metabolicos como
la obesidad, la diabetes y dislipidemias. Se ha mostrado que estos trastornos promovidos por
el consumo de bebidas azucaradas, son mediados a través del metabolismo hepético (Postic y
cols. 2004, Yang y cols. 2012).

En particular la malnutricion por consumo elevado de carbohidratos en la dieta,
provoca un aumento de tejido adiposo (Vizmanos y cols. 2006) y la manifestacion de
alteraciones metabdlicas (diabetes tipo Il, hipertension, metabolismo anormal de lipidos y
carbohidratos, enfermedad cardiovascular) (Jiménez-Cruz y cols. 2009). Estas alteraciones en
conjunto se conocen como sindrome metabdlico (Vegiopolus y Herzing 2007, Alkhouri y
cols. 2010). Un area la cual ha recibido mucho interés en recientes afios, ha sido el papel que
desempenian los glucocorticoides en el desarrollo del sindrome metabdlico (Pinheiro y cols.
2009). Dentro de la maquinaria metabdlica, el papel de los glucocorticoides ha sido muy poco

estudiado.
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Los glucocorticoides son hormonas esteroideas sintetizadas en la glandula adrenal y su
secrecion esta regulada por la actividad del eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal (Grasa-Martinez
2004, Pinheiro y cols. 2009). Estas hormonas son esenciales para el mantenimiento de la
homeostasis metabolica tanto en estado basal como en respuesta al estrés y juegan un papel
importante en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Nader y cols. 2012,
Pinheiro y cols. 2009).

En la década de los 50, el descubrimiento del efecto antiinflamatorio de los
glucocorticoides llevo a su prescripcion en el tratamiento de enfermedades reumaticas
cronicas. Actualmente, los glucocorticoides sintéticos son bastante utilizados en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes (Pinheiro y cols. 2009). No obstante, el uso
cronico de glucocorticoides estd asociado a resistencia a la insulina, diabetes,
hipertrigliceridemia e hipertension arterial (Nader y cols. 2012) asi como en el desarrollo del
sindrome de Cushing, causado por niveles elevados de cortisol en sangre, ademas de ser
asociado con el desarrollo de esteatosis hepatica en pacientes con dicho sindrome (Pinheiro y
cols. 2009, Arnaldi y cols. 2010).

Aunqgue los mecanismos subyacentes de la progresion de la enfermedad del higado
graso no alcohdlico no son claros, la resistencia a la insulina, inflamacion ocasionada por la
obesidad, factores genéticos, dietéticos y relacionados al estilo de vida parecen jugar un rol
clave en su desarrollo. Recientes estudios en humanos y modelos animales sugieren que estos
elementos pueden afectar la infiltracién de grasa en la enfermedad del higado no alcohélico
(Nseir y cols. 2010).

1.1 Glucocorticoides
Los glucocorticoides (cortisol y corticosterona), son hormonas esteroideas (Pinheiro y cols.

2009) producidas y secretadas en la zona fasciculada de la corteza adrenal (Keegan y Hammer
2002) son esenciales para el mantenimiento y homeostasis metabdlica de carbohidratos,
lipidos y proteinas (Nader y cols. 2012). Su secrecion esta regulada por la actividad del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal y sigue un ritmo circadiano que aumenta ante situaciones de
estrés (Grasa-Martinez 2004).
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Aproximadamente 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 fraccion del 5% de cortisol libre circulante considerado biol6égicamente
activo (Rodes y cols. 2001, Grasa-Martinez 2004, Opherk y cols. 2004, Vegiopoulos y Herzig
2007).

Los efectos fisioldgicos de los glucocorticoides son mediados a través de receptores
citoplasmaticos (Vegiopolus y Herzing 2007) que viajan al ndcleo 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, pulmon, tejido
adiposo, musculo, corteza adrenal, células B pancreaticas y la gldndula pituitaria anterior,
tejidos determinantes para la homeostasis de lipidos, insulina y glucosa hepética. 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 secrecidn de glucocorticoides representa el paso final de una cascada de
sefializaciones reguladas por el sistema neuroendocrino a través del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal (Vegiopoulos y Herzig 2007). Sin embargo, hay evidencias de una sintesis local de
glucocorticoides regulado por la enzima 11f-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11B-HSD)
(London y cols. 2007, London y Castonguay 2009). 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).

En el higado la activacion de la enzima 11B-HSD1 amplifica la sintesis local de
glucocorticoides. Se ha mostrado tanto en humanos como en roedores obesos 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
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humanos obesos, han mostrado que més del 50% de la produccién 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). Con respecto al consumo de
carbohidratos, se ha mostrado que ratas que consumen sacarosa al 16 y 32% un incremento
de la enzima hexosa-6-fosfato-deshidrogenasa (H6PDH) que produce un aumento de la
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato-oxidasa (NADPH), necesaria para la actividad
oxido-reductasa de la enzima 11B-HSD1 en tejido adiposo y por ende un aumento de la
activacion de cortisona (roedores) y cortisol (humanos), por lo tanto un aumento de la
gluconeogénesis y biosintesis de lipidos en higado (London y cols. 2007). Por otra parte, se
ha mostrado en ratones transgénicos ApoE-HSD1, que la sobreexpresion de la enzima 11p-
HSD1 y el subsecuente aumento en los niveles de glucocorticoides son suficientes para
provocar resistencia a la insulina, esteatosis hepatica e incremento en la sintesis de lipidos

hepéticos (Paterson y cols. 2004, Vegiopoulos y Herzig 2007).

1.2 Higado

El higado es la glandula més grande del organismo y se encuentra localizada en el
hipocondrio derecho del abdomen (Fortoul y cols. 2010). El higado se encuentra dividido en
I6bulos (Tanaka y cols. 2011) y su unidad estructural 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 nucleos son diploides y su vida media es de por lo
menos 150 dias (Ross y cols. 2005, Welsch y Sobotta 2009).

Existen tres maneras de describir la estructura del higado en términos de una unidad

funcional: el lobulillo clasico, el lobulillo portal y el &cino hepatico (Figura 1).
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Vena centrolobulillar  ¢y5sico portal

Flujo Flujo  Acino hepético Lobulillo
sanguineo Dbiliar con 3 zonas portal

Figura 1. Representacién del lobulillo clasico, portal y &cino hepatico (Welsch y Sobotta 2009).

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 &ngulos 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 mas
cercanas a esa triada portal que definen un bloque de tejido triangular con porciones de los tres
lobulillos clésicos que secretan la bilis y drenan en su conducto biliar axial.

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 y son mas activos
en la gluconeogénesis y en el metabolismo oxidativo de la energia, ademas de ser las primeras
en exhibir alteraciones morfologicas tras la obstruccion de la via biliar, también son las
ultimas en morir si hay trastornos de la circulacion y son las primeras en regenerarse. Mientras

que, los hepatocitos de la zona 3, son méas activos en la glucoélisis, lipogénesis y requieren
17



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 irrigacién). 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).

1.3 Metabolismo de carbohidratos y glucocorticoides

El higado interviene de forma directa en el metabolismo de los carbohidratos. Convierte la
glucosa en glucogeno para almacenarla en el interior del hepatocito (glucogénesis), en
ausencia de glucosa es capaz de transformar los aminodcidos y los lipidos en ésta
(gluconeogeénesis) 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 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 y 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
gluconeogénesis (Vegiopoulos y Herzig 2007). Estas triosas fosfato podran 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,

18



estimulando las vias glicoliticas y lipogénicas en la célula hepética (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
acidos 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 actta 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).

En este contexto, la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa es una enzima limitante en
el proceso de gluconeogénesis, en condiciones normales su accion es mediada por el
glucagén a través del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y por glucocorticoides en
respuesta al ayuno favoreciendo el incremento de glucosa, mientras comidas ricas en
carbohidratos aumentan la insulina y disminuyen la sintesis de dicha enzima en condiciones
en donde los glucocorticoides son elevados, se ha mostrado que inducen la actividad de la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa, por lo tanto, un aumento en los glucocorticoides,
inhibe la cascada de sefializacion de la insulina que disminuye la sintesis de glucégeno y
aumenta la gluconeogénesis (Vegiopoulos y Herzig 2007). Ademas también se ha mostrado
gue en casos donde estd 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 albimina, por
lo que aumentaria la gluconeogénesis (Rodes y cols. 2001, Opherk y cols. 2004, Vegiopoulos
y Herzig 2007).
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En particular Opherk y cols. (2004), mostraron 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 funcion del receptor de glucocorticoide en higado
durante el metabolismo de la glucosa puede controlar la hiperglucemia diabética. De tal
manera, gque utilizando antagonistas del receptor de glucocorticoide en higado, disminuye los
niveles de hiperglucemia y dislipidemias en modelos de animales con diabetes mellitus Il
(Vegiopoulos y Herzig 2007).

