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RESUMEN

La enfermedad por higado graso no alcohélico (EHGNA), se considera actualmente
el componente hepatico del sindrome metabdlico, ya que se relaciona a
comorbilidades como obesidad, resistencia a la insulina y dislipidemias. La ingesta
de sacarosa o fructosa y/o el consumo de bebidas azucaradas han recibido atencién
recientemente como posibles factores de riesgo para el sindrome metabdlico y la
diabetes tipo 2. A su vez, estos factores pueden verse influenciados por
caracteristicas propias del individuo, como su sexo. Las diferencias de sexo
sustentan la variacion biologica fundamental en la enfermedad, asi como su
progresion. Los genes CD36 y ADIPOR1 han demostrado en estudios de modelos
murinos, regular algunas de las vias de desarrollo de esta enfermedad, asi como
también de su progresion a esteatohepatitis no alcohdlica. (EHNA). Objetivo:
Evaluar la diferencia del efecto de una dieta alta en sacarosa sobre indicadores
bioquimicos, histopatolégicos y genéticos, relacionados a EHGNA en ratones
machos y hembras de la cepa C57BL/6N. Metodologia: Los ratones machos y
hembras de la cepa C57BL/6N, se dividieron en dos grupos controles (hembras y
machos) y dos grupos sacarosa (hembras y machos) con 20 semanas de
intervencidon. En la semana 20 se obtuvo suero a partir de puncién intracardiaca
para determinar algunas variables bioquimicas, y se extrajo tejido hepatico para
realizar la histopatologia y la expresion génica de CD36 y ADIPOR1, de cada ratén.
Resultados: Se observaron mayores niveles de glucosa sérica, indice HOMA-IR ,
acumulacion de triglicéridos en el higado, esteatosis micro y macro vesicular y
presencia de células balonadas en ratones hembras en comparacién a los machos,
asi como un incremento de la expresion de CD36 derivado de la diferencia de sexo,
y una disminucién de la expresion de Adiporl en respuesta la dieta alta en sacarosa.
Esto podria indicar que el sexo es un factor que puede condicionar el mecanismo
por el cual se desarrolla EHGNA, pero que ademas la influencia de la dieta puede
provocar alteraciones en marcadores reguladores de la aparicion y progresion de la

patologia.

Palabras clave: Higado graso no alcohdlico, expresion génica, sacarosa,
C57BL/6N, diferencia de sexo.
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1. INTRODUCCION

La masa grasa total constituye un componente esencial en el organismo,
actuando como reserva energética y aislante nervioso. Este componente presenta
variaciones en funcion de la edad, el sexo y el estilo de vida del individuo. La
distribucion regional de la grasa se encuentra estrechamente relacionada con el
riesgo de desarrollar trastornos metabdlicos, como la enfermedad por higado graso
no alcohdlico (EHGNA). En este sentido, se observa que una mayor proporcion de
grasa subcutédnea en la region gluteofemoral (tipo ginoide), m&s comun en las
mujeres, esta asociada con un menor riesgo, mientras que la adiposidad visceral
(tipo androide), predominantemente en los hombres, se vincula a un mayor riesgo
de dichos trastornos. La EHGNA es una condicion prevalente que se caracteriza por
la acumulacién excesiva de grasa en el higado en ausencia de consumo significativo
de alcohol. Este trastorno se ha convertido en una preocupacién de salud publica a
nivel mundial debido a su asociacion con obesidad, diabetes tipo 2 y otros
componentes del sindrome metabdlico. Ademas de la adiposidad, existen otros
factores de riesgo como la resistencia a la insulina o hipertrigliceridemia,
relacionados al sindrome metabdlico. En este contexto, es importante resaltar la
presencia de diversos genes que se encargan del desarrollo de EGHNA, asi como
de su progresion a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). Se destacan los genes
Cd36 y Adiporl como potenciales reguladores de la aparicion temprana de EHGNA
y EHNA, ya que en diversos reportes se ha asociado un aumento en la expresion
de estos genes en relacién con una dieta alta en sacarosa. Sin embargo, existen
escasos estudios que se encarguen de analizar el efecto del sexo sobre la expresion
de genes relacionados al desarrollo de EHGNA. En ese sentido, en este estudio se
evalué el comportamiento de genes claves en el desarrollo de esta enfermedad, con
la finalidad de obtener biomarcadores que permitan la deteccién temprana de
EHGNA, ya que actualmente la biopsia hepética es el estandar de oro en el
diagnoéstico de la enfermedad. A su vez, la evaluacion de la influencia del sexo
puede determinar las vias distintas por las cuales una mujer o un hombre pueden
desarrollar EHGNA con la finalidad de implementar tratamientos nutrimentales con

un enfoque preventivo y personalizado.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Enfermedad por Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA)

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (EHGNA) es un trastorno
metabdlico caracterizado por la acumulacion de grasa en los hepatocitos,
superando el 5%, en individuos que no presentan un consumo significativo de
alcohol ni otras causas conocidas de esteatosis secundaria. Estas causas pueden
incluir ciertas enfermedades metabdlicas del higado, como la enfermedad de Wilson
y la lipodistrofia, asi como la ingesta de farmacos hepatotéxicos, tales como la
amiodarona, los esteroides, el tamoxifeno y el &cido valproico (Katsiki et al., 2016).
Actualmente, la EHGNA representa la forma mas prevalente de enfermedad
hepatica crénica a nivel mundial. Su espectro patoldgico puede progresar desde la
esteatosis simple hasta la esteatohepatitis, la cirrosis y el carcinoma hepatocelular
(Chalasani et al., 2020). Ademés, la EHGNA se considera el componente hepético
del sindrome metabdlico, que se define por la presencia de al menos tres de las
siguientes alteraciones: resistencia a la insulina, obesidad central, hipertension
arterial y dislipidemias, que pueden manifestarse como hipertrigliceridemia o niveles
bajos de colesterol HDL (Lonardo et al., 2015).

2.1.1. Prevalencia de la EHGNA

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 11% de los hombres y
el 15% de las mujeres adultas en el mundo padecen obesidad, mientras que
aproximadamente el 25% de los adultos con higado graso presentan enfermedad
por higado graso no alcohodlico (EHGNA) (Younossi et al., 2016). En México, la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2022 estima que la prevalencia
del sobrepeso y la obesidad es del 38.3% y 36.9%, respectivamente. En la poblacion
con obesidad, la prevalencia de EHGNA puede alcanzar hasta el 72% (Campos-

Nonato et al., 2023). En términos de género, la incidencia de EHGNA es del 32.3%



en hombres y del 41% en mujeres. Sin embargo, estudios poblacionales de los
Estados Unidos destinados a estimar la prevalencia de EHGNA en la poblacion
general, demostraron que las mujeres post menopaudsicas mostraban mayor
incidencia de EHGNA que las premenopdusicas, asi como también las mujeres que
recibian terapia de reemplazo hormonal, sugiriéndose un rol protector de los

estrogenos para esta enfermedad (Lonardo et al., 2019).

2.1.2. Factores de riesgo

La EHGNA es una condicion compleja influenciada tanto por factores
ambientales interrelacionados como por una predisposicion genética (De Oliveira et
al, 2019). Se observa una mayor prevalencia y un avance mas significativo de la
patologia con el aumento de la edad (Koheler et al, 2012). El sexo masculino
representa un factor de riesgo significativo, con una prevalencia de EHGNA en
hombres que casi duplica la observada en mujeres (Fattahi et al., 2016). A lo largo
del tiempo, la relacion entre la EHGNA y la etnia ha mostrado cambios.
Investigaciones realizadas en Estados Unidos revelan que los hispanos presentan
una mayor prevalencia de EHGNA en comparacion con los blancos no hispanos,
mientras que los afroamericanos no hispanos exhiben una menor prevalencia
(Masuoka & Chalasani, 2013). Actualmente, se reconoce que estas disparidades

étnicas estan asociadas a la variabilidad genética.

En la actualidad, la EHGNA se considera un marcador de resistencia a la insulina
(RI) a nivel sistémico. La mayoria de los pacientes afectados presentan sindrome
metabodlico y experimentan comorbilidades metabdlicas, tales como obesidad,
diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y dislipidemia, todos ellos factores de
riesgo asociados con enfermedades cardiovasculares (Vernon et al., 2011). Es
crucial subrayar que la RI es la causa principal de esta condicién, pudiendo estar

presente incluso en ausencia de manifestaciones clinicas del sindrome metabdlico.

El estilo de vida tiene un impacto significativo en el desarrollo de esta

enfermedad. Dietas que son ricas en carne roja, granos refinados y bebidas



azucaradas, asi como el sedentarismo y el tabaquismo, se consideran factores de

riesgo independientes para la aparicion de la EHGNA .

2.1.3. Diagnostico de EHGNA

El diagndstico de la EHGNA se fundamenta en una evaluacion que combina
factores clinicos y técnicas de imagen hepatica. Esta evaluacion incluye un historial
detallado sobre el consumo de alcohol, un analisis de los habitos alimentarios, la
identificacion de factores de riesgo metabdlicos tanto personales como familiares,
asi como pruebas seroldgicas y antecedentes de uso de medicamentos (Narro &
Escobar, 2023).

2.1.3.1. Transaminasas

Las enzimas hepéticas no forman parte de los criterios diagndsticos de la
EHGNA, ya que un porcentaje significativo de personas con EHGNA pueden tener
niveles normales de alanina aminotransferasa (ALT) y aun asi presentar EHNA o
fibrosis avanzada. De hecho, un porcentaje considerable de pacientes con EHGNA
gue muestran niveles elevados de ALT no necesariamente tienen EHNA o fibrosis
avanzada. Ademas, las elevaciones en las enzimas hepéticas pueden deberse a
otras causas que no estan relacionadas con la EHGNA, lo que las convierte en un
marcador poco confiable para su deteccion. Sin embargo, niveles elevados de estas
enzimas podrian indicar la necesidad de realizar pruebas adicionales (Mofrad et al.
2003).

2.1.3.2. Ecografia abdominal
Los analisis séricos pueden revelar una anormalidad hepatica, pero la

ecografia es especialmente util para determinar si la causa de dicha alteracion se

origina en el tejido hepatico o en la via biliar. Esto se debe a que la ecografia utiliza



ondas sonoras para generar imadgenes detalladas de los conductos del higado, la

vesicula biliar y las vias biliares (Graffigna et al, 2017).

2.1.3.3. Resonancia magnética

Identifica diversos trastornos hepéticos, como la hepatitis, la hemocromatosis
y la EHGNA, que afectan de manera uniforme a todo el higado. Ademas, ofrece
detalles sobre el flujo sanguineo, lo que ayuda a entender mejor los problemas
vasculares. Aungue esta herramienta es util para medir la cantidad de grasa
acumulada en el higado, no es capaz de diferenciar entre la esteatosis simple
(EHGNA) y la acumulacion de lipidos que se acompafia de inflamacién vy fibrosis,
es decir, EHNA (Muthiah et al, 2021)..

2.1.3.4. Tomografia computarizada

Ofrece imagenes nitidas del higado y es particularmente Gtil para identificar
tumores y EHGNA. Tanto la elastografia transitoria por ultrasonido (TE) como el
fibroscan y la elastografia por resonancia magnética (MRE) son herramientas que
pueden utilizarse para evaluar la EHGNA. Estas técnicas miden la rigidez del
higado, y para detectar la esteatosis hepatica con estos métodos, es necesario que
al menos el 30% del higado esté afectado. Sin embargo, ninguna de las pruebas
radiologicas convencionales es capaz de identificar la esteatohepatitis o fibrosis en
sus etapas iniciales (Morales et al, 2022).

2.1.3.5. Biopsia hepatica

La biopsia hepéatica es el método recomendado para identificar la
esteatohepatitis. No obstante, debido a los riesgos asociados, como hemorragias e



infecciones, y su limitada disponibilidad, no se sugiere de manera rutinaria para
todos los pacientes. Las directrices actuales restringen su uso a casos en los que el
diagndéstico no es claro o cuando se sospecha la presencia de una enfermedad
avanzada. Ademas, la biopsia hepatica solo examina una pequefa fraccion del
organo (aproximadamente 1/50,000), lo cual, sumado a la distribucion irregular de
la fibrosis, puede limitar su precision (Hernandez-Pérez et al, 2016). Por lo tanto,
existe una necesidad de identificar nuevos biomarcadores que indiquen de manera
sencilla pero clara la existencia o no de enfermedad, el riesgo o predisposicion a
sufrirla en el futuro, el grado de progresion o el mejor tratamiento dietético
(Mahjoubin et al, 2021).

2.1.4. Fisiopatologia de la EGHNA

La creciente evidencia respalda una relacién bidireccional entre la EHGNA y
los componentes del SM. La EHGNA se asocia con varios cambios fisiopatologicos:
(1) un aumento en la lipogénesis de novo (LDN) y en la produccién de lipoproteinas
de muy baja densidad; (2) disminucion en la oxidacion de acidos grasos en el
higado; (3) lipdlisis descontrolada en el tejido adiposo; y (4) alteracién en la
supresion de la produccién hepatica de glucosa mediada por la insulina, lo que
provoca esteatosis hepatica, hipertrigliceridemia e hiperglucemia. A nivel molecular,
se considera que la resistencia selectiva a la insulina en el higado es un factor clave
que impulsa el desarrollo de las alteraciones previamente mencionadas, la
acumulacion de triglicéridos resulta en esteatosis, que a su vez aumenta la
sisceptibilidad del higado a dafios adicionales, como el estrés oxidativo, la reduccion
de ATP y endotoxinas, lo que finalmente puede conducir al desarrollo de
esteatohepatitis, desarrollo de fibrosis hepatica y hepatocarcinoma (Eslam et al,
2020).

La caracteristica principal que define a la EHGNA es la acumulacién de
triglicéridos en el higado, debido a un desequilibrio entre la entrada y salida de
acidos grasos (Lonardo et al, 2017). Un factor clave que afecta la utilizacion de

acidos grasos es el malonil-CoA producido durante la LDN. Este compuesto inhibe
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estéricamente a la carnitina-O-palmitoiltransferasa 1 (CPT1) en las mitocondrias,
una enzima crucial para la B-oxidacion. Aunque la excrecion de triglicéridos
mediante lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) parece estar aumentada en la
EHGNA, no es suficiente para contrarrestar el exceso de acidos grasos que entra al
higado (Arab et al, 2018).

2.1.4.1. Factores genéticos

Los estudios de asociacion gendémica y de expresion génica han vinculado
diversos genes con la aparicion y progresion de EHGNA. Estos genes
desemperfian papeles clave en diferentes vias metabdlicas, como la lipogénesis,
oxidacion de acidos grasos, transporte de lipoproteinas, regulacion de la glucosa
e inflamacion (Dongiovanni et al, 2014). Entre ellos se encuentra el gen del
dominio que contiene una fosfolipasa similar a palatina (PNPLA3). Se ha
reportado una fuerte asociacion entre la presencia de la variacion rs738409 en el
gen PNPLA3 y el desarrollo de higado graso en poblacién hispana, ademas se
ha reportado que influye en el desarrollo de esteatosis sin afectar la sensibilidad
a la insulina (Pelusi et al, 2019). Existen otras variantes, de genes como el
regulador de glucoquinasa (GCKR), la proteina de transferencia de ésteres de
colesterol (CETP) y el miembro 2 de la superfamilia transmembrana 6 (TM6SF2),
gue se les ha relacionado con el desarrollo de esteatosis hepatica e inflamacion
lobular. Dado que la patogenia de la EHGNA es multifactorial, la interaccion con
factores ambientales sigue siendo fundamental (Wang et al, 2015).

2.1.4.2. Resistenciaalainsulinay factores metabdlicos

La sefializacion de la insulina promueve la utilizacion de glucosa y favorece la
acumulacion de lipidos al actuar sobre érganos que son sensibles a esta hormona,
tales como el musculo, el tejido adiposo y el higado. Cuando se desarrolla
resistencia a la insulina, la lipasa sensible a hormonas no se inhibe, lo que provoca
que el tejido adiposo libere una cantidad significativa de &cidos grasos no
esterificados (AGNE) en el torrente sanguineo. Este fenOmeno resulta en la
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deposicion ectopica de grasa en érganos como el higado y el pancreas (Grimm et
al., 2008). Ademas de inhibir la lipdlisis, la insulina también estimula la LDN hepatica
principalmente a través de la proteina de union al elemento regulador de esteroles
1c (SREBP1c) y el receptor X del higado (LXR) y receptor X de retinoides (RXR).
De hecho, los hepatocitos periportales parecen ser el principal factor responsable
de la gluconeogénesis y la B-oxidacion, mientras que las células pericentrales estan

principalmente involucradas en la LDN y glucdlisis (Biddinger et al, 2015).

2.1.4.3. Obesidad y sobrepeso

Como se ha mencionado previamente, la obesidad esta estrechamente
relacionada con la EHGNA. El tejido adiposo actia como un 6rgano endocrino
muy activo, produciendo hormonas y citocinas conocidas como adipocinas, las
cuales regulan interacciones enddcrinas, inflamatorias e inmunitarias, pudiendo
proteger o favorecer la resistencia a la insulina y la acumulacion de grasa en el
higado (Tarantino et al, 2010). Diversos estudios han reportado una relacion
inversa entre los niveles de adiponectina y la esteatosis hepatica, asi como
niveles de triglicéridos y LDL. Ademas de adipocinas, el tejido adiposo también
produce citocinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-
a), que ha demostrado estar elevado en casos de esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA), y la IL-6, la cual podria favorecer el desarrollo de carcinoma
hepatocelular al inhibir la apoptosis y activar vias prooncogénicas. También se
ha reportado, que la acumulacion de grasa corporal puede aumentar el impacto
de algunas variantes genéticas y posiblemente contribuir al desarrollo de EHGNA
(Stender et al, 2017).

2.1.5. Progresion de EHGNA

El desarrollo de la enfermedad por higado graso no alcohélico (EHGNA) es un

fendbmeno complejo y multifacético. Aun persiste la incertidumbre respecto a por qué



algunos pacientes con esta afecciébn avanzan hacia la esteatohepatitis, mientras
gue otros no lo hacen. Una posible explicacion radica en la predisposicion genética.
Se estima que aproximadamente el 10% de los pacientes con higado graso
progresa hacia la esteatohepatitis, de los cuales entre el 8% y el 26% puede
evolucionar hacia cirrosis y hepatocarcinoma. Esta progresidon hacia la
esteatohepatitis se conceptualiza como un proceso en dos etapas, conocido como
la teoria del "doble golpe”. La primera etapa implica el depdsito de grasa en el
higado, resultado de la resistencia a la insulina. La segunda etapa abarca el estrés
oxidativo de la grasa hepética, inducido por la liberacibn de citocinas, la
hiperinsulinemia y la lipoperoxidacion (Buzzetti et al.,, 2016) (Figura 1). Sin
embargo, se ha informado que este proceso podria ser el resultado de multiples

factores interrelacionados.

2.1.5.1. Fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica resulta de la formacion de tejido cicatricial en respuesta
a un dafo, ya sea agudo o cronico. En el caso del dafio agudo, los cambios en la
arquitectura del higado son temporales y reversibles, mientras que el dafio crénico
se caracteriza por una sustitucion progresiva del parénquima hepético por tejido
cicatrizal. Desde el punto de vista histologico, esta condicion se manifiesta por un
incremento casi diez veces en el depdsito de proteinas de la matriz extracelular, asi
como por alteraciones en su composicion (Trautwein et al., 2015). Las células
estelares hepaticas constituyen la principal poblacién responsable de la
fibrogénesis, actuando como una fuente significativa de matriz extracelular. Estas
células experimentan un proceso denominado transdiferenciacion, que se ve
influenciado por la expresion de a-actina, la pérdida de retinoides y la produccion
de citocinas y factores de crecimiento con caracteristicas inflamatorias (como la
interleucina-1 y el factor de necrosis tumoral-a), asi como mitogénicas (como el
factor de crecimiento derivado de plaquetas) y profibrogénicas (como el factor de

crecimiento transformante-f3 y la interleucina-6) (Seki y Schwabe, 2015).



Obesidad

Resistencia a
la insulina

Dieta alta en
sacarosa

t Citocinas inflamatorias

t Estrés oxidativo
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Figura 1. Teoria del doble hit en la EHGNA. Adaptado de Shabalala et al (2020). La
patogénesis de la EHGNA se sugiere que ocurre en dos etapas: el primer y el sequndo golpe.
El primer golpe implica la acumulacion de dcidos grasos libres (FFA) en el higado, lo que
provoca esteatosis simple. Se cree que los dcidos grasos libres circulantes y las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) ingresan al higado a través del receptor CD36 y la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP), respectivamente. El exceso de FFA puede
activar la expresion de citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral o
(TNF-a), asi como la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que lleva a
inflamacion cronica, estrés oxidativo, peroxidacion de lipidos y activacion de la fibrogénesis
(sequndo golpe). DNL: lipogénesis de novo, FAO: Oxidacion de dcidos grasos, TG:

triglicéridos, NASH: Esteatohepatitis no alcohdlica.
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2.1.6 Dimorfismo sexual en la EHGNA

La EHGNA surge debido a una combinacion de factores de riesgo como el
sobrepeso, la obesidad central, la dislipidemia, la resistencia a la insulina y la
Diabetes Mellitus tipo 2, todos vinculados al sindrome metabdlico (Lambis et al.,
2016). No obstante, estos factores pueden estar influenciados por caracteristicas
individuales, como el sexo. Las diferencias de sexo sustentan la variacion biolégica

fundamental en la enfermedad, asi como su progresion (Lonardo y Suzuki, 2019).

Por esta razén, la consideracidon del sexo es crucial para determinar la
evaluacion de riesgos, la prevencion de enfermedades y el tratamiento. La mayoria
de los estudios experimentales de EHGNA que usan ratones genéticamente
modificados y/o alimentados con dietas alteradas, encuentran que la enfermedad
es mas grave en los machos (Lee et al., 2016; Zhang et al 2020; Kucsera et al,
2021), sin embargo, las diferencias de sexo dependen segun el modelo, la cepa del

raton y / o los criterios de resultado.

El higado graso y la esteatohepatitis no alcohdlica son enfermedades con
dimorfismo sexual, con una prevalencia general mas alta en hombres. Las mujeres
antes de la menopausia, tienen un riesgo reducido de EHGNA en comparacién con
los hombres, sin embargo, después de la menopausia el riesgo suele igualarse entre
hombres y mujeres. De hecho, el sexo, las hormonas sexuales y factores
ambientales interactian con numerosos factores, los cuales pueden alterar los

perfiles de riesgo y fenotipos de desarrollo de la enfermedad (Burra et al, 2020).

2.1.6.1. Distribucion de tejido adiposo, adipocitocinas y
metabolismo lipidico

Las principales diferencias sexuales en la distribucion adiposa se encuentran
bien reconocidas: los hombres almacenan mas tejido adiposo en sus depdsitos
intraabdominales, mientras que las mujeres tienden a una distribucion mayor del

tejido adiposo periférico, y estas diferencias estan asociadas a consecuencias
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metabdlicas deletéreas en hombres y el menor riesgo cardiometabdlico de mujeres.
El estrégeno promueve y mantiene la grasa femenina tipica al reducir la lipdlisis de
grasa subcutanea sin afectar la grasa visceral. EI sexo también influye en el
almacenamiento de lipidos en el higado y el musculo. La grasa se puede almacenar
en el tejido adiposo, el higado y el masculo esquelético como triglicéridos (TG)
(Chen et al, 2022). El almacenamiento excesivo de TG en el higado conduce a
NAFLD. Los estudios han encontrado que los hombres tienen niveles mas altos de
TG almacenados en el higado que las mujeres, y las mujeres almacenan mas lipidos
intramiocelulares que los hombres, lo que explica la mayor prevalencia de NAFLD
en los hombres (Ande et al, 2014).

El tejido adiposo libera una multitud de productos secretores, que en conjunto
son llamadas adipocitocinas. Las diferencias relacionadas con el sexo se reflejan
principalmente en los niveles de leptina, adiponectina y prohibitina. La leptina es un
regulador metabdlico que puede reducir la ingesta de alimentos e inhibir la sintesis
de lipidos, y su secrecién es proporcional a la cantidad de masa grasa. Sin embargo,
en algunos casos, la hiperleptinemia puede provocar resistencia a la insulina y
participa en la esteatosis hepéatica. Los estudios han demostrado repetidamente que
la adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina y aumenta la lipélisis, que se
correlaciona inversamente con la masa grasa. Numerosos estudios han demostrado
que los niveles de leptina y adiponectina en los hombres son mas bajos que en las
mujeres (Lambert et al, 2014). La retencion de triglicéridos en el higado es un
requisito previo para el desarrollo de EHGNA. La sintesis de acidos grasos (AG) en
el higado es un determinante importante del desarrollo de esteatosis hepética
mientras que la oxidacion de los AG elimina los triglicéridos del higado. Como
diversos estudios han revelado, las mujeres previo a la menopausia tienen un mejor
perfil de lipidos que los hombres, con niveles mas altos de colesterol de
lipoproteinas de alta densidad y niveles mas bajos de colesterol de baja densidad,
colesterol VLDL y niveles plasmaticos totales de TG. La eliminacion de éacidos
grasos a través de la via de oxidacion puede desempefiar un papel importante en

la prevencién de la acumulaciéon de TG en el higado, lo que puede explicar
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parcialmente la diferencia de sexo en la prevalencia de NAFLD (Kaikaew et al,
2019).