De manera especifica se ha mostrado que el consumo de sacarosa en la rata produce
esteatosis hepética (Bacon y cols. 1984, Huang y cols. 2007) y el aumento del contenido de
grasa visceral (EI 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 (Diaz-Aguila
2012). Debido a que, el consumo de una dieta rica en carbohidratos lleva al incremento del
tejido adiposo visceral y dada la importancia de los glucocorticoides en metabolismo hepatico
y de tejido adiposo, se ha mostrado que los glucocorticoides 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 cidos grasos de los adipocitos a través de la activacion de
la lipasa sensible a hormonas (HSL), una enzima clave responsable de la movilizacion de
acidos 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 a la insulina (Adams y 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 acidos grasos inicia a acumularse en vesiculas intracelulares desarrollandose asi la

esteatosis hepatica (Tiniakos y cols. 2010, Nader y cols. 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Proceso fisiopatoldgico de la esteatosis hepéatica no alcohélica (Modificado de Tiniakos y cols. 2010).

1.4 Esteatosis hepatica no alcohodlica

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 y 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
(Loriay cols. 2005, Alkhouri y cols. 2010).

Una de las causas primarias a las que se ha asociado el desarrollo de la enfermedad del
higado graso no alcohodlico es la presencia de sindrome metabdlico (Adams y cols. 2005),
debido a que existe un desequilibrio entre la sintesis hepatocitica de triglicéridos a partir de
acidos grasos provenientes del tejido adiposo y de la secrecion de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) (Causse y cols. 1995) los cuales comienzan a almacenarse en forma de
triglicéridos en higado.

Segun la morfologia y tamafio de las vesiculas se distinguen dos tipos de esteatosis que
pueden indicar acumulacién crénica o aguda de lipidos (Brunt 2001):
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e Microvesicular: En este proceso los hepatocitos estan ocupados por numerosas
vesiculas pequefias de lipidos que dejan el nucleo 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 p-oxidacion de &cidos grasos libres (Brunt 2001).

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

Segun el porcentaje de hepatocitos afectados (Adams y cols. 2005, Tiniakos y cols. 2010), se
clasifica en:

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 Dietas ricas en carbohidratos

Dietas ricas en carbohidratos en etapas posteriores al nacimiento se han relacionado con la
prevalencia de trastornos metabdlicos. Se ha mostrado en la rata macho Wistar que el
consumo de agua azucarada al 30% después del destete durante 18-21 semanas, ocasiona
sobrepeso, obesidad abdominal, hipertension, intolerancia a la glucosa, dislipidemias
(combinacién de bajas concentraciones de colesterol de alta densidad con altas
concentraciones de triglicéridos y colesterol) (El Hafidi y cols. 2001, 2004, Alexander y cols.
2004, Perez-Torres y cols. 2009). Por otro lado, en ratas hipertensas espontaneas de 12
semanas de edad, alimentadas con sacarosa al 12% durante siete semanas, mencionan
modificaciones en la presion arterial, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina

(Oron-Herman y cols. 2008).
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Por otra parte, un estudio realizado en ratas Sprague-Dawley de 8 semanas de edad a
las que se les proporciono fructosa al 60% durante 42 dias, mostré un aumento de colesterol,
triglicéridos e insulina, ademas de una afectacion en la fisiologia cardiaca (Delbosc y cols.
2005). Por otro lado, el grupo de Oron-Herman y cols. (2008) reportd alteraciones
metabdlicas en la rata Sprague—Dawley sobrealimentada a partir de la semana 12 de edad, con
fructosa (60%) durante siete semanas; ellos encuentran hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, hipertension y resistencia a la insulina. Mientras que, Miyazaki y cols.
(2004) observaron que ratones alimentados con 60% de fructosa durante 7 dias tienen un
aumento en la expresién génica de las enzimas &cido graso sintetasa (FAS), Acil-CoA
carboxilasa y la esteaoil-CoA desaturasa, enzimas involucradas en el proceso de lipogénesis.

Un estudio realizado para observar la actividad y la cantidad de la expresion del
mRNA de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa donde se utilizaron células aisladas de
higado de ratas Sprague-Dawley de la siguiente manera: 1) después de un ayuno de 24 h, 2)
con un ayuno de 24 h seguido de una ingesta de alimento estandar por 48 h, 3) con un ayuno
de 24 h seguido de una ingesta rica en carbohidratos por 48 h, 4) con una dieta estandar, y 5)
con una dieta estandar seguida de una dieta rica en carbohidratos por 48 h. Se observo que la
actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en las células endoteliales fue de 150%
mayor en el grupo con un ayuno de 24 h seguido de una ingesta rica en carbohidratos por 48
h, y del 125% en el grupo con una dieta estandar seguida de una dieta rica en carbohidratos
por 48 h comparado con el grupo que solo estuvo en ayuno 24 h. La expresion del mRNA de
la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue 300% mayor en las células endoteliales del
grupo con un ayuno de 24 h seguido de una ingesta rica en carbohidratos por 48 h en
comparacion al grupo que solo estuvo en ayuno 24 h y que no se le proporciono dieta rica en
carbohidratos. En células de Kupffer, la actividad y la expresién de la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa no fueron diferentes entre los grupos. En las células parénquimas, la
expresion de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue de 700-1200% mas grande en
las ratas que consumieron dietas ricas en carbohidratos comparado con los controles. Estos
resultados indican que una dieta rica en carbohidratos a corto plazo estimula la expresion del

mMRNA de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en las células endoteliales y
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parenquimatosas del higado favoreciendo la sintesis de novo de acidos grasos (Spolarics
1999).

2.1.2 Sacarosa y esteatosis hepatica
En estudios animales, utilizando la rata como modelo se ha mostrado que el consumo de

carbohidratos a distintas concentraciones y tiempo de exposicion han sido asociados con la
presencia de obesidad, alteraciones metabodlicas y el desarrollo de la esteatosis hepatica
considerada el primer estadio de la enfermedad del higado graso no alcoholico (Huang y cols.
2007, Pérez-Sanchez 2011).

Ahora bien, estudios realizados en ratones macho de la cepa C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en sacarosa (65%) durante 6 semanas, muestran desarrollo de obesidad,
esteatosis hepdtica y resistencia a la insulina, donde ademas se destaca el papel que desempefia
la apoptosis de los adipocitos en el reclutamiento de macréfagos del tejido adiposo e
inflamacion, que contribuye a la resistencia a la insulina y acumulacién de lipidos hepaticos
(Alkhouri y cols. 2010).

Es importante resaltar que los trabajos han sido realizados durante la edad adulta en los
cuales no se ha estudiado el papel que podria estar desempefiando la corticosterona en el
desarrollo de alteraciones metabdlicas y su participacion en el desarrollo de la esteatosis
hepética desde una edad temprana. En nuestro laboratorio se ha mostrado en la rata macho
Wistar que el consumo de sacarosa al 30% desde temprana edad, durante tres meses, no
aumenta la concentracion de corticosterona sanguinea al final del experimento, acompafiada
de alteraciones histolégicas de la glandula adrenal. Ademas, hubo un aumento de tejido
adiposo visceral, insulina, resistencia a insulina, triglicéridos, VLDL y leptina a los tres meses
del consumo de agua azucarada (Diaz-Aguila y cols. 2012). Sin embargo, en este trabajo no se
sabe qué efecto se produce sobre la concentracidn de corticosterona durante el consumo de

sacarosa Y si éste provoca esteatosis hepatica a edad temprana.

2.1.3 Esteatosis hepatica y glucocorticoides
Niveles elevados de glucocorticoides han sido asociados con el desarrollo de esteatosis

hepatica (Arnaldi y cols. 2010) y con la sensibilidad a la insulina en higado esto debido a que
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interfiere en su cascada de sefializacion. Es decir, los glucocorticoides se unen a la proteina
quinasa C (PKC) y a la proteina quinasa terminal 1 (JNK1) el cual inhibe la fosforilacion de la
insulina, alterando el metabolismo de glucdgeno, por lo que, la glucosa no se almacena y
continta su metabolismo en la via de la glucolisis favoreciendo la produccion de triglicéridos
y la acumulacion en higado (Vegiopoulos y Herzing 2007). Sin embargo, son muy pocos los
estudios que hacen referencia de un efecto directo de los glucocorticoides ante el desarrollo de
esta patologia. En pacientes con sindrome de Cushing se ha mostrado la acumulacion de grasa
hepatica (Vegiopoulos y Herzig 2007). Por otra parte, la acumulacion intracitoplasmatica de
triglicéridos también ha sido observada en cultivos de hepatocitos de rata a los que se les

administran glucocorticoides (Giudetti y Gnoni 1998).