2.1.6.2. Estrégenos y ERa hepatico

Con base en las diferencias mencionadas anteriormente acerca de la
prevalencia entre hombres y mujeres y los hallazgos de que las mujeres en edad
postmenopdausica tienen un mayor riesgo de desarrollar EHGNA, ademas de que la
terapia de reemplazo hormonal protege contra la patologia después de la
menopausia Yy que las mujeres tienen un mayor riesgo de desarrollar EHGNA
después de usar un medicamento antiestrdgeno o someterse a una ovariectomia
quirargica, podemos suponer que la resistencia al desarrollo y progresion de la
enfermedad en mujeres antes de la menopausia depende en gran medida de los
estrogenos (Palmisano & Stafford, 2017). El estrégeno reduce la lipolisis de los
adipocitos subcutdneos mediante la regulacion positiva de los receptores
adrenérgicos alfa2Ay, por lo tanto, reduce la captacion de &cidos grasos al higado.
Asimismo, el estrogeno regula el metabolismo de los lipidos hepaticos a través del
receptor de estrégeno alfa (ERa) (Meda et al, 2020). La sefalizacion de estrogeno
reduce la lipogénesis de novo para prevenir la esteatosis hepética. La falta de
sefalizacion de estrogeno reduce la produccion de VLDL, promueve la acumulacion
de TG en el higado y conducira a la resistencia a la insulina hepatica. Un estudio
reciente encontré que el ERa hepatico muestra una regulaciéon opuesta del
metabolismo de los lipidos en hombres y mujeres que consumen dietas ricas en
lipidos: el higado masculino excede su capacidad compensatoria, y el ERa hepatico
promueve la acumulacién de lipidos hepéticos al estimular la entrada y sintesis de
lipidos. Mientras que el higado femenino puede manejar el exceso de lipidos, el ERa
hepatico puede reducir la sintesis y absorcién de lipidos y promover la oxidacién de
acidos grasos (Della Torre et al, 2016). En general, el ERa hepatico juega un papel
importante en la diferencia de sexo en la EHGNA.
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2.1.6.3. Andrégenos

Se puede deducir que los elevados niveles de androgenos desempefian un
papel significativo en la etiologia de este proceso. Diversos estudios bioldgicos han
demostrado que los androgenos pueden inducir la detencion del ciclo celular e
iniciar la apoptosis de los hepatocitos. Los altos niveles de andrégenos pueden
promover la inflamacion al activar las células mononucleares. El aumento de los
niveles de androgenos aumenta la masa grasa visceral al disminuir la activacion de
adenosina 5'y proteina quinasa activada por monofosfato, aumentando la expresién
de genes lipogénicos en grasa visceral (Gonzalez et al, 2012). En los hombres, sin
embargo, la disminucion de los niveles de andrégenos se asocia de forma
independiente con EHGNA. Niveles bajos de testosterona sérica aumentan la
acumulacion de grasa visceral y la inflamacion, y estos efectos conducen a la
resistencia a la insulina y esteatosis hepética. Sin embargo, son necesarios mas
estudios para aclarar el mecanismo relacionado con andrégenos y aparicion de
EHGNA (Kim et al, 2012).

2.1.6.4. Mitocondrias y piruvato quinasa hepatica (LPK)

La disfunciéon mitocondrial contribuye al desarrollo de EHGNA, mediante la
alteracion en el metabolismo de la insulina y esteatosis hepatica. Estudios han
demostrado que el ejercicio puede mejorar la funcién mitocondrial. En general, las
mujeres exhibieron una mejoria en la calidad de la funcibn mitocondrial en
comparacion a los hombres. Regularmente los hombres necesitan realizar ejercicio
para mantener una funcién respiratoria mitocondrial mas fuerte, mientras que las
mujeres pueden mantenerla incluso sin realizar ejercicio (Fletcher et al, 2014). En
cuanto a LPK, estudios en modelos animales encontraron una relacion entre esta 'y
el desarrollo de EHGNA, afectando la concentraciéon de lipidos hepaticos,
respiracion mitocondrial, metabolismo de la glucosa y sensibilidad a la insulina. La
expresion de LPK se ve incrementada en hombres bajo la influencia de la
testosterona. La sobreexpresion de LPK agrava la resistencia a la insulina,

incrementa los niveles de colesterol en plasma, ademas que provoca cambios en la

14



respiracion mitocondrial en el higado, lo que provoca el desarrollo de EHGNA.
Asimismo, se ha reportado una correlacion positiva entre la expresion de LPK y
niveles de TG en el higado en hombres pero no en mujeres, lo que muestra que la
LPK esta solo levemente involucrada en el desarrollo de esteatosis en mujeres
(Bellissimo et al, 2018).

2.1.6.5. Calidad del suefio, microbiota intestinal, Fructosa e
ingesta dietaria,

La mala calidad del suefio impacta negativamente en la producciéon hormonal
y aumenta el riesgo de desarrollar trastornos como el sindrome metabdlico. Sin
embargo, se ha observado que la alteracion en la calidad del suefio puede tener un
efecto mas adverso en las mujeres que en los hombres, incrementando el riesgo de
DM2 y enfermedades cardiovasculares. Este fendmeno puede estar relacionado
con los niveles mas elevados de testosterona en los hombres, asi como con las
diferencias sexuales en la activacion del receptor-a por el proliferador del

peroxisoma (Suarez et al., 2018).

Las diferencias de sexo en la microbiota intestinal pueden estar influenciadas
por la edad, la raza y la dieta. Los metabolitos dependientes de la microbiota
intestinal, como los acidos grasos de cadena corta y el N-6xido de trimetilamina,
participan en la regulaciéon del metabolismo del colesterol y la sensibilidad a la
insulina. Las mujeres son mas vulnerables a los efectos adversos. Los acidos
biliares son moléculas de sefalizacion importantes que activan receptores como el
receptor farnesoide X, y se ha demostrado que estos receptores promueven la
esteatosis hepatica. Los microorganismos intestinales pueden mediar en el
metabolismo de los acidos biliares. La microbiota intestinal difiere segun el sexo, lo
gue conduce a diferencias en la sintesis y el metabolismo de los acidos biliares y
otros metabolitos entre hombres y mujeres y, por lo tanto, afecta el metabolismo de

la grasa presente en el higado (Razavi et al, 2019).
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De acuerdo al estudio realizado por Zaiou et al, con respecto a la eleccion de
alimentos, las mujeres tienden a comer mas frutas, verduras y granos, mientras que
los hombres prefieren los productos carnicos, huevos y ciertos tipos de aves, por lo
tanto, son las mujeres quienes tienen una mejor calidad de dieta. La correlacion
negativa entre la calidad de la dieta y la obesidad es similar tanto en hombres como
en mujeres. Sin embargo, los aumentos inducidos por la dieta en los TG séricos son
mas significativos en las mujeres (Maskarinec et al, 2020). El papel de la fructosa
en la induccién de la EHGNA se ha vuelto cada vez mas importante. La fructosa
puede aumentar la resistencia a la insulina e inducir el aumento de los TG hepéticos.
En un estudio de una dieta alta en fructosa, ratones hembra que fueron alimentadas
con esta dieta durante mucho tiempo mostraron un nivel moderado de esteatosis
hepética y distension abdominal, mientras que los machos mostraron solo un ligero
aumento en la esteatosis hepatica. Estos hallazgos sugieren que después del
consumo a largo plazo de alimentos ricos en fructosa, las mujeres son mas

propensas que los hombres a desarrollar EHGNA/EHNA (Hyer et al, 2019).

2.1.7. Dieta alta en sacarosa en el desarrollo de EHGNA

Aungue el consumo excesivo de cualquier alimento puede llevar al desarrollo
de la EHGNA, los mono- y disacaridos, especialmente la fructosa, la sacarosa y el
jarabe de maiz alto en fructosa, que es omnipresente en los alimentos procesados,
pueden activar programas de lipogénesis de novo (LDN) en el higado que agravan
aun mas la patologia. Ademas, la fructosa se metaboliza casi exclusivamente en el
higado, por lo que la fructosa dietética es dirigida al higado y se metaboliza

principalmente en triglicéridos a través de la LDN.

La LDN es un proceso metabdlico complejo y altamente regulado que
convierte los carbohidratos ingeridos en acidos grasos. Estos acidos grasos se
esterifican y almacenan como triglicéridos (TAG) en el tejido adiposo. El proceso
comienza con la descomposicién de carbohidratos como la glucosa a traves de la

glucolisis anaerdbica en el citoplasma, seguido por el ciclo del acido tricarboxilico
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dentro de la mitocondria, o que genera energia (Yilmaz et al., 2016). Cuando hay
un exceso de carbohidratos en la dieta, el cuerpo produce mas energia de la que
necesita, lo que lleva a un desequilibrio entre produccion y consumo. Este exceso
se destina a la sintesis de acidos grasos fuera de la mitocondria, utilizando sustratos
como acetil-CoA y ATP, productos de la degradacién de la glucosa. Estos acidos
grasos se esterifican con glicerol, formando TAG que se almacenan en el tejido
adiposo como reserva energética. En los seres humanos, esta via esta activa
principalmente en el higado y el tejido adiposo (Softic et al., 2016). La disfuncion en
la LDN en los tejidos especializados en la produccién de lipidos, como el higado y
el tejido adiposo, se asocia con diversas enfermedades metabdlicas, incluidas la
obesidad, el higado graso no alcohdlico y el sindrome metabdlico. Un exceso de
LDN en el higado tiene efectos adversos, ya que incrementa los triglicéridos en
sangre y acumula lipidos en el higado, lo que puede llevar al desarrollo de higado
graso y esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) (Sanders y Griffin, 2016). Ademas,
un aumento en la actividad de la LDN en el higado esta estrechamente vinculado
con la resistencia a la insulina, mientras que un incremento de las enzimas
relacionadas con la lipogénesis en el tejido adiposo se asocia con una mejor

sensibilidad a la insulina y una mayor longevidad (Smith et al., 2019).

Estudios epidemioldgicos recientes han demostrado que un elevado
consumo de azucares, especialmente de sacarosa o jarabe de maiz rico en fructosa,
estd relacionado con un mayor riesgo de enfermedades metabdlicas, como
enfermedades cardiovasculares y el sindrome metabdlico (Low et al., 2018). Esto
se debe a que la fructosa se metaboliza rapidamente a través de la fructoquinasa
C, lo que aumenta la produccion de sustratos para la LDN y eleva los niveles de
acido urico.

La fructosa esta sujeta a una rapida entrada no regulada en el higado
principalmente a través del transportador de glucosa 2 (GLUT2). A nivel celular, este
carbohidrato es convertido preferentemente en fructosa-1-fosfato (F1P) por la
fructoquinasa, ya que esta presenta una alta afinidad por la fructosa, no esta

controlada por la insulina y es inducida por la fructosa. Posteriormente, las
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fosfotriosas producidas a partir de F1P a través de la accion de la aldolasa B pueden
convertirse en glucosa, lactato y acidos grasos. Si bien la via lipogénica es
cuantitativamente menor en situaciones fisiolégicas, se vuelve muy activa después
de una carga aguda de fructosa a medida que aumenta el flujo de carbonos de
fructosa hacia los precursores lipogénicos, ya que la formacion de F1P pasa por alto
el sitio regulador de la glucolisis de la fosfofructocinasal. La entrada y el
metabolismo descontrolado de la fructosa en los hepatocitos explican por qué, en el
contexto de dietas ricas en este monosacarido, cantidades considerables de
fructosa siguen ingresando a la glucdlisis, lo que resulta en una alta produccion de
acetil CoA en relacién con las capacidades oxidativas del higado, favoreciendo asi
la LDN. Ademas, el elevado consumo de fructosa provoca la saturacion de la via
glucolitica, lo que conduce a la acumulacién de intermediarios glucoliticos que
pueden ser convertidos en glicerol-3-fosfato, el cual es utilizado en la sintesis de
TAG. Aunque tanto la glucosa como la fructosa se metabolizan a través de la via
glucolitica, la fosfofructoquinasa se pasa por alto y los pasos iniciales difieren en el
metabolismo de la fructosa del de la glucosa (Federico et al, 2021). Se han
encontrado diferencias entre el metabolismo de la fructosa y la glucosa a nivel
molecular. Por ejemplo, una reduccion en la actividad de la B-oxidacion mitocondrial
hepatica por parte de la fructosa, pero no de la glucosa, se correlacioné con una
disminucién en la actividad del receptor a activado por el proliferador de
peroxisomas (PPARa), un receptor nuclear que juega un papel fundamental en

catabolismo graso, estrés oxidativo y respuesta inflamatoria (Chen et al, 2023).

Estudios de modelos murinos con dietas altas en grasas encontraron
cambios histolégicos hepéticos mas graves en machos que en hembras (Wang et
al, 2016). Por el contrario, en otro estudio con un modelo murino de la cepa C57bl/6
alimentados con una dieta rica en fructosa, las hembras tenian esteatosis hepatica
similar a los ratones macho, pero mayor inflamacion hepatica y disminucion de la
adiponectina en el tejido adiposo visceral a pesar del mayor aumento absoluto de
peso en ratones macho (Choi et al., 2017). Esta diferencia de sexo en los efectos
metabdlicos de una dieta alta en azucares también se ha observado en humanos,

con triglicéridos y alanina aminotransferasas aumentando significativamente en
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hombres, pero no en mujeres (Tang et al., 2019). Por lo tanto, las diferencias en las
caracteristicas socioculturales, como los patrones dietéticos, el ejercicio y la calidad
de vida, son tan importantes para considerarse en la EHGNA como las diferencias

de sexo.

El higado desempefia un papel crucial en el mantenimiento del equilibrio de los
nutrientes para garantizar el control global del metabolismo en el organismo. La
expresion de los genes hepaticos relacionados con el metabolismo de los lipidos
esta fuertemente influenciada y regulada por los niveles de glucosa e insulina.
Dentro de las vias fisiopatolégicas encargadas del desarrollo y progresion de
EHGNA, existen diversos genes involucrados que pueden verse influenciados por
la dieta. Estudios recientes han asociado a los genes Cd36 y Adiporl como
desencadenantes del desarrollo y progresion de EHGNA inducida por la dieta en
ratones C57bl/6 (Pati et al., 2016; Jo et al., 2019).

2.2. Cd36

Como se menciond anteriormente, un exceso de acidos grasos circulantes
es particularmente dafino para el higado, ya que induce toxicidad e, incluso,
apoptosis en los hepatocitos. La captacion celular de &cidos grasos se basa en un
simple proceso de difusion pasiva, por lo que depende de las concentraciones
intracelulares y extracelulares; asimismo, también puede ser regulada por proteinas
transportadoras en respuesta a estimulos mecanicos y hormonales. Varias
proteinas de transporte se han implicado en la captacion celular de acidos grasos,
incluida la familia de proteinas de transporte de acidos grasos (FABP’s), la proteina
de unién a acidos grasos de la membrana plasmatica (FABPpm), la caveolina 1y la

translocasa de acidos grasos Cd36 (Wang et al, 2019).

Cd36 es un receptor eliminador de clase B que juega un papel importante en
diversas vias de utilizacion de acidos grasos. Cd36 es una molécula de sefializaciéon
multifuncional con varios ligandos conocidos, como la trombospondina 1, los &cidos

grasos libres de cadena larga, las lipoproteinas nativas HDL, LDL y VLDL, y las
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lipoproteinas modificadas, incluida la LDL oxidada (oxLDL). Por lo tanto, esta
proteina puede funcionar en una amplia gama de procesos que incluyen apoptosis,
angiogénesis, fagocitosis, trombosis, inflamacion, aterosclerosis y captacion de
acidos grasos libres. Esta proteina se expresa en muchos tipos de células, incluidas
las células de las papilas gustativas, enterocitos, adipocitos, miocitos y células
inmunes. En las células de la papila gustativa, Cd36 es importante para el
reconocimiento de acidos grasos y la percepcidon de grasa. En el musculo
esquelético, el corazon y el tejido adiposo, Cd36 facilita la captacion y utilizacién de
acidos grasos en el tejido (Glatz y Luiken, 2017). En el intestino delgado, es
importante para la secrecion de quilomicrones y para la liberacion inducida por
acidos grasos de secretina y colecistoquinina. Actualmente, es bien sabido que
Cd36 desempefia un papel importante en la facilitacién de la captacion y el trafico
de acidos grasos intracelulares, asi como en la esterificacion de acidos grasos en
TG, principalmente en células de musculo esquelético y cardiaco. Sin embargo, es
importante destacar que la sobreexpresion de Cd36 confiere a los tejidos una mayor
capacidad para la entrada y/o utilizacion de acidos grasos y lipoproteinas. El gen
Cd36 esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 7 (7q21.11), consta de 17
exones y 18 intrones y puede generar cuatro isoformas de proteinas a través de
corte y empalme alternativo. Un importante regulador de la expresion de Cd36 es el
receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR-y), que se une
a las regiones potenciadoras de Cd36, pero otros factores de transcripcién, como el
factor de transcripcién activador 2 (ATF2), también demostré que induce la
expresion de Cd36. En el higado, Cd36 se expresa en las células endoteliales,
parenquimatosas y de Kupffer. La expresion basal de CD36 en higado es baja, pero
aumenta en los modelos experimentales de esteatosis hepética, como la obesidad
y la alimentacién con alto contenido de grasa (Niu et al., 2018). Se ha reportado que
los ratones alimentados con una dieta alta en grasas han aumentado la expresion
de Cd36 en el higado asociada con una mayor absorcion hepatica de acidos grasos
y acumulacion de triglicéridos, y esto se previene mediante la eliminacion del gen

de Cd36 (Zingg et al., 2017). Existen estudios que han asociado un comportamiento
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similar del gen Cd36 con una dieta alta en sacarosa, acompafiado de resistencia a

la insulina, tanto en modelos murinos como en humanos (Maldonado et al, 2017).

2.3. Adiporl

La adiponectina es una hormona de 30 kD sintetizada por el tejido adiposo,
y desempefia un papel crucial en la regulacion de la sensibilidad a la insulina en
todo el organismo (Ruan y Dong, 2016). El efecto sensibilizador a la insulina de la
adiponectina parece estar mediado por un aumento en la oxidacién de &cidos
grasos, lo que lleva a una reduccion en el contenido de lipidos del higado y el

musculo esquelético.

Dos tipos de receptores de adiponectina (AdipoR1 / R2) difieren claramente
en sus vias de sefializacion. AdipoR2 esta involucrado principalmente en la
activacion del receptor activado por el proliferador de peroxisomas via a (PPARa),
mientras que AdipoR1 esta estrechamente relacionado con la activacion de la via
de la proteina quinasa activada por monofosfato de adenosina (AMPK) y regula la
inhibicién de la produccién de glucosa hepética junto con una mayor oxidacién de
acidos grasos. La via de la AMPK se activa parcialmente por la union al AMP y se
activa completamente tras la fosforilacion en la treonina 172 por la quinasa de
proteinas serina/treonina hepatica B1 (LKB1). La AMPK activada promueve la
inhibicién de la transcripcion de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la
glucosa 6-fosfatasa, o que conduce a la disminucion de la gluconeogénesis.
Ademas la AMPK bloquea la sintesis de lipidos a través de la fosforilacién inhibitoria
de la acetil-CoA carboxilasa, que cataliza la sintesis de malonil-CoA. El malonil-CoA
es tanto el precursor de la biosintesis de acidos grasos como un potente inhibidor
de la carnitina palmitoiltransferasa | (CPT-1), la enzima que controla el transporte
de Acil-CoA de cadena larga hacia las mitocondrias para la oxidacion de acidos
grasos. Por lo tanto la sefializacion de adiponectina-AMPK promueve el catabolismo
de lipidos y se opone a la formacion de triglicéridos en el higado. (lwabu et al, 2015)
(Figura 2). El gen del receptor AdipoR1 se encuentra localizado en el cromosoma
1(1g32.1), y consta de 11 exones. Sprussy col en el 2012 reportaron en un modelo

murino que el grupo de ratas hembra presentaron una mayor susceptibilidad a
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Figura 2. Via de sefializacion de AdipoR1. APPL1 interactua con AdipoR1 y media los efectos
de la adiponectina en la activacion de multiples vias, incluyendo AMPK y p38MAPK. Ad:
adiponectina, APPL1: proteina adaptadora, fosfotirosina que interactua con el dominio PH
y el zipper de leucina 1, AMPK: via cinasa activada por monofosfato de adenina, ACC:
Elaborada en biorender.
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desarrollar EGHNA, gracias a la disminucion de la expresion de AdipoR1. Esta
susceptibilidad reportada la atribuyen al nivel de adiposidad en este grupo, ya que,
aunqgue el grupo de hembras no tuvo un aumento de peso significativo, presentaron

diferencias en el nivel de adiposidad respecto al grupo control (Spruss et al, 2012).

2.4. Biomarcadores en nutricion personalizada

Los biomarcadores nutricionales, estan transformando nuestra comprension
del papel que desempefian los nutrientes en la salud humana. Estos biomarcadores
son herramientas valiosas en la prevencién, diagnostico temprano, y tratamiento de
diversas enfermedades (Ballman, 2015). Ademas de su utilidad en el diagndstico,
también permiten evaluar la ingesta de alimentos en una persona, proporcionando
informacion sobre las respuestas biolégicas o fisiolégicas a una dieta especifica o a
condiciones patolégicas. También son fundamentales para medir la eficacia de
intervenciones terapéuticas y para analizar las diferencias individuales en la

respuesta a la dieta y la nutricion (Diaz-Rua et al., 2016).

2.5. Importancia de la Nutricion de precision

La llegada y aplicaciéon de las técnicas de biologia molecular y el éxito del
Proyecto del Genoma Humano han marcado el comienzo de una nueva era tanto
en la Medicina como en la Nutricién (Yoldi et al., 2015). En los ultimos afios, el
concepto de nutriciébn de precision ha ganado relevancia en el campo de la salud.
Esta se define como la aplicacién practica de la investigacion previamente realizada
en el marco de la genodmica nutricional, incluyendo tanto estudios de nutrigenética
como de nutrigendmica (Corella y Ordovas, 2018). Numerosos genes codifican
proteinas que median o controlan los procesos nutricionales, por lo que las
variaciones genéticas individuales pueden modificar cémo el cuerpo absorbe,
metaboliza, almacena o excreta los nutrimentos. Asimismo, Los nutrimentos

influyen en diversos procesos moleculares como en la estructura del ADN, la
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expresion genética y el metabolismo, los cuales pueden afectar el inicio, desarrollo
y progresion de enfermedades (Laguado, 2018). Aunque se ha recopilado mucha
informacion sobre los genes, sus ubicaciones cromosémicas, estructuras y
funciones, el camino a comprender completamente los procesos metabdlicos de
manera orquestada aun se encuentra lejano. En la actualidad, las herramientas y
meétodos relacionados a la gendmica nutricional, como el analisis de polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP), perfiles de expresion génica, protedmica,
metabolomica y la bioinformética, se estan utilizando para estudiar las respuestas
individuales a la alimentacién. Se espera que el avance de la nutrigenémica y la
nutrigenética conlleve el uso de dietas personalizadas para prevenir la aparicion de

diversas enfermedades y optimizar el mantenimiento de la salud humana.

En este sentido, es importante destacar el creciente desarrollo de investigaciones
acerca de la influencia de la alimentacion sobre la expresion de genes implicados
en el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la EHGNA, debido a que ésta
es fuertemente asociada a enfermedades como la obesidad y diabetes mellitus, una
de las enfermedades con mayor morbilidad y mortalidad en México.
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3. JUSTIFICACION

El aumento exponencial en el consumo de azlcares simples, tanto afiadidos como
intrinsecos, ha demostrado tener un efecto significativo en el desarrollo de diversas
enfermedades metabdlicas, incluyendo la EHGNA, que ahora afecta a una
proporcion creciente de la poblacién mundial debido a su estrecha relacion con la
obesidad y la Diabetes Mellitus tipo 2. Este escenario ha transformado a la EHGNA
en una preocupacion meédica global. La acumulacion de grasa hepatica y la
progresion hacia la esteatohepatitis (EHNA), fibrosis y cirrosis hacen que el
diagndstico y tratamiento temprano sean fundamentales para evitar complicaciones
graves. El estudio de genes relacionados con la EHGNA, influenciados por la dieta,
abre nuevas oportunidades para identificar biomarcadores especificos que permitan
detectar la enfermedad en sus fases iniciales, cuando la intervencién dietética y los
cambios en el estilo de vida pueden ser mas efectivos. En este sentido, la
nutrigenémica se presenta como una herramienta poderosa, ya que permite
entender cdmo los nutrimentos interactian con los genes y como esa interaccion
puede influir en la salud hepéatica. La susceptibilidad al dafio hepatico inducido por
factores nutricionales puede variar considerablemente entre los géneros, un area
de investigacibn que aun no se ha comprendido del todo. Profundizar en los
mecanismos dependientes del sexo no solo ampliara nuestro conocimiento sobre la
EHGNA, sino que también permitira disefiar tratamientos nutricionales
personalizados, adaptados a las caracteristicas biolégicas de cada género,
promoviendo la prevencion y el tratamiento mas efectivo de esta enfermedad. El
desarrollo de estrategias de prevencidén basadas en el perfil genético y nutricional
representa un avance hacia la medicina de precision, un enfoque que puede reducir
el riesgo de complicaciones a largo plazo y mejorar la calidad de vida de los

pacientes con EHGNA.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la diferencia del efecto de una dieta alta en sacarosa sobre indicadores
bioquimicos, histopatologicos y genéticos, relacionados a EHGNA en ratones
machos y hembras de la cepa C57bl/6N.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la diferencia entre ratones machos y hembras de la cepa C57bl/6N

el efecto de una dieta alta en sacarosa sobre indicadores bioquimicos.

2. Evaluar la diferencia entre ratones machos y hembras de la cepa C57bl/6N

el efecto de una dieta alta en sacarosa sobre indicadores histopatoldgicos.

3. Comparar entre ratones machos y hembras de la cepa C57bl/6N el efecto de

una dieta alta en sacarosa sobre indicadores genéticos.

4. Determinar si existe una relacion entre la expresion génica y el desarrollo de

EHGNA en ratones machos y hembras.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefo experimental

Se utilizaron ratones machos y hembras de la cepa C57bl/6N, adquiridos en
Bioinvert México. Los animales fueron alojados en jaulas de acero inoxidable y
mantenidos a una temperatura de 22 a 24°C con ciclos de luz / oscuridad de 12 h.
El manejo y mantenimiento de los animales se realizé con base a los lineamientos
de la NOM-062-Z00-1999. El protocolo del presente proyecto fue aprobado por el
comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Nutricibn y Gastronomia (CE-
UACNyG-2019-JUN-001).

Los animales se dividieron en cuatro grupos experimentales: Dos grupos control
(Control machos, n=10 y control hembras n=10), los cuales fueron alimentados con
una dieta estandar para raton de laboratorio (Rodent Chow) y tomaron agua simple
por 20 semanas y dos grupos sacarosa (Sacarosa machos, n=10 y sacarosa
hembras, n=10) que ademas de alimentarse de la misma dieta estandar,
consumieron una solucién de agua y sacarosa al 50%. El peso corporal fue medido
semanalmente y el agua y alimento consumido diariamente. Durante las semanas
0, 5, 10, 15 y 20 de la intervencién, se analizaron muestras de sangre mediante la
extraccién de una gota de sangre de la cola del ratén, misma que posteriormente
se se us6 para medir las concentraciones de glucosa utilizando un glucémetro

Accucheck Active.