En ratas 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 ratas
macho Wistar a las que se también se les administrd dexametasona durante un mes,
desarrollaron hiperglicemia, menor tolerancia a la glucosa, elevacion de colesterol, LDL,
VLDL vy triglicéridos, disminuciéon del HDL, presencia de esteatosis hepética e hipotrofia
muscular. Por el contrario, en modelos animales de obesidad, dislipidemia y esteatosis
hepéatica como en el ratén db/db, ob/ob y KKA(y) los niveles de glucocorticoides han sido

encontrados elevados (Vegiopoulos y Herzig 2007).
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3. JUSTIFICACION
Los trastornos metabolicos resultan de la combinacion de varios factores ambientales,

genéticos y sociales que son influenciados por el consumo de comida en exceso y el gasto de
energia (London y cols. 2007, Ando y Fujita 2009, Nseir y cols. 2010).

Muchos de estos trastornos, ocasionados por el consumo de bebidas azucaradas son
mediados a través del metabolismo hepético. En seres humanos, estudios epidemioldgicos
correlacionan la presencia de obesidad infantil con el consumo elevado de azucares refinados
(sacarosa y fructosa) a edades tempranas que conllevan a diversas alteraciones relacionadas
con la presencia de sindrome metabdlico (Rojas y cols. 2008). Lo que indica que el consumo
regular de bebidas endulzadas con azucar, especialmente entre las comidas, pueden poner a
los nifios en mayor riesgo de obesidad en la infancia, debido a que existe una asociacion
positiva entre el consumo de bebidas endulzadas con azlcar y el peso corporal en edad
preescolar (Dubois y cols. 2007).

Por otra parte, se ha mostrado un incremento en la apoptosis de los adipocitos tanto en
humanos como en roedores obesos que ocasionan un reclutamiento de macrofagos en el tejido
adiposo, un enlace clave entre obesidad, resistencia a la insulina y esteatosis hepatica (Alkouri
y cols. 2010). Ademas, también se ha reportado que el aumento de glucocorticoides es
suficiente para provocar resistencia a la insulina, esteatosis hepatica e incremento en la
sintesis de lipidos hepéticos y depdsitos de grasa abdominal, mientras que la grasa periférica
es menos afectada (Vegiopoulos y Herzig 2007, Saiah 2008).

Sin embargo, no hay estudios que reporten los dafios ocasionados en el higado y los
niveles de la concentracion de corticosterona debido al consumo elevado de bebidas
azucaradas a temprana edad. Dado que recientes evidencias sugieren que elevadas
concentraciones de glucocorticoides pueden ser predictivos para la produccion de esteatosis
hepatica (London y cols. 2007) y al no haber alteraciones en la concentracion de
corticosterona estaria ausente la esteatosis hepatica, por ello, estamos interesados en estudiar
de manera sistematica como afecta el consumo de sacarosa los niveles de corticosterona sérica

y si el consumo de sacarosa provoca esteatosis hepatica a temprana edad.
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4. HIPOTESIS
El consumo elevado de sacarosa a temprana edad provoca una disminucion de corticosterona

y un dafio hepatico en la rata.

5. OBJETIVOS

5.1 General
Determinar si el consumo elevado de sacarosa a temprana edad disminuye la concentracion

de corticosterona e induce un dafio hepético en la rata.

5.2 Especificos
1. Determinar la concentracion de corticosterona sérica en funcién del tiempo y

tratamiento

2. Determinar el nivel de dafio hepatico en funcion del tiempo y tratamiento

Se adicion6 la cuantificacion de tejido adiposo que servira para la interpretacion de los
resultados.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Manejo de los animales
Se utilizaron 36 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 en jaulas
independientes mantenidas en condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 h, con
ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de 20+2 °C. Las ratas fueron divididas en tres
grupos: El grupo 1, consumieron agua con sacarosa por un mes, el grupo 2, consumieron agua
con sacarosa por dos meses y el grupo 3, consumieron agua con sacarosa por tres meses, cada

grupo con su respectivo grupo control, n=6 (Figura 3).

21 dias ppstnatal

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
1 mes 2 meses 3 meses
CONTROL EXPERIMENTAL
Agua con sacarosa
Agua simple al 30%

o/ /,

Triglicéridos y VLDL

L

Histologia del
higado

Sangre

Higado
Tejido adiposo

Determinacion de
corticosterona

Figura 3. Disefio experimental: ratas control (C n=6) y ratas con agua con sacarosa 30% (A30 n=6).
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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 estdndar comercial en el agua que
consumieron, las ratas del grupo control consumieron agua simple. ElI consumo de alimento y
agua fue ad libitum. Durante el periodo de tratamiento, 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 despues.

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 Obtencion de kilocalorias (kcal) consumidas en el agua
Para la obtencion de kcal por el consumo de agua se realizé 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 multiplico por 30g de azucar y se dividié entre 100 ml de agua para

obtener los gramos de azucar consumidos.

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

azUcar para obtener las kcal consumidas en el agua.
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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 todas las ingestas se promediaron para obtener los gramos (g) de alimento
consumidos por grupo por semana.

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

6.5 Obtencion de muestras sanguineas, higado y tejido adiposo

Las ratas controles como las experimentales fueron sacrificadas por decapitacion para colectar
dos tubos (13 x 100mm) de sangre. La sangre se dejo reposar en bafio maria durante 15
minutos a 35°C, después se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos. El suero fue separado
haciendo alicuotas de 300 pl de suero las cuales se conservaron en congelacion a -30°C. Ese
mismo dia se utilizd6 una alicuota para determinar la concentracion triglicéridos.
Posteriormente se utilizd una alicuota para determinar las concentraciones sanguineas de
corticosterona. La rata decapitada inmediatamente se colocd en posicion supina, se realizé una
incision longitudinal sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta el dorsal

del pene. El higado y tejido adiposo fue extraido y pesado.

6.6 Determinaciones bioquimicas
Para la determinacion de triglicéridos se utilizd6 un método colorimétrico enzimatico

(glicerolfosfato oxidasa). Segun el procedimiento No. 2100 del Stanbio Triglicéridos
liquicolor (LINCON Laboratorios). Se prepar6 previamente el buffer (cat No. 2102), por cada
5 ml de éste, se adicionaron 50 pl de activador (cat No. 2102), se mezcld y se incubo a
temperatura ambiente durante 15 minutos antes de utilizarlo. Se agreg6 en el tubo Eppendorf 5
ul de muestra sanguinea y 500 ul de buffer. Se agitaron en vortex y se dejaron reposar por 10

minutos a temperatura ambiente. Se realizo la lectura en un espectrofotometro a 492 nm.

Una vez teniendo los datos de la concentracidn de triglicéridos totales (que circulan
unidas a las VLDL) se estimo el colesterol asociado a las VLDL (CVLDL) segun la formula:

[CVLDL] = [TG]/5 (Friedewald y cols. 1972).
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6.7 Analisis histoldgico del higado
A partir de una porcién del 16bulo menor (Figura 5) del higado, los tejidos fueron procesados

con Bouin durante 24 h. Posteriormente, fueron deshidratados con alcohol etilico en
concentraciones ascendentes desde 60, 80, 96 y 100%, se aclararon en xileno y fueron
incluidos en paraplast X-tra. La otra porcion del 16bulo menor se coloco en sacarosa al 30%
como medio de crio-proteccién. Se obtuvieron cortes histoldgicos longitudinales de siete y 15
UM de espesor con un micrétomo y un criostato, respectivamente, ocho cortes de cada
animal. Se colocaron en dos portaobjetos, cuatro cortes por laminilla. Una laminilla fue
teflida con hematoxilina-eosina, posteriormente se tomaron fotografias con una camara
OLYMPUS de 5.1 mega pixeles, montada en un microscopio optico Zeiss Imager A.1 (a 400
aumentos totales). Para analizar el area citoplasmatica se utilizé un analizador de Imagenes
AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007) (Figura 6). La segunda laminilla fue tefiida con rojo
oleoso para determinar el contenido de grasa en la célula hepética.

_,,-\

Cortes en direccion longitudinal

4

\__/"//

Figura 5. Obtencidn de cortes de higado para analisis estadistico
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Figura 6. Medicion del area de las células

6.8 Tincidén rojo oleoso
Los cortes obtenidos del criostato se enjuagaron con alcohol isopropilico al 60%,

posteriormente se agrego el tinte de rojo oleoso por 45 minutos. Enseguida se lavaron con
agua destilada y se procedié hacer la contratincion con hematoxilina de Harris por cinco

minutos. Finalmente se procedi6 a lavar con agua destilada y montar con glicerina.