Después de la fase de intervencidén con sacarosa, los ratones fueron puestos en
ayuno por 12 horas para su posterior sacrificio mediante sobredosis de
pentobarbital. Se obtuvieron muestras sanguineas a partir de puncion intracardiaca
para la posterior obtencién de suero. Se extirparon secciones de tejido hepatico y
adiposo para su almacenamiento en formalina al 10% y ARNlater a -80°C hasta

realizar los analisis (Figura 3).
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Figura 3. Disefio experimental. Los animales fueron divididos aleatoriamente en cuatro
grupos experimentales que recibieron dos dietas diferentes durante 20 semanas. Los grupos
machos y hembras control fueron alimentados con una dieta estdndar de laboratorio y agua
del grifo. Los grupos sacarosa recibieron la misma dieta de laboratorio y agua enriquecida
con un 50% p/v de sacarosa. El peso corporal se midié semanalmente. El consumo de
alimentos, macronutrimentos y calorias totales se calculd de manera diaria Al final del
periodo de intervencion, los animales fueron sacrificados. Se recolectaron muestras de
sangre y tejidos hepdticos. Se determinaron los niveles de glucosa, insulina y el perfil lipidico.
Los tejidos del higado fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) para evalar diferentes
pardmetros, asimismo se guardd una parte en rna later para su posterior andlisis de

expresion génica.
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5.2. Peso corporal y consumo de alimento

Los ratones fueron pesados semanalmente a lo largo del experimento
utiizando una balanza disefiada especificamente para roedores (Sartorius
Weighing Balance). Ademas, se registré diariamente el consumo de alimento y

bebida durante todo el estudio.

5.3. Determinaciones bioquimicas

5.3.1. Colesterol Total

El colesterol total en suero se determind utilizando un método enzimético
colorimétrico y fue cuantificado mediante un espectrofotometro. Para el andlisis, se
empled un kit de la marca RANDOX (ref CH201) segun las instrucciones del
fabricante. Se pipetearon 10 pl de suero y 1000 ul de reactivo en un microtubo, se
mezcld suavemente y se dejé reposar durante 10 minutos a una temperatura de
20°C. Después de ese tiempo, la mezcla se transfiri6 a una cubeta de 2 ml de
capacidad, y la absorbancia se midi6 en el espectrofotometro a una longitud de onda

de 500 nm. Todas las pruebas se realizaron por duplicado.

5.3.2. Lipoproteina de alta densidad (HDL)

La determinacion de HDL en suero se llevo a cabo utilizando un método
enzimatico colorimétrico cuantificado por un lector de placas. Se empleé un kit de la
marca RANDOX (ref: CH203) segun las instrucciones del fabricante, con algunas
modificaciones. Para obtener el sobrenadante, se realiz6 un proceso de
precipitacion. En un microtubo, se agregaron 90.91 ul de reactivo de precipitacion
(Reactivo |) y 36.36 ul del Reactivo CHOL para el estandar, mientras que para las
muestras de suero se afiadieron 90.91 ul del mismo reactivo y 36.36 ul de suero. La
mezcla se incub6 durante 10 minutos y luego se centrifugé a 12 rpm durante 2

minutos. Posteriormente, se dispuso el sobrenadante en los pocillos de una
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microplaca para diferentes determinaciones. Para el blanco, se agregaron 181.82 pl
de Reactivo CHOL y 18.18 ul de agua destilada, y para el estandar y los sueros se
agregaron 181.82 ul del Reactivo CHOL y 18.18 pl del sobrenadante. Después de
incubar 10 minutos, se coloco la placa en el lector, se agitd y finalmente se leyé la
absorbancia a 500 nm.

5.3.3. Triglicéridos

Se utiliz6 un método enzimético colorimétrico, cuantificado mediante un
espectrofotometro. Se empled un kit de la marca RANDOX (ref: TR1697) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se pipetearon 10 ul de suero y 1000 pl de reactivo
en un microtubo, agitando suavemente la mezcla, que posteriormente se dejo
reposar durante 10 minutos a una temperatura de 20°C. Después del tiempo de
incubacion, la muestra se transfirio a una cubeta con una capacidad de 2 mly se
midio la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 500 nm.

Todas las mediciones se realizaron por duplicado para garantizar la precision.

5.3.4. Glucosa

Para la determinacién de glucosa en suero se empled un método enzimatico
colorimétrico, cuantificado mediante espectrofotometria. El analisis se realiz6
utilizando un kit de la marca RANDOX (ref: GL2623), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se colocaron 10 pl de suero y 1000 ul de reactivo en un microtubo,
agitdndolo suavemente. Posteriormente, se dej6 reposar durante 10 minutos a una
temperatura de 20 °C. Después de ese tiempo, la mezcla se transfirio a una cubeta
de 2 ml de capacidad y se midio la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm,
previa calibracion del equipo con un blanco y un estandar. Todas las pruebas fueron

realizadas por duplicado.
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5.3.5. Insulina

Se llevo a cabo un inmunoensayo de ELISA tipo sandwich utilizando el kit de
ALPCO (ref: 80-INSHU-EO01.1), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
microplaca de 96 pocillos esta recubierta con un anticuerpo monoclonal especifico
para la insulina. Se afiadieron los estandares, controles y muestras a los pocillos
junto con el conjugado. Luego, la microplaca se incub6 a temperatura ambiente en
un agitador de microplacas a 700-900 rpm. Tras completar la primera incubacion,
los pocillos se lavaron con un tampon de lavado y se dejaron secar. A continuacion,
se agrego0 sustrato TMB, y la microplaca fue incubada nuevamente a temperatura
ambiente en el agitador de microplacas a la misma velocidad. Al finalizar la segunda
incubacion, se incorpord la solucién stop y se midio la densidad éptica (OD) con un
espectrofotometro a 450 nm. La intensidad del color producido es directamente

proporcional a la concentracion de insulina en la muestra.

5.3.6. Calculo de Evaluacion del Modelo de Homeostasis
de Resistencia a la insulina (HOMA-IR)

Para determinar la resistencia a la insulina se realiz6 la evaluacion del HOMA-RI
de acuerdo con la siguiente ecuacion (Matthews et al. 1985):

HOMA-RI = [glucemia ayuno (mg/dL) x insulina en ayuno (uIU/mL) / 405]

5.4. ANALISIS DE TEJIDO HEPATICO

5.4.1. Histologia

Para la obtencion del higado, se realizé un corte sagital que separo la piel y
el tejido muscular para extraer el 6érgano. El higado se dividié en dos partes: una se

almaceno en un tubo Falcon con formaldehido al 10% para evaluar la esteatosis
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hepatica, mientras que la otra parte se conservé en condiciones de frescura a -80°

centigrados para la cuantificacion de triglicéridos hepaticos.

5.4.2. Fijacion de tejido hepético.

El higado se mantuvo en formaldehido durante 72 horas para permitir su
impregnacion y fijacién. Posteriormente, se llevd a cabo un proceso de
deshidratacion, y el tejido fue colocado en un cassette de inclusion, asi como en

varios contenedores con las siguientes soluciones en un periodo de 1h cada uno:
1. Alcohol 70% (1 h)

2. Alcohol 70% (1 h)

3. Alcohol 80% (1 h)

4. Alcohol 95% (1 h)

5. Alcohol absoluto (1 h)
6. Alcohol absoluto (1 h)
7. Xileno-Etanol 1:1 (1h)
8. Xileno puro (1 h)

9. Xileno puro (1 h)

10. Parafina (1h)

11. Parafina (1h)

Una vez finalizado el proceso de deshidratacién, se procedié a la formacion de
bloques de parafina. Se verti6 parafina en un molde, y se coloco el tejido en el centro
del mismo. A continuacion, se coloco la parte rotulada del cassette sobre el tejido

con parafina, y se afiadi0 mas parafina. Se posicion0 cuidadosamente en una
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plancha fria durante 15 minutos para permitir que se solidificara. Tras solidificarse,

se separo del molde y se almacend el tejido para su uso posterior.

Para llevar a cabo el corte de los tejidos, los bloques de parafina se
almacenaron en un congelador antes de ser seccionados con un microtomo. El
bloqgue de parafina se posicioné adecuadamente en la faceta de la cuchilla,
asegurando que la superficie del blogue y el borde de la cuchilla estuvieran
correctamente alineados. Se realizé un corte de 7 um, y se tomd cuidadosamente
el borde del corte para transferirlo a un portaobjetos, utilizando etanol al 50% entre
el portaobjetos y la seccién para facilitar la impregnacion. Posteriormente, el tejido
se coloco en un flotador a una temperatura de 41-43 °C, con media cucharadita de
gelatina bacterioldgica, y se recolectaron los cortes de mejor calidad utilizando el
portaobjetos. Después de dejar secar, las laminillas fueron colocadas en un horno
a 65-70 °C durante 10-15 minutos. Antes de proceder con las tinciones utilizando

hematoxilina y eosina, se realizé un proceso de desparafinado.
Desparafinado:

Los portaobjetos se sumergieron en xilol durante un periodo de 5 minutos,
seguido de 20 inmersiones en xilol. A continuacion, se colocaron en etanol al 100%
por 15 a 20 inmersiones. Posteriormente, se realizaron bafios con etanol al 95%, se
afiadi6 agua y se procedié a la tincibn con hematoxilina-eosina. Se tifid con
hematoxilina durante 3 minutos, luego se lavo con agua destilada y se realizé una
inmersioén en alcohol acido (1-2 inmersiones). Se incorpord bicarbonato de sodio al
0.1% y se lavé nuevamente con agua destilada. Después, se sumergio en etanol al
96% y se llevd a cabo la tincion con eosina. Finalmente, la muestra se colocé en

etanol al 96%.

5.4.3. Analisis histopatoldgico de tejido hepatico

El analisis histopatolégico del higado se llevo a cabo mediante la observacion

de 25 campos de cada una de las muestras de los grupos experimentales, las cuales
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fueron tefiidas con hematoxilina y eosina. En la seccion de resultados se presentan
las imagenes mas representativas de cada grupo experimental, destacando el
parénquima, la vena central y la triada portal de cada muestra. Las imagenes fueron
capturadas utilizando el software Zeiss Zen Imaging Blue Edition (Carl Zeiss
Gottingen, Alemania) a un aumento de 40X, empleando un microscopio ZEISS
Primo Star LED (Carl Zeiss Goéttingen, Alemania).

5.4.4. Determinacién de grado de esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA)

La determinacion del grado de actividad de la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA) se llevo a cabo conforme al sistema de puntuacion histolégica establecido
por la red de investigacion clinica sobre EHNA (LaBrecque & UU, 2012). Para ello,
fue necesario evaluar el porcentaje de esteatosis de las muestras, asi como la
presencia y cantidad de células balonadas e infiltrados inflamatorios en 25 campos
de cada una de las muestras de los grupos experimentales, las cuales fueron
teflidas con hematoxilina y eosina. Los resultados se presentan como el grado de
actividad de EHNA correspondiente a cada grupo experimental, calculado mediante
la suma de las puntuaciones de esteatosis, inflamacién lobular y balonamiento

hepatico.
5.4.5. Acumulacion de triglicéridos hepaticos

La cuantificacion de los triglicéridos hepaticos se llevo a cabo siguiendo la
metodologia descrita por Zhou y sus colaboradores (Zhou et al., 2017), con algunas
modificaciones menores. En resumen, se pesaron 0.15 g de tejido hepatico, que
fueron picados y sometidos a un proceso de extraccion lipidica mediante la adicion
de 3 ml de una mezcla de cloroformo y metanol en proporcion 2:1 (v/v). La mezcla
se homogeneiz6 durante 2 minutos, se sometid a sonicacion por 30 segundos y se
agité durante 2 horas. Posteriormente, se incorporaron 1 ml de agua bidestilada y

las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a 3500 rpm. Al finalizar la
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centrifugacion, se separo la fase lipidica, que correspondia a la fase inferior, y se
incub6 durante 12 horas. Tras este periodo, los lipidos se disolvieron en etanol
absoluto. Finalmente, los niveles de triglicéridos se determinaron mediante un
método enziméatico colorimétrico utilizando un kit comercial de la marca RANDOX
(ref: TR1697). Los resultados se expresan como mg de triglicéridos por g de higado,

y se incluye también el peso promedio del higado de los grupos experimentales.

5.5. Extraccién de ARN

El ARN total se obtuvo a partir de tejido hepatico estabilizado por ARNlater. 0.15 g
de tejido hepatico se homogeniz6 y suspendio en TRIzol (Invitrogen) y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min. Se afiadié 0.3 mL de cloroformo, para agitar por
15 s, y después de 3 min las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 15
min a 4°C. Se recupero la fase acuosa. EI ARN fué precipitado con 1 mL de
isopropanol para incubar a temperatura ambiente por 10 min, para su posterior
centrifugacion a 12,000 rpm por 20 min a 4°C. El ARN se lavé con etanol al 75% y
se resuspendio en agua con DEPC para su conservacion a -80°C hasta su uso. La
concentracion y la pureza del ARN se evaluaron mediante el uso de un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) por cuantificaciéon de
densidad 6ptica a 260 y 280 nm. La presencia de proteinas e inhibidores de la PCR
se estimd mediante las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230 considerando
valores oscilados de 1,8 + 0,2 y 2,0 = 0,2 respectivamente como aceptable.