6.9 Determinacion de corticosterona sérica
El andlisis de corticosterona se realizd por el método de ELISA (Enzyme Linked

Inmunoabsorvent Assay) por medio de kits disponible comercialmente, Kit Enzyme
Immunoassay, compafila Assay Desing N0.900-097, la sensibilidad del ensayo es de
2.11pg/ml Intraensayo y 5.32 pg/ml Interensayo y el porcentaje de recuperacion fue del 70%.
Los estandares y las muestras se corrieron por duplicado.

6.10 Analisis estadistico
Los valores obtenidos se analizaron en una base de datos por medio del programa GraphPad

Prisma 5.01 y GB-STAT 6.0. A través de una prueba de t-Student no pareada, ANOVA de
dos vias y Bonferroni como prueba post-hoc (p<0.05). Todos los datos representan la media

te.e.
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7. RESULTADOS

7.1 Peso corporal y alimento de las ratas

En la tabla 2 se muestra el peso corporal, consumo de alimento, agua y calorias durante los
tres meses de tratamiento. Observandose un menor consumo de alimento en las ratas que
consumieron agua con sacarosa (A30) a lo largo del experimento comparado con sus animales
control (C), mientras que, en el consumo de agua no hubo diferencias significativas. Sin
embargo, el consumo de calorias fue mayor en los animales experimentales sin encontrar

diferencias en el peso corporal a lo largo del experimento.

Variables GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
Control Experimental Control Experimental Control Experimental
©) (A30) © (A30) © (A30)
Peso corporal inicial (g)  91.04+7.23 89.85+6.61 89.60+3.75 97.25+10.51 86.91+9.35 89.94+6.76

Peso corporal final (g) 186.2+6.59 186.8+11.86 287.6+14.47 291.5+8.28 345.9+16.72 393.9+25.84

Ingesta de alimento 10.86+0.69 5.66+0.18*** 8.52+0.23 3.28+0.18*** 6.93+0.24 2.59+0.22%**
(g/dia/100g de peso

corporal)

(equivalente en Kcal) 36.93+2.35  19.25+0.63*** 28.98+0.78  11.17+0.60***  23.57+0.83  8.797+0.77***

Consumo de agua 26.24+2.05 29.33+1.36 20.84+1.30 22.98+0.78 18.33+1.55 19.29+1.84
(ml/dia/100 g de peso

corporal)

(equivalente en kcal) 0 35.20+1.63 0 27.58+0.94 0 23.14+2.21

Kcal totales 36.93+£2.35 54.45+1.92%** 28.98+0.78 38.75+£0.92***  23.57+0.83 31.94+1.63**
(kcal/dia/100 g de peso

corporal)

Tabla 2. Peso corporal, consumo de alimento y agua e ingesta de calorias totales por grupo. Se muestra
media + e.e. Diferencias estadisticamente significativas comparado con su respectivo grupo control durante el
tratamiento (**p<0.001, ***p<0.0001, t-Student). C (n=6) y A30 (n=6).

7.2 Peso del tejido adiposo
La tabla 3 muestra el peso del tejido adiposo total y el contenido en cada uno de los érganos

que se encuentran cubiertos por tejido adiposo, mostrandose una mayor cantidad de tejido

adiposo perirrenal en los animales experimentales del Grupo 1, sin embargo estas diferencias
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no persisten en el segundo mes de consumo de agua con sacarosa, mientras que es en el tercer
mes donde se observa que las ratas experimentales tienen una mayor acumulacién de tejido

adiposo total comparado con los animales controles.

Variables GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
Control Experimental Control Experimental Control Experimental
©) (A30) © (A30) © (A30)
Tejido adiposo total (g) 2.85+0.72 3.81+0.37 6.92+0.59 6.60+0.7819 8.40+0.99 19.62+2.96**
Pericardio (g) 0.18+.03 0.54+0.13 0.45+0.043 0.50+0.82 0.38+0.04 0.63+0.80*
Perirrenal (g) 0.37+0.84 0.47+0.07* 0.57+0.13 0.68+0.07 0.65+0.09 1.87+0.32*
Visceral (g) 0.62+0.12 1.22+0.33 2.70+0.30 3.02+0.47 3.21+0.73 10.52+1.48**
Gonadal (g) 1.68+0.54 1.58+0.29 3.50+0.49 3.40+0.72 3.33+0.51 5.55+0.95

Tabla 3. Contenido de tejido adiposo. Se muestra media + e.e. Diferencias estadisticamente significativas
comparado con su respectivo control durante el tratamiento (*p<0.05, **»<0.001, t-Student). C (n=6) y A30
(n=6).

El indice de adiposidad total en el Grupo 1 para las ratas C fue de 1.49+0.34 y de 2.06+0.21
en las ratas A30. En el Grupo 2 para las ratas C fue de 2.40+0.17 y de 2.24+0.20 en las ratas
A30, mientras que en el Grupo 3 para las ratas C fue de 2.49+0.33 y de 4.85+0.46 en las ratas
A30. El analisis estadistico mostro un mayor indice de adiposidad total en las ratas
experimentales de tres meses debido al consumo elevado de sacarosa (F; ,=15.87, p=0.0004) y
al tiempo de tratamiento (F1,=16.34, p<0.0001). Mostrando una interaccion entre los dos
factores (F1,=4.92, p=0.0142) en los animales experimentales del Grupo 3 comparados con

sus controles (p<0.01, Figura 7).
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Figura 7. indice de adiposidad total. Se muestra la media + e.e. Se encontraron diferencias altamente
significativas por la dieta y el tiempo de tratamiento, mostrando diferencias al tercer mes de tratamiento entre las
ratas control y experimentales (**p<0.01) sin observar diferencias en el primer y segundo mes de tratamiento.
ANOVA de dos vias, Bonferroni post hoc. C (n=6) y A30 (n=6).

Tratamiento F; ,=15.87, p=0.0004

Tiempo F,,=16.34, p<0.0001

Interaccion Fy,=4.92, p=0.0142

En la figura 8 se pueden observar las fotografias de las ratas colocadas en posicion supina
exponiendo el tejido adiposo visceral. Se observa una mayor acumulacion de tejido adiposo en

la rata experimental del Grupo 3 comparado con su control.
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A30

Figura 8. Fotografias exponiendo el tejido adiposo visceral en los tres grupos de tratamiento. C (n=6) y A30
(n=6).
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7.3 Parametros biogquimicos al sacrificio

7.3.1 Triglicéridos

Los niveles de triglicéridos séricos en el Grupo 1 en las ratas C fue de 46.17+2.39 mg/dl y de
45+2.57 mg/dl en las ratas A30. En el Grupo 2 los niveles de triglicéridos en las ratas C fue de
42+4.26 mg/dl y de 46£2.71 mg/dl en las A30. Mientras que en el Grupo 3 las ratas C
tuvieron niveles de 41.33+3.99 mg/dl y las ratas A30 de 68.83+7.16 mg/dl. Mostrando que los
niveles de triglicéridos séricos es mayor por efecto del consumo elevado de sacarosa
(F12=5.036, p=0.032) y el tiempo de tratamiento (F;,=4.678, p= 0.017). Mostrando una
interaccion entre los dos factores (F1,=7.957, p= 0.0017) en las ratas experimentales del

Grupo 3 comparado con sus controles (p<0.01, Figura 9).
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Figura 9. Niveles de triglicéridos séricos. Se muestra la mediate.e. Se encontraron diferencias significativas por
el tiempo y tratamiento, mostrando diferencias entre las ratas C y A30 a los tres meses de tratamiento (**p<0.01)
sin observar diferencias en el primero y segundo mes de tratamiento. ANOVA de dos vias, Bonferroni post hoc.
CC (n=6) y A30 (n=6).

Tratamiento F; ,=5.036, p=0.032

Tiempo F,,=4.678, p=0.017

Interaccion F;,=7.957, p=0.0017

7.3.2VLDL
Los niveles séricos de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en el Grupo 1 de las ratas

C fue de 9.23+0.48 mg/dl y de 9£0.51 mg/dl en las ratas A30. En el Grupo 2 los niveles de
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VLDL en las ratas C fue de 8.4+0.85 mg/dl y de 9.2+0.54 mg/dl en las A30. Mientras que en
el Grupo 3 los niveles de VLDL en las ratas C fue de 8.27+0.79 mg/dl y de 13.77+1.43 mg/dI
en las ratas A30. Mostrando que los niveles séricos de lipoproteina de baja densidad son
significativamente mayores por efecto del consumo de sacarosa (F;,=5.515, p=0.0256) y el
tiempo de tratamiento (F;,=4.859, p=0.0149). Mostrando una interaccion entre los dos
factores (F1,=7.408, p= 0.0024) en las ratas experimentales del Grupo 3 comparado con sus
controles (p<0.01, Figura 10).
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Figura 10. Niveles séricos de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Se muestra la mediate.e. Se
encontraron diferencias significativas por la dieta y el tiempo de tratamiento, mostrando diferencias entre las ratas
C y A30 a los tres meses de tratamiento (**p<0.01) sin observar diferencias en el primero y segundo mes.
ANOVA de dos vias, Bonferroni post hoc. CC (n=6) y A30 (n=6).

Tratamiento F; ,=5.515, p=0.0256

Tiempo F,=4.859, p=0.0149

Interaccion F; ,=7.408, p= 0.0024

7.4 Peso del higado
El peso del higado en las ratas C del Grupo 1 fue de 7.03£0.49g y de 7.12+0.57g en las ratas

A30. En el Grupo 2 el peso del higado en las ratas C fue de 9.0+0.53g y de 9.47+0.28g en las
ratas A30. En el Grupo 3 el peso del higado de las ratas C fue de 10.18+0.80g y de
11.48+0.92g en las ratas A30.
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En la figura 11 se muestra el peso del higado, observandose diferencias entre grupos
debido al consumo de agua con sacarosa (F;,=24.719, p<0.0001) y el tiempo de tratamiento
(F12=4,532, p=0.0191). No hubo interaccion entre los dos factores (F;,=0.1862, p=0.8305).

Las diferencias no fueron significativas entre animales controles y experimentales del mismo

grupo.
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Figura 11. Peso del higado. Se muestra la mediate.e. Se encontraron diferencias significativas por la dieta y el
tiempo de tratamiento, que influyen en el peso del higado a lo largo de su desarrollo. ANOVA de dos vias,
Bonferroni post hoc. C (n=6) y A30 (n=6).

Tratamiento F; ,=24.719, p<0.0001

Tiempo Fy,= F;,=4,532, p=0.0191

Interaccion F;,=0.1862, p=0.8305

7.5 Analisis histolégico del higado
En las microfotografias de los cortes histolégicos de los higados tefiidos con hematoxilina-

eosina del Grupo 1, se observo en las ratas C la presencia de un parénquima conservado con
nacleos y citoplasma bien definidos conservando la forma y orientacion de los cordones
hepaticos, los sinusoides se encuentran compactados y con células de Kupffer (Figura 12). Por
otra parte, en las ratas A30 se observo la proliferacion de células linfaticas: neutrofilos,
eosinofilos y basdfilos (células granulosas) y linfocitos indicando el inicio de un proceso
inflamatorio ademas de la presencia de vacuolas de grasa alrededor del nucleo en algunos

hepatocitos que indican el inicio de higado graso no alcoholico (Figura 12).
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Figura 12. A Microfotografias de los cortes histoldgicos del higado (C y A30). En los animales C se muestra la
citoarquitectura normal del parénquima (P) y en los animales A30 se observa el inicio de un proceso inflamatorio
(10x). B. En los animales C se observa la vena central (VC), cordones hepéticos (CH) y células de Kupffer,
mientras que en las ratas A30 se observan neutréfilos (—), eosinéfilos (— ), linfocitos ( ») y vacuolas de grasa
(E8) (40x), tefiidos con hematoxilina- eosina.

En el grupo 2 las ratas C mantienen las caracteristicas de un parénquima conservado (Figura
13), sin embargo los cortes histoldgicos de las ratas A30 muestran que el proceso inflamatorio
persiste debido al aumento de células granulosas y linfocitos que se hace més evidente por el
acomodo de los cordones hepaticos ya que pierden su estructura debido a que el tamafio de los

sinusoides también aumenta (Figura 13).
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Figura 13. A. Microfotografias de los cortes histolégicos del higado (C y A30). En los animales C se observa un
parénquima normal (P) y en los A30 un proceso inflamatorio (PI) y alteracion del parénquima (10x). B. En los
animales C se observa la vena central (VC), los cordones hepaticos (CH) bien estructurados, sinusoides (S), y
células de Kupffer (=) mientras que, en las ratas A30 los cordones hepéticos pierden su estructura y los espacios
sinusoidales se hacen més grandes, hay evidencia de la presencia de vesiculas de grasa () (40x), tefiidos con
hematoxilina-eosina.

En las ratas C del grupo 3, también se observé un parénquima conservado, mientras que en los
animales A30 se observd una congestion de eritrocitos en los sinusoides, cambios en la
disposicion de los cordones hepaticos y el desarrollo de un franco proceso inflamatorio en el
parénquima debido a un aumento en el nimero de células granulosas (Figura 14). Se
observaron eritrocitos fuera de los sinusoides y una mayor presencia de grasa en el citoplasma
de los hepatocitos que se evidencia por la elaboracion de H-E y corroborada con la técnica de

rojo oleoso (Figura 15). La presencia de hepatocitos agrandados y globosos también fue
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evidente. Por lo que es hasta el tercer mes de tratamiento donde se establece el desarrollo de
una esteatosis grado 1 ademés de un engrosamiento de la capa intima en la zona perivenular
debido al proceso inflamatorio que nos podria estar indicando que el tejido esta sufriendo un
dafo bioquimico (Figura 16).

Figura 14. A. Microfotografias de los cortes histol6gicos del higado (C y A30). En los animales C se observa un
parénquima normal (P), mientras que en los A30 hay una congestion en el parénquima (10x). B. En los animales
C se observa la vena central (VC), los cordones hepéticos (CH) bien estructurados y los sinusoides (S). mientras
que, en las ratas A30 los cordones hepaticos pierden su estructura y los espacios sinusoidales se hacen mas
grandes, hay presencia de microvesiculas de grasa alrededor del nicleo de los hepatocitos (HB) ademés de
hepatocitos en forma de balén ( ») indicador de la presencia de una esteatosis grado 1 (40x), tefiidos con
hematoxilina-eosina.
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Figura 15. Microfotografias de los cortes histolégicos del higado (C y A30). En los animales A30 la flecha roja

indica la presencia de microvesiculas de grasa alrededor alrededor del nlcleo de los hepatocitos (40x), tefiidos
con rojo oleoso.

Figura 16. Microfotografias de los cortes histoldgicos del higado (A30). En la figura A se observa el inicio de un
engrosamiento de la capa intima en la zona perivenular (In) (40x). En la figura B la flecha roja indica la
ubicacion de eritrocitos fuera de los sinusoides en los animales A30 (40x), tefiidos con hematoxilina-eosina

En la tabla 4 se puede observar la magnitud del dafio hepéatico debido a la presencia de grasa
en los hepatocitos y el grado de inflamacion en el tejido hepatico debido al consumo de
sacarosa a temprana edad en una escala numérica de 0-3. Donde el grado O, indica que el
tejido no tiene lipidos o inflamacién; 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 inflamacién

la presencia de lipidos fue abundante (Romero-Sarmiento y cols. 2012).
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Tratamiento Control Experimental

© (A30)
Grasa Inflamacion Grasa Inflamacion
Grupo 1 0 0 0 1
Grupo 2 0 0 0 1
Grupo 3 0 0 1 2

Tabla 4. Evaluacion histolégica de presencia de grasa y cambios inflamatorios en el higado. El valor de 0,
representa ausencia de inflamacion o lipidos; 1, dafio escaso; 2, presencia moderada de lipidos e inflamacion; 3,
inflamacién severa y presencia abundante de lipidos.

7.5.1 Area citoplasmatica
El 4rea citoplasmatica en el Grupol en las ratas C fue de 177+10.14um?y para las ratas A30

fue de 178+11.59um?, en el Grupo 2 en las ratas C fue de 175.3+8.09um? y en las ratas A30
fue de 168+8.13um?, finalmente el Grupo 3 presento un &rea de 203.9+15.98um? en las ratas
C y de 195.6+7.97 um?en las ratas A30. Mostrando que el area citoplasmética no fue afectada
por el consumo de agua con sacarosa (F;2=1.994, p=0.1682) ni el tiempo de tratamiento
(F12=1.552, p=0.2283). No hubo interaccion entre los dos factores (F;,=1.519, p=0.2353,
Figura 17).
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Figura 17. Area citoplasmatica. Se muestra la mediate.e. No se encontraron diferencias significativas por la
dieta ni el tipo de tratamiento. ANOVA de dos vias, Bonferroni post hoc. C (n=6) y A30 (n=6).