5.6. Sintesis de ADNc (Transcripcion reversa)

Para realizar la reaccién, se emplearon 100 ng de ARNm previamente aislado de
cada muestra, asi como la enzima M-MLVRT, primers aleatorios y dNTPs de la

marca Invitrogen. La transcripcion reversa se llevo a cabo en dos etapas:
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Fase 1. Preparacion de la mezcla maestra:

ARNmM 10 pl
oligo dT 1.0
dH20 4 pl

15.0 pl total

Los componentes de la mezcla se dispusieron en un microtubo de 200 pl. La
reaccion se expuso a un ciclo de desnaturalizacion a 70 °C durante 5 minutos en el
termociclador de punto final. Una vez concluida la incubacion, el microtubo se colocé
de inmediato en hielo para prevenir la renaturalizaciéon. Posteriormente, se

afiadieron los reactivos siguientes para alcanzar un volumen final de 25 ul en la

reaccion:

Buffer enzima 5.0 ul
dNTPs 1.5 pl
dH20 2.5 pl
Enzima M-MLVRT 1.0l

25.0 pl totales

La mezcla fue sometida a un ciclo de sintesis de ADN complementario
(ADNc) a 50 °C durante 60 minutos, seguido de un paso final para inactivar y
desnaturalizar la enzima a 85 °C durante 5 minutos. EI ADNc obtenido se almaceno

a -80 °C para su uso posterior.

5.7. Cuantificacién relativa de los genes Cd36 y Adiporl
mediante PCR en Tiempo Real con sondas TagMan

La expresion del ARNm de los genes Cd36 y AdipoR1 fue estimada por
cuantificacion del ADNc de Cd36, Adiporl y de B-actina como gen de referencia por

medio de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.
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La expresion relativa se estimé cuantificando el ADNc de Cd36 y Adiporl,
utilizando B-Actina como gen de referencia mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real; todos los ensayos se realizaron por duplicado. Se
utilizaron sondas TagMan pre-diseiiadas por Life Scientifics de los genes Cd36
(MmO00432403_m1) y Adiporl (Mm01291334 mH). Se utiliz6 un termociclador
CFX96 (BIO-RAD™ EE.UU). Se realiz6 una curva de eficiencia a diferentes
concentraciones (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000) de las sondas de interés
respecto al gen de referencia. Las condiciones de la PCR fueron: 10 minutos a 95°C
y 45 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C. La expresion relativa se
cuantificé utilizando el método 2722Ct con el software de cuantificacion relativa CFX
de Bio-Rad.

5.8. ANALISIS ESTADISTICO

La normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Las variables numéricas se presentan como medias y desviaciones estandar, o en
forma de medianas y rangos intercuartilicos, dependiendo de la distribucion de los
datos. Para determinar la significancia entre las variables dieta, sexo y la interaccion
entre ambas, se aplic6 un ANOVA de dos vias, con la prueba de Tukey para las
variables con distribucion paramétrica, y una prueba de Kruskal-Wallis con el test
post hoc de Dunn para las variables no paramétricas. Asimismo, se realizaron
andlisis de correlacién de Pearson entre la expresion de los genes Cd36 y Adiporl
y las diferentes variables bioquimicas e histolégicas relacionadas al desarrollo de
EHGNA. Los andlisis estadisticos fueron efectuados utlizando el software
GraphPad Prism versiéon 8.0. Se consider6 estadisticamente significativo un valor
de p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. Consumo de alimento y solucion de sacarosa

En la figura 4 se presenta el consumo de alimento de los distintos grupos. Se
observaron diferencias significativas respecto a la dieta (p=0.0001), el sexo
(p<0.0001) y la interaccion entre ambas variables (p=0.0047). EI consumo de una
dieta alta en sacarosa disminuy0 significativamente ya que la ingesta de alimentos
en los grupos sacarosa machos (11.66 g) y sacarosa hembras (6.75 g), disminuyo
un 55% y un 65% respecto a sus grupos control al final de la intervencién. Ademas,
hubo diferencias significativas entre el grupo sacarosa machos y sacarosa hembras,
siendo los ratones machos quienes consumieron una mayor cantidad de alimento
(p<0.0001). En la figura 5 se reporta el consumo de solucion de sacarosa al 50%
de los distintos grupos. En términos de consumo de solucién de agua/sacarosa,
se encontraron diferencias significativas (p<0.0001). Los grupos sacarosa machos
y hembras presentaron una diferencia significativa en comparacion con sus
respectivos grupos control, con un aumento del 111% y 126% del consumo de la

solucion de sacarosa respectivamente.

6.2. Peso corporal

En la figura 6 se describe el peso corporal en las 20 semanas de induccion de los
distintos grupos. Se observd un incremento significativo del peso corporal en el
grupo de machos con dieta alta en sacarosa a partir de la semana 10 y se mantuvo
hasta el final de la induccion en comparacién a su grupo control, mientras que en el
grupo de hembras, no se observaron diferencias significativas respecto a su grupo

control en las 20 semanas de intervencion.
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Figura 4. Diferencias en el consumo de alimento en ratones machos y hembras de la cepa
C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media + error estdndar (ES) estdn
representados en la grdfica. Los resultados se expresan como el consumo diario promedio
de alimento. ****p <0.0001.
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Figura 5. Diferencias en el consumo de agua en ratones machos y hembras de la cepa
C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estdndar (ES) estdn
representados en la grdfica. Los resultados se expresan como el consumo diario promedio
de sacarosa. *p < 0.05.
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Figura 6. Diferencias en el peso corporal en ratones machos y hembras de la cepa C57BL6/N durante
20 semanas con una dieta alta en sacarosa. *p < 0.05.
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6.3. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

6.3.1. Perfil de lipidos

6.3.2. Colesterol total

En la figura 7 se describen los niveles de colesterol total de los diferentes grupos
de estudio. Se observaron diferencias signiciativas respecto al efecto de la dieta alta
en sacarosa en los niveles totales de colesterol sérico (p<0.0001). Estos niveles
fueron significativamente mas altos en los grupos sacarosa machos (p= 0.0243) y
sacarosa hembras (p= 0.0008), en comparaciébn con los grupos control,

respectivamente, después de 20 semanas de intervencion.
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Figura 7. Diferencias en los niveles de colesterol total en ratones machos y hembras de la
cepa C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estandar (ES)
estdn representados en la grdfica. *p < 0.05, ***p <0.001.
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6.3.3. Colesterol HDL y no HDL

En la figura 8 se observan los niveles obtenidos de colesterol HDL de los diversos
grupos. Se observé un ligero incremento del colesterol HDL en el grupo de machos
sacarosa, sin embargo no se encontré una diferencia significativa entre los grupos
con dieta alta en sacarosa respecto a su control, y entre machos y hembras con las
distintas dietas. Respecto a los niveles de colesterol no-HDL (figura 9), se
observaron diferencias significativas entre los grupos con dieta alta en sacarosa en

comparacion con su grupo control (p=0.0002).
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Figura 8. Diferencias en los niveles de colesterol- HDL en ratones machos y hembras de la
cepa C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estandar (ES)
estdn representados en la grdfica.
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Figura 9. Diferencias en los niveles de colesterol no-HDL en ratones machos y hembras de la
cepa C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estandar (ES)
estdn representados en la grdfica. *p < 0.05.
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6.3.4. Triglicéridos séricos

En la figura 10 se observan las diferencias en los niveles de triglicéridos
séricos entre los diferentes grupos. En los resultados obtenidos por el ANOVA, se
observo un efecto significativo por parte del sexo (p<0.0001) y la interaccion entre
sexo y dieta (p=0.0064). Aunque los niveles de TG séricos no fueron
significativamente diferentes en el grupo de sacarosa machos en comparacién con
su grupo control, se encontr6 una diferencia significativa entre el grupo sacarosa
machos vs sacarosa hembras (p<0.0001), Sacarosa machos vs Control hembras

(p= 0.0034) y Control machos vs Sacarosa hembras (p=0.0132).
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Figura 10. Diferencias en los niveles de triglicéridos séricos en ratones machos y hembras de
la cepa C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estdndar (ES)
estdn representados en la grdfica. *p < 0.05, **p <0.01, ****p <0.0001.
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6.3.5. Glucosa

La dieta alta en sacarosa (p<0.0001) y el sexo (p=0.0156) fueron
significativos en los niveles de glucosa. El grupo sacarosa hembras tuvo un aumento
significativo en los niveles de glucosa sérica en contraste con el grupo control (p=
0.0005). También se observo una diferencia significativa entre el grupo sacarosa
hembras vs machos sacarosa (p= 0.0169) y sacarosa hembras vs machos control
(p=0.0002) (Figura 11).
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Figura 11. Diferencias en los niveles de glucosa sérica en ratones machos y hembras de la
cepa C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estandar (ES)
estdn representados en la grdfica. *p < 0.05, ***p<0.001.
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6.3.6. Insulina e indice HOMA-IR

En la figura 12 se observan los niveles de insulina sérica de ratones machos y
hembras con una dieta alta en sacarosa. Se encontré que tanto la dieta como el
sexo fueron significativos. Se observé un aumento en el grupo sacarosa machos
(p=0.0002), como en el grupo sacarosa hembras (p=0.0189) en comparacion con
sus respectivos grupos control. Ademas, la comparacién entre el grupo sacarosa

hembras y el grupo control machos también fue significativa (p= 0.0002).

Respecto al indice HOMA-IR, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos, sin embargo, se observdé un comportamiento a la alza en los grupos

sacarosa (Figura 13).
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Figura 12. Diferencias en los niveles de insulina sérica en ratones machos y hembras de la
cepa C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estandar (ES)
estdn representados en la grdfica. *p < 0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001.

47



401

Em Control
X 30+ T B Sacarosa
s T
>
% 20
(O]
Q
£ 10-
0- T T

Machos Hembras

Figura 13. Diferencias en el indice HOMA-IR de ratones machos y hembras de la cepa
C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estdndar (ES) estdn
representados en la grdfica.
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6.4. DETERMINACIONES HISTOLOGICAS

6.4.1. Peso del higado y acumulacion de triglicéridos
hepaticos

En términos de peso hepatico, se report6 que tanto el sexo (p=0.0006) como la dieta
(p= 0.0003) tuvieron un efecto significativo en el modelo. Hubo un aumento
significativo en ambos grupos de ratones alimentados con sacarosa, machos (p=
0.0303) y hembras (p=0.0273), en comparacién con el grupo control. Ademas, se
encontré una diferencia significativa entre el grupo sacarosa hembras y sacarosa
machos (p= 0.0169) (Figura 14).

En la figura 15 se presentan los niveles de triglicéridos hepaticos de los diferentes
grupos de estudio. El sexo (p=0.0020), la dieta (p<0.0001), y la interaccion entre el
sexo y dieta (p= 0.0001) obtuvieron una diferencia significativa. Se encontré un
aumento significativo en ambos grupos machos (p= 0.0307) y hembras (p<0.0001)
alimentados con sacarosa en comparacion con su grupo control. Ademas, hubo un
aumento significativo en hembras sacarosa en comparacién con el grupo machos

sacarosa (p<0.0001).

6.4.2. Analisis histopatoldgico del tejido hepatico

En la tabla 1 se describe el grado de actividad de EHNA segun el sistema de
puntuacion histolégica de la Red de Investigacion Clinica de la EHNA. Se
encontraron diferencias entre ambos grupos de ratones con dieta alta en sacarosa
en comparacion con su grupo control, siendo el grupo de hembras quien presento
el grado mas alto de EHNA con presencia de esteatosis macro y microvesicular,

infiltrados inflamatorios, granulomas y pérdida de la arquitectura histologica .
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Figura 14. Diferencias en el peso del higado de ratones machos y hembras de la cepa
C57BL6/N con una dieta alta en sacarosa. Los valores de media * error estandar (ES) estdn
representados en la grdfica. *p < 0.05, ****p<0.0001.
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Figura 15. Efecto de una dieta alta en sacarosa sobre niveles de triglicéridos hepdticos de
ratones machos y hembras de la cepa C5BL6/N. Los valores de media + error estandar (ES)
estdn representados en la grdfica. *p < 0.05, **p <0.01, ****p <0.0001.
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Tabla 1. Grado de actividad de EHNA segun el sistema de puntuacion histoldgica de la Red
de Investigacion Clinica de la EHNA.

Grupo Esteatosis Inflamacién Células EHNA

lobular balonadas (Grado)
Machos control 0 0 0 0
Machos sacarosa 2 2 0 4
Hembras control 1 0 0 1
Hembras sacarosa 3 2 1 6
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En la figura 16 se muestra el analisis histopatolégico de higado en los grupos de
ratones machos. En muestras hepaticas del grupo machos control, se observo un
parénquima normal formado por hepatocitos con arquitectura conservada, en el que
se aprecia el citoplasma y el nucleo. Por lo tanto, no se considerd un grado NASH.
En cuanto al grupo con dieta alta en sacarosa, se observo esteatosis microvesicular
moderada, estrés metabdlico moderado y condensacion de glucégeno. No hay
presencia de infiltrados inflamatorios, inflamacion o granulomas, desarrollando
grado 4 de EHNA.