Tratamiento F; ,=1.994, p=0.1682

Tiempo F;,=1.552, p=0.2283

Interaccion F;,=1.519, p= 0.2353

7.6 Corticosterona sérica
La concentracion de corticosterona sérica en el Grupo 1 para las ratas C fue de 141.20+35.03

po/ml y de 47.14+12.27 pg/ml en las ratas A30. En el Grupo 2 la concentracién de
corticosterona en las ratas C fue de 130.20+£8.41 pg/ml y de 38.45+11.19 pg/ml en las ratas
A30. Mientras que, en el Grupo 3 la concentracion de corticosterona en las ratas C fue de
80.90+8.91 pg/ml y de 39.77+£11.16 pg/ml en las ratas A30. El analisis estadistico mostro una
disminucion significativa en la concentracion de corticosterona sérica en las ratas
experimentales comparadas con sus animales control en los tres grupos (p<0.0001), debido al
consumo de sacarosa (F13=28.97, p<0.0001) pero no al tiempo de tratamiento (F;3=2.044,
p=0.1514). No hubo interaccion entre los dos factores (F;3=1.510, p= 0.2411; Figura 18).
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Figura 18. Concentracion de corticosterona sérica. Se muestra la media * e.e. Se encontraron diferencias
significativas por la dieta, mostrando una disminucion significativa en la concentracion sérica de corticosterona
en las ratas A30 en los tres grupos de tratamiento comparado con su respectivo grupo control (***p<0.0001).
ANOVA dos vias, Bonferroni post hoc. C (n=6) y A30 (n=6).

Tratamiento F; 3=28.97, p<0.0001

Tiempo F,3=2.044, p=0.1514

Interaccion F; 3=1.510, p= 0.2411

46



8. DISCUSION
Dietas ricas en carbohidratos en edad adulta inducen el desarrollo de sindrome metabdlico

(Walker 2007) y han sido asociadas con el desarrollo de esteatosis hepatica no alcohdlica
(Nseir y cols. 2010). Por otro lado, el exceso de glucocorticoides tanto en estudios in vitro e in
vivo, inducen las caracteristicas tanto del sindrome metabdlico (Stimson y Walker 2008) asi
como de la esteatosis hepéatica (Pinheiro y cols. 2009). Sin embargo, se desconoce el
mecanismo por el cual los glucocorticoides esten participando en el desarrollo de la esteatosis
hepética. Un fuerte argumento a favor de la importancia de la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal en el desarrollo del sindrome metabolico es que la eliminacion de
glucocorticoides por adrenalectomia tiene un impacto importante en la obesidad inducida por
dieta (London y Castonguay 2009). Hace falta estudios que reporten los efectos por el
consumo elevado de sacarosa a temprana edad, sobre la concentracién de corticosterona y
dafio hepético. Este estudio se realizd para conocer el papel de la sacarosa sobre el dafio

hepatico en relacion a la concentracion de corticosterona sérica desde una temprana edad.

Respecto al peso corporal no encontramos diferencias en ninguno de los grupos entre
las ratas controles y experimentales del mismo grupo, a pesar de que los animales que
consumieron agua con sacarosa disminuyen su consumo de alimento y su ingesta de agua es
similar a los animales control. Sin embargo el aporte calérico total es mayor en los animales
experimentales debido al consumo de agua con sacarosa. A este respecto, se ha sugerido que
las ratas, primero cubren su necesidad de sed y luego de hambre obteniendo mayor ingesta
caldrica por el consumo de sacarosa contenida en el agua, por lo cual experimentan saciedad y
comen menos (Gonzélez 2011). Estos resultados son consistentes con otros estudios donde
evallan el efecto de una dieta alta en carbohidratos (El Hafidi y cols. 2001, 2004, 2006, Gao y
cols. 2012), donde se sugiere que la preferencia de los animales por el sabor dulce es innata y
dificilmente puede determinarse si su eleccion se basa en el sabor o en su contenido nutricio,
ya que se ha sefialado que los animales modifican el tamafio y nimero de sus comidas ante
modificaciones en el contenido caldrico de sus dietas (Martinez-Moreno y cols. 2009).
También encontramos una disminucion del consumo de kilocalorias totales a lo largo del

tiempo, por lo que nosotros sugerimos esto puede deberse al estado fisiologico en el que se
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encuentran las ratas, ya que al inicio del desarrollo la necesidad energética y el aporte calérico
es mayor, el cual es utilizado para el funcionamiento, crecimiento y desarrollo, sin embargo
conforme avanza la edad, la demanda y gasto energético disminuyen y si agregamos que la
maquinaria metabolica se hace mas lenta, el organismo tiende a almacenar lo que no gasta. En
el caso de los nifios, los estudios realizados apoyan la teoria de que estos tienen una mayor
capacidad de autorregular su ingesta de alimentos, ajustando el aporte energético a sus
requerimientos y adaptando el volumen de alimentos ingeridos en respuesta a cambios en la
densidad energética de la dieta, puesto que las necesidades energéticas del ser humano van
cambiando a lo largo de la vida y debe equilibrarse el gasto energético con la ingesta
(Vizmanos y cols. 2006). Por otra parte el nivel de actividad (gasto de energia) de los animales
también podria influir en nuestros resultados, ya que su gasto energético puede verse
aumentado como medida de regulacion para evitar la ganancia de peso (Martinez-Moreno y
cols. 2009). Observamos que las ratas experimentales son méas activas comparadas con las

ratas controles.

En apoyo a lo anterior encontramos un mayor contenido de tejido adiposo e indice de
adiposidad total en las ratas experimentales del Grupo 3 comparado con las ratas controles,
mientras que en las ratas del grupo 1 y 2 no hubo diferencias. Con esto podemos sugerir que
en el tercer mes del consumo de sacarosa, se almacena la ingesta calérica, mientras que en el
primer y segundo mes del consumo de sacarosa se utiliza la ingesta calorica. Sin embargo, a
pesar de encontrar un incremento en la acumulacién de tejido adiposo en las ratas que
consumieron agua con sacarosa, no podemos considerarlas como 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 comparado
con la rata control. Esto puede deberse a la disminucién del consumo de alimento en las ratas
gue consumieron sacarosa y a que el aumento del aporte cal6rico pueda estarse almacenando
en mayor cantidad como masa grasa que de masa magra en la composicion corporal. Estas
observaciones son similares a las descritas previamente (El Hafidi y cols. 2001, Alexander y
cols. 2004, Pérez-Torres y cols. 2009). Ademas, es posible que durante la etapa del desarrollo

en la que se encuentran las ratas, los adipocitos se encuentren en un proceso de hiperplasia

48



mas que de hipertrofia (Gathercole y cols. 2011), ya que se sabe que la hipertrofia en el
adipocito no es la Unica ruta por la cual la masa del tejido adiposo aumenta sino que su
hiperplasia también contribuye al incremento de la masa del tejido adiposo en la obesidad
(Pérez-Torres y cols. 2009, Atriano-Cuapio 2012). Lo que nos hace sugerir que este aumento
en el nimero de células de adipocitos en las ratas experimentales del Grupo 3, este influyendo
en tener mas células disponibles para el almacenamiento de triglicéridos (Atriano-Cuapio
2012). Resultado que se correlaciona con la acumulacion de tejido adiposo (pericardio,
visceral, perirrenal y gonadal) presente al tercer mes del consumo de agua con sacarosa. A este
respecto, se ha reportado que la cantidad y localizacion del tejido adiposo varia en las
diferentes etapas de la vida. El cuerpo humano tiene al momento de nacer aproximadamente
12% de grasa y puede llegar hasta el 17% a los 5 afios de edad. A partir de esa edad, el tejido
adiposo se va incrementando constantemente alcanzando en la edad adulta entre 30 a 40% de
la masa corporal. Por otra parte, se ha mostrado que el exceso de adiposidad abdominal se
correlaciona con las alteraciones metabdlicas y cardiovasculares secundarias a la obesidad. Por
otro lado, encontramos que el consumo de agua con sacarosa a los tres meses aumenta las
concentraciones séricas de triglicéridos y VLDL (very low-density lipoprotein, por sus siglas
en inglés). Lo anterior puede deberse a que los adipocitos viscerales tienen una actividad
lipolitica mas elevada, de tal forma que promueven la movilizacién de acidos grasos al higado,
el cual responde aumentando la tasa de sintesis de triglicéridos y VLDL (Ponce y Ponce de
Ledn y cols. 2010). Por otra parte nosotros suponemos que al haber una hiperinsulinemia
(Diaz-Aguila 2012), se esta favoreciendo la lipdlisis en tejido adiposo, donde los triglicéridos
almacenados son hidrolizados para formar acidos grasos y glicerol, debido a que la insulina no
suprime completamente la lipdlisis en tejido adiposo (Lewis y cols. 2002). Ademas es
probable que las ratas que consumieron agua azucarada presenten un aumento de acidos
grasos libres y esto evite un aumento del area del adipocito, aunque si observamos
almacenamiento de triglicéridos en el adipocito de las ratas que consumieron agua azucarada
(Atriano-Cuapio 2012). Por otro lado, sugerimos que durante esta etapa al no haber una
completa diferenciacion de los adipocitos su capacidad de almacenamiento es relativamente
poca. Por lo que el cuerpo trata de compensar esta demanda energética que ya no es utilizada
debido a que el animal ya no se encuentra en desarrollo por lo que tiene que buscar otros
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mecanismos para mantener la homeostasis promoviendo la lipolisis que aumenta la
concentracion de triglicéridos y VLDL. La dislipidemia es consistente con otros valores
reportados en otros estudios (Alexander y cols. 2004, Hernandez-Diaz y cols. 2010, Soto-
Rodriguez y cols. 2011). Posiblemente debido a que la fructosa, monosacarido proveniente de
la sacarosa, es transformada a &cidos grasos libres que son esterificados en triglicéridos
(Romero-Sarmiento y cols. 2012). En apoyo a lo anterior, Parks y cols. (2008) determinaron la
respuesta lipogénica a través del consumo de azucar, encontrando que la fructosa (pero no la
glucosa) aumenta dos veces mas la lipogénesis de novo, justificando el desarrollo de la
lipemia. Sin embargo, un posible mecanismo podria deberse a que tanto la insulina como la
glucosa estarian estimulando la expresion 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, que a su vez estimulan al receptor X del
higado (LXR) promoviendo la expresion de genes codificantes de proteinas lipogénicas,
cuando hay un exceso de carbohidratos en la dieta que resulta en una sintesis elevada de
acidos grasos hepaticos y esteatosis con incremento en la secrecion de VLDL e
hipertrigliceridemia (Cha y Repa 2007, Higuchi y cols. 2008). Asi, distintos estudios han
mostrado que la administracion oral de agonistas de LXR en ratén, incrementa la liberacion de
acidos grasos libres que van hacia el higado via circulacion portal, resultando en un
incremento de carga del metabolismo de acidos grasos en el higado. La lipogénesis aumenta la
reesterificacion de triglicéridos que ocasiona un incremento en la secrecién de VLDL
reduciendo los niveles de glucosa en suero (Cha y Repa 2007), sugiriendo que el LXR sirve
como un regulador transcripcional de la lipogénesis hepatica que promueve la conversion de
glucosa a lipidos, que aunado a la edad y a la etapa de crecimiento de las ratas nos estén
reflejando estos resultados. Es importante mencionar que el analisis de los receptores no fue
analizado en este trabajo, sin embargo seria importante examinar cémo podrian estar
influyendo en nuestros resultados.

En cuanto al higado el consumo de sacarosa no afecto el peso. Sin embargo,
encontramos un aumento de peso conforme avanza el tiempo como parte del desarrollo normal
del animal. Por otra parte, la examinacion morfoldgica del parénquima hepatico en las ratas
experimentales del Grupo 1, mostro el inicio de un proceso inflamatorio caracterizado por la
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proliferacion de células granulosas (eosindfilos, basofilos y neutréfilos) y linfocitos. También
observamos en algunos hepatocitos la presencia de vacuolas de grasa en el citoplasma, aunque
varios autores sugieren que menos del 5% de lipidos hepatocelulares no representa una
anormalidad patoldgica (Leevy 1962, Adams y cols. 2005) ya que se sabe que este porcentaje
del peso total del higado corresponde a lipidos y mas all& de esta proporcion se considera una
patologia (Martinez-Lépez y cols. 2005). A este respecto se ha sugerido que el acumulo de
lipidos en tejido hepatico puede modular la actividad bioldgica de las células de Kupffer en la
enfermedad del higado graso no alcohdlico a través de varios de mecanismos (Baffy 2009).
Por lo que su activacion juega un rol central en la patogénesis y la progresion de la
enfermedad del higado por contribucion a la inflamacion del parénquima y lesion de
hepatocitos (Tiniakos y cols. 2010). Sin embargo, el contenido de grasa visceral también es
asociado con la inflamacion (Der Poorten y cols. 2008) debido a la produccion de citosinas
que son involucradas en el reclutamiento y activacion de las células de Kupffer (Friedman
2008) las cuales pueden ser activadas por la exposicion portal y circulacion sistémica (Cai y
cols. 2005) Por otra parte, la exposicion excesiva de las células de Kupffer a los acidos grasos
(que desafortunadamente no medimos) también puede modular las vias de la inflamacion
mediante la interaccion con receptores de superficie celular y mediadores intracelulares (Kim
2006) ya que abundantes cantidades de lipidos pueden confundir el reconocimiento de los
hepatocitos grasos como peligrosos y la promocién de interacciones adversas con las células
de Kupffer (Cai y cols. 2005, Maher y cols. 2008). De la misma manera, se ha reportado que
la leptina, hormona proinflamatoria secretada por el tejido adiposo actla sobre las células de
Kupffer, por la unién a su receptor funcional en el higado induciendo el aumento de TNF-o,
TGF-B y IL-15 (Li y cols. 2002, Shen y cols. 2005) que favorece la llegada de macréfagos,
participando como un quimioatrayente en la célula debido a que aumenta la sintesis de ciertas
guiomiocinas como la proteina quimioatrayente de mococitos-1 (MCP-1 por sus siglas en
inglés) y vias de sefalizacion necesarias para la migracion de macrofagos como la de la cinasa
aminoterminal c-Jun-1 (JAK-1 por sus siglas en inglés), la sefial de activadores de
transduccion (STAT por sus siglas en inglés), las cinasas proteicas activadoras de la
mitogénesis (MAPK por sus siglas en inglés) y la fosfatidilinositol 3-quinasa (Gruen y cols.
2007). Con estos antecedentes es probable pensar que el aumento de leptina que se encontro al

51



final del experimento (Diaz-Aguila 2012) esté participando en la infiltracion de células del
sistema inmune en el higado. Mientras que el desacomodo de los cordones hepaticos en el
Grupo 2 puede deberse en primer lugar, al espacio ocupado por la grasa en los hepatocitos que
puede dar lugar a alteracion de la perfusion sinusoidal (Farrell y cols. 2008). Asi, los
hepatocitos con grasa se hacen mas grandes provocando que tengan un aspecto globoso que
ocasiona una distorsion sinusoidal, reduciendo el volumen y el flujo sanguineo intrasinusoidal
microvascular junto a la participacion de otros tipos de células (células endoteliales
sinusoidales y reclutamiento de células inflamatorias) que conducen a una desregulacion del
flujo sanguineo microvascular y una disminucion en el nimero de sinusoides normalmente
perfundidos. Este dafio microvascular podria acentuar mas la lesion hepética (Farrell y cols.
2008). Asi, el proceso inflamatorio y el desacomodo de los cordones hepaticos se hizo méas
evidente en el Grupo 3, acompafado de hepatocitos en forma de bal6n, acumulacion de micro-
vesiculas de grasa en el citoplasma de los hepatocitos, eritrocitos fuera de los sinusoides,
engrosamiento de la capa intima en las zona perivenular y congestion de los sinusoides lo que
coincide con lo que describen otros autores a cerca de las caracteristicas del higado graso no
alcohdlico (Brunt 2001, Hibscher 2006). Nuestros resultados mostraron la presencia de una
inflamacién grado 2 y una esteatosis hepatica grado 1 (Romero-Sarmiento y cols. 2011). Por
lo que nosotros sugerimos que las alteraciones metabdlicas que encontramos durante el tercer
mes de consumo de sacarosa (concentraciones elevadas de triglicéridos y VLDL) podrian ser
la causa de la acumulacion de grasa hepatica. Debido a que el aumento del consumo de
calorias provenientes de la sacarosa, llevo al incremento de tejido adiposo, donde sugerimos
que debido a la resistencia a la insulina presente en el tercer mes de consumo de agua con
sacarosa (Diaz-Aguila 2012), la insulina no inhibe adecuadamente la lipasa sensible a
hormonas (LSH) y la lipodlisis en el tejido adiposo se ve afectada aumentando la movilizacion
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 acidos 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 es
reesterificado en triglicéridos dentro del higado y almacenados en forma de vesiculas de
lipidos dentro de los hepatocitos desarrollando esteatosis hepatica (Postic y Girard 2008,
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Tiniakos y cols. 2010, Nader y cols. 2012). Es decir, la acumulacion de grasa hepatica puede
deberse a un aumento en la captacion de acidos grasos en el higado, a un aumento en la
sintesis de acidos grasos y a la disminucion en la secrecion de VLDL o alteracion en varios de
estos puntos (Martinez—Lopez y cols. 2005). Aunque es importante mencionar que nuestros
resultados no arrojan diferencias en el area citoplasmatica de los hepatocitos posiblemente
debido a que el grado de esteatosis aln es muy leve.