En cuanto al grupo de hembras control mostr6 pocas microvesiculas en el
parénquima, desarrollando grado 1 de EHNA con esteatosis microvesicular, no
considerada patolégica. Sin embargo, el grupo con dieta alta en sacarosa, mostro
esteatosis macrovesicular generalizada (zonas 1, 2 y 3), presencia de infiltrado
inflamatorio y granulomas en el parénquima hepético. Estrés metabdlico elevado
en las tres zonas y condensacion de glucogeno, con pérdida de la arquitectura

histoldgica, desarrollando grado 6 de EHNA (Figura 17).

Respecto a los resultados obtenidos en el grupo de hembras, se encontré la
presencia de infiltrados inflamatorios y granulomas, identificando un proceso
inflamatorio inicial. Choi y col identificaron en ratones hembras de la cepa C57BL/6J
un incremento significativo de la presencia de esteatosis e inflamacion en respuesta
al consumo de la solucion de fructosa por 6 semanas. Estos resultados pueden
sugerir la predisposicion en mujeres hacia el desarrollo de EHGNA y su progresion

a EHNA debido al consumo de una dieta alta en azucar (Choi et al, 2017).
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Figura 16. Efecto del consumo de sacarosa en la morfologia e histopatologia del higado de ratones
macho. GC: grupo control, GS: grupo sacarosa. Izquierda las imdgenes de la columna (a, c y e)
pertenecen a GC, y las imdgenes de la columna derecha (b, d y f) pertenecen a GS. Parénquima (a
y b), estructura porta (cy d), y vena central (e y f) de ambos grupos experimentales. La esteatosis
microvesicular se indica con flechas. La esteatosis macrovesicular se indica mediante circulos y
células balonadas en cuadrados. Hematoxilina y eosina, aumento 40X. Barras de escala = 50 um.



Figura 17. Efecto del consumo de sacarosa en la morfologia e histopatologia del higado de ratones
hembra. GC: grupo control, GS: grupo sacarosa. Izquierda las imdgenes de la columna (a, c y e)
pertenecen a GC, y las imdgenes de la columna derecha (b, d y f) pertenecen a GS. Parénquima (a'y b),
estructura porta (c y d), y vena central (e y f) de ambos grupos experimentales. La esteatosis
microvesicular se indica con flechas. La esteatosis macrovesicular se indica mediante circulos y células
balonadas en cuadrados. Hematoxilina y eosina, aumento 40X. Barras de escala = 50 um.



6.5. DETERMINACIONES GENETICAS
6.5.1. Expresion relativa de Cd36

En la figura 18 se muestra la expresion relativa del gen del receptor Cd36 en tejido
hepatico en los grupos de machos y hembras con una dieta alta en sacarosa,
respecto a su grupo control. No se observaron diferencias significativas entre los

grupos analizados.
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Figura 18. Efecto de una dieta alta en sacarosa sobre la expresion relativa del gen Cd36 de
ratones machos y hembras de la cepa C57BL6/N. Los valores de media * error estdndar (ES)
estdn representados en la grdfica. UER: Unidades de expresion relativa.
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En la figura 19 se muestra la cuantificacion relativa de la expresion del gen
Cd36 en tejido hepatico de los grupos de machos y hembras con dieta alta en
sacarosa. Se observo una diferencia significativa (*p= 0.0269) siendo el grupo de
hembras quienes presentaron un incremento de la expresion (+ ~ 1.2 veces en

comparacion al grupo de machos con dieta alta en sacarosa).
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Figura 19. Diferencia del sexo sobre la expresion relativa del gen Cd36 de ratones machos y
hembras de la cepa C57BL6/N con dieta alta en sacarosa. Los valores de media + error
estandar (ES) estdn representados en la grdfica. *p < 0.05. UER: Unidades de expresion
relativa.
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6.5.2. Expresion relativa de AdipoR1

En la figura 20 se observa la cuantificacidn relativa de la expresion del gen
Adiporl en tejido hepatico de los grupos de machos y hembras con dieta alta en
sacarosa respecto a su propio grupo control. Se encontré una diferencia significativa
entre el grupo de hembras con dieta alta en sacarosa y su grupo control (*p=
0.0333), sugiriendo un efecto de la sacarosa sobre la disminucion de la expresion

del gen Adiporl (- ~ 1.3 veces en comparacion a su grupo control).

En cuanto al efecto del sexo sobre la expresion del gen de Adiporl, no se

encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 21).
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Figura 20. Efecto de una dieta alta en sacarosa sobre la expresion relativa del gen Adiporl
de ratones machos y hembras de la cepa C57BL/6N. Los valores de media + error estandar
(ES) estdn representados en la grdfica. *p < 0.05. UER: Unidades de expresion relativa.
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Figura 21. Diferencia del sexo sobre la expresion relativa del gen Adipor1 de ratones machos
y hembras de la cepa C57BL/6N con dieta alta en sacarosa. Los valores de media + error
estdndar (ES) estdn representados en la grdfica. UER: Unidades de expresion relativa.
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6.5.3. Asociaciéon de la expresion de los genes Cd36 y Adiporl
sobre indicadores bioquimicos relacionados a EHGNA en ratones
machos y hembras de la cepa C57BL/6N.

Se realizaron analisis de correlacién entre la expresion relativa de los genes
Cd36 y Adiporl y diferentes variables bioquimicas relacionadas al desarrollo de
EHGNA. Se analizaron niveles séricos de glucosa, insulina e indice HOMA-IR. No
se encontré una correlacion entre los valores de glucosa e indice HOMA-IR y la
expresion de los genes de interés, sin embargo, respecto a los niveles de insulina,
el grupo de hembras sacarosa obtuvo una correlacion positiva (r= 0.8467)
estadisticamente significativa (p=0.033) con la expresion del gen Cd36, es decir, al
aumentar la expresion del gen Cd36, aumentan los niveles séricos de insulina en

hembras con dieta alta en sacarosa (Figura 22).
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Figura 22. Asociacion entre los valores de insulina sérica y la expresion del gen Cd36 en
ratones hembras de la cepa C57BL/6N.
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En cuanto al perfil lipidico, no se encontré una asociacion entre los valores

de triglicéridos, colesterol total y HDL y la expresion de los genes de interés, sin

embargo, en relacion al colesterol no HDL, se encontré una asociacion positiva en

el grupo machos sacarosa (r=0.09532) estadisticamente significativa (p= 0.0032)

con la expresion relativa de Adiporl, por lo que al aumentar la expresion del gen

Adiporl, aumentan las concentraciones séricas de colesterol no-HDL en ratones

machos de la cepa C57BL/6N con una dieta alta en sacarosa (Figura 23).
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Figura 23. Asociacion entre los valores de colesterol no HDL y la expresion del gen Adiporl
en ratones machos de la cepa C57BL/6N.
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6.5.4. Asociacion de la expresion de los genes Cd36 y Adiporl sobre
indicadores histologicos relacionados a EHGNA en ratones machos y
hembras de la cepa C57BL/6N.

En relacidn a los indicadores histolégicos, se encontré una correlacion positiva

significativa (r= 0.8187, p=0.0463) entre el peso del higado y la expresion del gen

Adiporl en el grupo machos sacarosa, a mayor expresion del gen, mayor peso del
higado (Figura 24).
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Figura 24. Asociacion entre el peso del higado y la expresion del gen Adiporl en ratones
machos de la cepa C57BL/6N.

62



En términos de la concentracién de triglicéridos hepéticos, no se encontrd
una asociacion respecto a la expresion de los genes de interés en ratones machos,
sin embargo, en ratones hembras, se encontr6é una asociacion negativa (r=-0.8759)
estadisticamente significativa (p= 0.0221) entre la expresion del gen Adiporl y la

concentracion de triglicéridos hepaticos en el grupo hembras sacarosa (Figura 25).
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Figura 25. Asociacion entre los valores de triglicéridos hepdticos y la expresion del gen
Adipor1 en ratones hembras de la cepa C57BL/6N.
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7. DISCUSION

Nuestros resultados mostraron diferencias importantes en el desarrollo de la
EHGNA entre ratones machos y hembras. En cuanto al consumo de alimento, la
dieta alta en sacarosa redujo significativamente la ingesta en machos y hembras, a
comparacién con los grupos control a lo largo de las 20 semanas de intervencion.
Sin embargo, ambos grupos, tanto machos como hembras, presentaron un aumento
considerable en el consumo de la solucion de sacarosa. Estos resultados son
similares a lo encontrado por Togo y colaboradores, en donde utilizaron ratones de
la cepa C57BL/6J y les administraron una dieta alta en sacarosa en forma liquida
(solucién al 50%) y sélida. Al término del estudio concluyeron que el grupo que
consumié sacarosa en forma liquida tuvo una disminucion significativa del consumo
de alimento, debido a la preferencia del modelo por la sacarosa (Togo et al, 2019).
Los resultados actuales han demostrado que cuando se exponen a sacarosa
liquida, los ratones tienen un mayor consumo de energia que cuando se les ofrece
la misma composicion de macronutrimentos pero en forma solida. Por lo tanto, estos
datos respaldan el papel sugerido de las bebidas azucaradas en el desarrollo de la
obesidad y resistencia a la insulina inducidas por la dieta. Este comportamiento
puede deberse al sabor dulce de la solucién, que es preferido por los roedores, ya

gue lo asocian con la presencia de nutrimentos esenciales para su supervivencia.

El consumo de una dieta alta en sacarosa durante 20 semanas produjo
diferencias significativas en el peso corporal de los ratones machos entre los grupos
experimentales, sin embargo, no se observaron diferencias en el peso corporal de
las hembras entre los diferentes grupos. Resultados similares fueron observados en
un estudio de Souza y col (2021) en donde al modelo murino se le administré una
solucion de sacarosa al 30% durante un periodo de 10 semanas, encontrando
diferencias significativas en el peso corporal al final de la intervencién. El consumo
de una dieta alta en sacarosa durante 20 semanas produce diferencias significativas
en el peso corporal de los ratones machos entre los grupos experimentales, segun
otros informes (Burke et al. 2018; Acosta-Cota et al. 2019; Plazas-Guerrero et al.

2019). Sin embargo, las hembras no mostraron diferencias en el peso corporal entre
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los grupos. Souza et al. (2022) informaron que las hembras de ratdbn demostraron
una mayor resistencia a la obesidad inducida por la dieta y a los desequilibrios

metabdlicos asociados, en comparacion con sus contrapartes masculinas.

Respecto al perfil de lipidos, se observaron diferencias en relacion a la dieta
y al sexo en el modelo murino. En cuanto al colesterol total, se encontraron niveles
elevados en ratones machos y hembras con una dieta alta en sacarosa. Estos
resultados contrastan con lo encontrado por Plazas Guerrero et al, en donde
reportaron una disminucion de las concentraciones de colesterol total en ratas con
una dieta alta en sacarosa (Plazas-Guerrero et al, 2019). EI aumento significativo
encontrado en nuestro estudio puede relacionarse al aumento de la LDN en el
modelo murino. La LDN elevada en el higado aumenta la sintesis de triglicéridos y
la acumulacion de grasa hepética. Parte de los triglicéridos sintetizados son
exportados como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lo que aumenta los
niveles de colesterol sérico (Lambert et al, 2014). En términos de las fracciones del
colesterol, como el HDL, se observd un comportamiento a la alza por parte de los
grupos machos y hembras con dieta alta en sacarosa, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas. Se reportaron resultados similares en el
estudio de Pang et al, en donde analizaron un modelo murino de la cepa C57BL/6
con diferentes tipos de dietas por un periodo de 3 meses, entre ellos una dieta alta
en sacarosa (solucion al 20%). Se encontré un incremento significativo del colesterol
HDL en los ratones macho en comparacion a su grupo control (Pang et al, 2016).
Este comportamiento puede ser explicado por las caracteristicas metabdlicas
propias de la cepa C57BL/6, ya que en un estudio de Fuentes y col, en donde
determinaron el perfil bioquimico de esta cepa, encontraron que las concentraciones
de colesterol HDL tuvo variaciones relacionadas a la edad de los ratones, esto en
machos y hembras ya que a partir de las 14 semanas de edad se reportd un

incremento significativo de esta variable bioquimica (Fuentes et al, 2008).

En nuestro estudio se encontraron diferencias significativas respecto a la
fraccidon no HDL del colesterol, reportando un incremento en ambos grupos con

dieta alta en sacarosa.Estos resultados coinciden con lo reportado por Lima et al en
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un modelo murino, quienes encontraron un incremento en los niveles de colesterol
HDL en ambos grupos sin obtener una diferencia significativa, sin embargo en
cuanto a los niveles de lipoproteinas de baja (LDL) y muy baja (VLDL) densidad, se
encontré un incremento significativo entre los grupos con dieta alta en sacarosa,
respecto a su grupo control. El aumento en la sintesis hepética de acidos grasos
provoca la acumulacioén de triglicéridos en los hepatocitos. El exceso de triglicéridos
se exporta como lipoproteinas VLDL, lo que explica el incremento en suero (Lima et
al, 2015).