Por otra parte, es importante aclarar, que aungue no se estan midiendo sustancias
reactantes, el reclutamiento de células inflamatorias (Martinez-Lopez y cols. 2005), la
activacion de las células de Kupffer y la accion de la leptina (Chatterjje y cols. 2013) pueden
estar promoviendo el estrés oxidativo. Aunado a ello el cambio en la microanatomia de los
vasos sanguineos trae consigo elementos que alteran la permeabilidad de la membrana del
endotelio que tiene como consecuencia un proceso inflamatorio debido a que el transito de
moléculas ya no es adecuado (Rodriguez-Perdn y cols. 2001, Bonet y Nava 2002, Hicks y
cols. 2006), por lo que el endotelio vascular también es un generador de especies reactivas de
oxigeno y al mismo tiempo sufre los efectos de éstas en el sitio de lesién (Céspedes y cols.
2008).

Respecto a la corticosterona encontramos una disminucion significativa que se
mantiene hasta el final del experimento, contrario a lo que se ha reportado por otros autores
donde un consumo de una dieta alta en grasa-sacarosa aumenta la concentracion de
corticosterona sérica (Mantha y cols. 1999, Mantha y Deshaies 2000) comparado con London
y cols. (2007, 2009) que sugiere que una dieta alta en sacarosa promueve una sintesis local de
corticosterona en tejido adiposo e higado (London y cols. 2007, London y Castonguay 2009).
Ahora tenemos evidencia de que la disminucion de corticosterona en las ratas que consumen
agua con sacarosa se debe a un desarreglo histologico en la zona fascicular de la glandula
adrenal (Diaz-Aguila 2012), en la cual se secretan los glucocorticoides. 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, no se sabe cudl es la causa ni esta relacion con el desarrollo de

la esteatosis hepatica no alcohdlica. Aunque, es posible que de haber tenido altas
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concentraciones de corticosterona estas podrian estar participando en la activacion de la
lipoprotein lipasa (LPL), que promueve el almacenamiento de grasa (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), enzima responsable de la movilizacién de
acidos grasos que estarian promoviendo la gluconeogénesis en higado (Vegiopoulos y Herzig
2007). Por lo que es posible que si la acumulacién de tejido adiposo se hubiera presentado
desde el primero o segundo mes de consumo de agua azucarada, dado que el tejido adiposo
visceral tiene gran cantidad de receptores a glucocorticoides estos aumentaran su actividad
tanto lipolitica como lipogénica, mientras el tejido adiposo estaria aumentando la
concentracion de leptina promoviendo la inflamacion y dafio oxidativo que estarian
potenciando el dafio y el grado de esteatosis hepatica por lo que las alteraciones encontradas

en el tercer mes de consumo de agua azucarada serian observadas a una etapa mas temprana.

Con nuestros resultados estamos comprobando el desarrollo de una esteatosis hepatica
grado 1 como consecuencia de un proceso inflamatorio previo, en el cual la corticosterona no
esta participando al menos directamente en el desarrollo de la esteatosis hepatica, contrario a
lo que ha sido mostrado durante la edad adulta, donde un consumo de sacarosa a baja
concentracion durante un periodo corto provoca el desarrollo de esteatosis hepatica (Pérez-
Sanchez 2011), sin embargo no reportan el nivel de dafio ni que sucede con los niveles de
corticosterona. Al parecer durante la edad adulta las células son méas susceptibles a una dieta
alta en carbohidratos (Spolarics, 1999). Es importante resaltar que el tiempo en el que se
consume la sacarosa es fundamental para provocar los hallazgos encontrados. Sin embargo,
estos resultados nos siguen manteniendo a la expectativa acerca de cémo los glucocorticoides
participan en el desarrollo de la esteatosis hepéatica y por otro lado, cuales son las
consecuencias de los bajos niveles de corticosterona sérica que pudieran estar participando en

el desarrollo de la esteatosis hepatica.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el tiempo de consumo de sacarosa a temprana edad es un factor
importante en el desarrollo de esteatosis hepética. Iniciando con un proceso inflamatorio sin
la presencia de concentraciones elevadas de corticosterona. No obstante la corticosterona
podria estar participando de manera indirecta en la progresion de la enfermedad del higado
graso no alcoholico. Probablemente la disminucién de la corticosterona este provocando

cambios metabolicos que ocasionen el desarrollo de la esteatosis hepatica.
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10. PERSPECTIVAS
En relacion a nuestros resultados, seria importante analizar la distribucion subcelular de los

receptores a glucocorticoides y la expresion de las enzimas implicadas en los mecanismos sus
mecanismos de accién y expresion de glucocorticoides en higado como la 11B-
deshidrogenasa tipo 1 (11p -HSD-1) y la hexosa-6-fosfato deshidrogenasa (H6PDH), ya que
es posible que aunque no hayamos encontrado altos niveles de corticosterona sérica en
nuestro modelo de consumo de sacarosa al 30%, no podemos descartar que la disminucion
sérica de corticosterona pueda estar ejerciendo algin mecanismo sobre estas enzimas
presentes en higado. De la misma manera cabe la posibilidad de que la secrecion local de

glucocorticoides se encuentre aumentada.

Por otro lado, seria importante utilizar otras técnicas para aumentar los niveles de
glucocorticoides de manera fisioldgica, como puede ser induciendo estrés. Asi, utilizando el
estrés como herramienta para aumentar las concentraciones de glucocorticoides podriamos
conocer si realmente los glucocorticoides tienen que ver con el desarrollo de la esteatosis
hepética no alcohdlica. Descartando el uso de glucocorticoides sintéticos debido a que su
administracion es muy drastica ya que llegan a aumentar hasta siete veces mas los niveles de
glucocorticoides en el organismo. De la misma manera seria interesante analizar las
concentraciones de corticosterona en el desarrollo de esteatosis hepatica durante la edad

adulta.

Con respecto a los resultados obtenidos sobre el dafio en higado, donde se observé un
desarreglo del parénquima, falta evaluar la concentracion de acidos grasos libres para
determinar si estan participando en el desarrollo de la esteatosis hepéatica. Ademéas de
determinar si el numero de células de Kupffer aumenta con el dafio ya que esto podria estar
potenciando el desarrollo de la esteatosis hepatica debido a los distintos mecanismos que

ejercen como medida de defensa en el higado.
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12. ANEXOS

12.1 Deshidratacion del tejido hepatico
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 a la lista siguiente, cuidando que la solucion

cubra ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No. de Soluciony Tiempo en
solucién 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-tra Il 60 min
14 Paraplast X-tra I11 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 Tincion de hematoxilina — eosina
Después de obtener los cortes en el micrétomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente

se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Paso No. Solucién Tiempo
1 Xileno | 5 minutos
Desparafinar 2 Xileno 11 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 3 y 4 darles mas tiempo en el paso 12 y 14.

o Revisar al salir el tren en la hematoxilina, eosina, alcohol &cido 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 Tampon de sacarosa al 30% (Medio de crio-proteccion)

Reactivo

Sacarosa (C12H2,011)
Tampon de fosfatos (PB)

Agua destilada

Modo de preparar:

En 1000 ml de PB y 1000 ml de agua destilada disolver 600 g de sacarosa

12.4 Tampon de fosfatos (PB)

(Stock 1M, pH 7.3)

Reactivo

Fosfato de sodio monobasico dihidratado (NaH,PO,4.2H,0)

Fosfato de potasio dibasico anhidro (K;HPOy)

Agua destilada

Modo de preparar:
1. En 1000 ml de agua destilada agregar 226.43 g de K,HPQO, y aforar a 1300 ml
2. En 500 ml de agua destilada agregar 109.20 g de NaH,PO,4.H,0 y aforar a 700 ml
3. Mezclary ajustarelpHa 7.2y 7.3

4. Refrigerar a-4°C



13. PUBLICACIONES
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despuds fue removido y pemdo o higado Posweriormente, se tid en dormalieg al 1076 y

prtericments, o tejido fue deshidratado con alcoholes ascendentes (80, 70, 20, 96 y 10066 y
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