Al analizar la concentracion sérica de triglicéridos, se encontré un aumento
significativo por parte del grupo machos sacarosa. Estos resultados coinciden con
lo reportado por Silva-Gasparin et al, quienes estudiaron un modelo de ratones
machos y hembras a los cuales de les administré una dieta de cafeteria durante 14
semanas, la cual estuvo compuesta por diversos alimentos industrializados altos en
azucares afadidos. Al término del estudio reportaron un incremento significativo de
los niveles de triglicéridos séricos en ratones machos respecto al grupo de machos
con dieta estandar, sin embargo, las hembras no tuvieron diferencias respecto a su

grupo control (Silva-Gasparin et al, 2018).

Cabe destacar que en el presente estudio se encontraron diferencias significativas
en los valores de glucosa sérica en los grupos machos y hembras sacarosa en
comparacion a su grupo control. Souza et al reportaron un incremento significativo
de los niveles de glucosa sérica en ratones machos y hembras que consumieron
una solucion de fructosa al 30%. Las dietas liquidas versus sélidas con alto
contenido de azUcar modulan diferencialmente el comportamiento de la
alimentacion, los distintos transportadores intestinales de glucosa (SGLT1,GLUT 2
y GLUT 5) y las hormonas reguladoras del peso. En consecuencia, las dietas
liquidas ricas en azucar pueden ser un componente critico para el desarrollo de la
obesidad y EHGNA en ratones (Ritze et al, 2014).

De igual manera, los niveles de insulina incrementaron significativamente en ambos
grupos sacarosa respecto a sus controles. Quintana castro y col, reportaron

resultados similares en ratas con una dieta alta en sacarosa durante 30 y 40
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semanas, obteniendo un incremento significativo de los niveles de insulina en
ambos grupos. Aunque datos recientes sugieren que el intestino es el sitio principal
del metabolismo de la fructosa en dosis bajas, en dosis mas altas, el higado es el
sitio mas importante (Jang et al, 2020). Al momento de analizar el indice HOMA-IR,
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Se ha reportado que
la deposicion excesiva de lipidos en el higado a largo plazo influye directamente en
la sefializacion de la insulina mediante la activacion de varias serina/treonina
quinasas que reducen la fosforilacién de tirosina del sustrato del receptor de insulina
y afectan la activacion de la via de la fosfatidilinositol-3-quinasa disminuyendo la
translocacion de los transportadores de glucosa en los tejidos dependientes de
insulina (musculo cardiaco y esquelético y tejido adiposo), o que conduce al
desarrollo de resistencia a la insulina hepatica y periférica, que se asocia con un
mayor riesgo de diabetes tipo 2, principalmente debido a la lipotoxicidad y la

subsiguiente falla de las células B pancreaticas (Zhao et al. 2015)

Una variable indispensable en el diagndstico de EHGNA es el peso del higado. En
el presente estudio se pudo observar el incremento significativo de ambos grupos
machos y hembras sacarosa respecto a su control, siendo el grupo machos
sacarosa quien presento el mayor peso en comparacion con las hembras sacarosa.
Estos valores coinciden con lo reportado por Spruss y col, con ratones machos y
hembras de la cepa C57BL/6N con la incorporacion de una solucion de fructosa al
30%, encontrando un incremento significativo del peso del higado en ambos sexos,
siendo los machos con la dieta alta en fructosa los que obtuvieron un valor superior
(2.1 £ 0.0 g) (Spruss et al, 2012). Un resultado destacado en el presente estudio
son los triglicéridos hepaticos, en donde se encontré un aumento en ambos grupos
sacarosa, siendo el grupo hembras sacarosa quien obtuvo un mayor resultado en
comparacion con el grupo machos sacarosa. Choi et al analizaron ratones hembras
de la cepa C57BL/6J con una dieta alta en azucar, encontrando un incremento
significativo de los niveles de triglicéridos hepaticos en el grupo con dieta alta en
fructosa (Choi et al, 2017). Contrario a lo que se observo en este estudio en relacion
al tejido hepdtico, los niveles de triglicéridos en suero de las hembras con dieta alta

en sacarosa no obtuvieron diferencias significativas respecto al control. Este
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comportamiento puede deberse a la migracion de los lipidos hacia el higado por el
incremento de la lipogénesis de novo en respuesta a la dieta alta en sacarosa
(Norheim et al, 2017).

Los resultados histolégicos apoyan lo encontrado en las determinantes
bioguimicas, en donde se observé que el grupo sacarosa hembras obtuvo el mayor
grado de EHNA, seguido por el grupo machos sacarosa, mientras que los grupos
control no desarrollaron la enfermedad. Plazas-Guerrero y col obtuvieron hallazgos
similares en un modelo murino inducido con dieta alta en sacarosa. El grupo
sacarosa obtuvo un grado de EHNA de 7 encontrando esteatosis micro y

macrovesicular y presencia de células balonadas (Plazas-Guerrero et al, 2019).

El estudio de los marcadores genéticos en el desarrollo de una patologia es
crucial para comprender los mecanismos moleculares y hereditarios que subyacen
en la enfermedad. En el presente estudio se evalud la expresion génica de Cd36 y
Adiporl en el desarrollo de EHGNA. Respecto a los resultados de la expresion de
Cd36, al momento de comparar entre los grupos con dieta alta en sacarosa y sus
controles, no se encontraron diferencias significativas. Estos resultados difieren con
los obtenidos por Quintana y col en 2020, en donde utilizaron ratas Wistar con dieta
a base de alimento estandar y solucion de sacarosa al 30% (St-30) y 40% (St-40)
por 30 semanas. Las ratas del grupo St-30 mostraron niveles significativamente mas
altos (4.0 veces; p < 0.05) de ARNm de Cd36 en tejido hepatico en comparacion
con el grupo control, mientras que las ratas del grupo St-40 reportaron una
expresion relativa mas alta (7.0 veces; p < 0.05) con respecto a las ratas del grupo
control. La intervencion del presente proyecto tuvo una duracién de 20 semanas,
por lo que este factor pudo haber sido determinante en la ausencia de cambios
significativos en la expresion relativa del gen Cd36 en ambos grupos (Quintana-
Castro et al, 2020).

Al momento de comparar la expresion génica de Cd36 entre machos y
hembras con dieta alta en sacarosa, se encontro un incremento significativo por
parte del grupo de las hembras. Un estudio experimental realizado en ratas encontro

gue mientras que los niveles en el musculo esquelético de Cd36 fueron similares en
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animales machos y hembras al inicio del estudio, las ratas macho, pero no las
hembras, exhibieron una sorprendente disminucion del 50 % en el contenido de
proteina Cd36 después de infusidon de lipidos. Este hallazgo puede sugerir
razonablemente que la diferencia en los niveles de proteina Cd36 en el musculo
esquelético después de la infusion de lipidos puede explicar la mayor eliminacion
de acidos grasos libres y la proteccion contra la resistencia a la insulina inducida por
grasa en ratas hembra, mediante el desvio de acidos grasos a una via metabdlica
que no perjudique la transmision de la sefializacion de la insulina. Hallazgos
similares se han reportado en el higado de ratas y humanos después de la
estimulacién con hormona de crecimiento (Lorbek, 2013). Ademas, los estrogenos
circulantes que ejercen efectos metabdlicos beneficiosos antes de la menopausia y
las diferencias de sexo en la composicion de la fibra muscular también podrian ser
un factor. Asimismo, la ausencia de cambios en los niveles de triglicéridos
plasmaticos en hembras con la dieta alta en sacarosa puede posiblemente
explicarse por el claro incremento de triglicéridos hepaticos que se debe en parte al
aumento de la expresion de la enzima lipoprotein lipasa (LPL) y Cd36 en el higado.
Ademas de LPL, Cd36 también influye en la absorcién de &cidos grasos circulantes.
La sobreexpresion de Cd36 en células de hepatoma humano aumenta la absorcion
de acidos grasos, mientras que una deficiencia de Cd36 afecta significativamente la
absorcién de acidos grasos por parte de érganos periféricos como el corazén, el
musculo esquelético, tejido adiposo y hepatico en roedores (Norheim et al, 2016).

Contrario a lo encontrado en la expresiéon de Cd36, los resultados de la
expresion génica de Adiporl, el grupo de hembras sacarosa obtuvo una disminucién
significativa de la expresion respecto a su grupo control. La adiponectina tiene un
papel esencial en la homeostasis energética al regular el metabolismo de la glucosa
y los &cidos grasos en los tejidos periféricos, incluidos los musculos y el higado
(Berg et al., 2015). Las funciones biologicas de la adiponectina dependen de la
funcidn y expresion de sus receptores especificos (AdipoR1, AdipoR2) asi como sus
niveles séricos. Algunos estudios han demostrado que la falta de receptores de
adiponectina provoca hiperglucemia e hiperinsulinemia (Parker-Duffen et al., 2014).

Al analizar la expresion génica de Adiporl solamente en los grupos sacarosa, no se
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encontraron diferencias significativas. La concentracion de adiponectina en
roedores es mayor en las hembras en comparacion con los machos, posiblemente
como resultado de la inhibicion de la produccion de adiponectina por los androgenos
(Combs et al., 2003; Nishizawa et al., 2002).

Con la finalidad de establecer asociaciones entre la expresion de los genes de
interés y las diferentes variables bioquimicas e histolégicas relacionadas al
desarrollo de EHGNA, se realizaron analisis de correlaciones. Se encontré una
correlacion positiva entre la expresion de Cd36 y los niveles de insulina. Algunos
estudios han reportado que la resistencia a la insulina incrementa la actividad del
gen Cd36 en el higado de ratones a través de un mecanismo dependiente de
PPARYy. Esto se logra mediante el aumento de la localizacion del receptor Cd36 en
la membrana plasmatica de los hepatocitos, lo que favorece el desarrollo de EHGNA
(Steneberg et al, 2015; Maréchal et al, 2018). Ademas, hay informes que sugieren
la participacion del receptor Cd36 en el desarrollo de higado graso relacionada con
el envejecimiento tanto en animales como en humanos. Se ha observado que el
envejecimiento eleva los niveles circulantes de insulina, glucosa y 4cidos grasos en
humanos. En relacion al perfil de lipidos, se encontr6 una correlacién positiva entre
la expresion de Adiporl y los niveles de insulina. La activacion de Adiporl puede
modular la sintesis y la excrecion de colesterol hepatico. En ratones con alta
expresion de Adiporl, puede aumentar la captacién de colesterol y acidos grasos
por el higado, favoreciendo la sintesis de VLDL. Asimismo, Kakino y col (2021)
reportaron que la adiponectina puede formar un complejo con las LDL y con ello
atenuar su funcionalidad, por lo que, aunque pueda haber una expresién
incrementada del receptor y con ello de adiponectina, la formacién de ese complejo
puede constituir un mecanismo de resistencia a la adiponectina. Esto es
especialmente relevante ya que la EHGNA se considera un factor de riesgo
independiente para las enfermedades cardiovasculares (ECV). Actualmente,
aungue no se han comprendido completamente, los mecanismos que relacionan a
la EHGNA con las ECV sugieren que las anomalias en la acumulacion de lipidos en

el higado, los procesos inflamatorios incrementados y el desarrollo de fibrosis
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hepética subsecuente son condiciones que favorecen el desarrollo de este tipo de
patologias (Ballestri et al, 2017).

El gen Adiporl, también se correlaciond positivamente con el peso del higado
en ratones con dieta alta en sacarosa. En condiciones de resistencia a la insulina,
la expresion de Adiporl puede estar aumentada como parte de un intento del
organismo por contrarrestar los efectos adversos del exceso de acidos grasos y la
lipotoxicidad en el higado. Esta adaptacion puede llevar a cambios en la estructura
y funcion del higado, incluyendo el aumento del tamafio hepético debido al
incremento en la acumulacion de lipidos (Wada et al, 2022). Asimismo, se encontré
una asociacion negativa de la expresion de este gen con la concentracién de
triglicéridos hepaticos en hembras con dieta alta en sacarosa. Estos resultados
coinciden con lo encontrado por Spruss y col (2012) con ratones hembras
alimentadas con una dieta alta en sacarosa, en donde se observé una disminucion
significativa de la expresion del gen Adiporl en el grupo con la dieta alta en
sacarosa, en comparacion con su grupo control, ademas se reporté esteatosis
macrovesicular e incremento de indicadores de inflamacion en el higado. La
adiponectina se une a Adiporl y Adipor2 en el higado. Una vez que se une a su
receptor, se activan las sefiales de AMPK y PPARa, lo que aumenta la oxidaciéon de
acidos grasos y disminuye la sintesis de acidos grasos de novo, resultando en una
reduccion del contenido de triglicéridos (Lee et al, 2023). Ademés, la adiponectina
estimula la actividad de la ceramidasa, reduciendo la lipotoxicidad y mejorando la
sensibilidad a la insulina. Al reportarse una disminucion significativa de la expresion
de Adiporl, por consecuencia ocurre una disminucion de la produccion de
adiponectina, lo que provoca la atenuacién de las funciones previamente
establecidas, y con ello, la acumulacién de triglicéridos en el higado (Moyce et al,
2022).
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8. CONCLUSION

En modelos experimentales in vivo, se encontraron diferencias en el desarrollo
de EHGNA entre ratones machos y hembras a través de una dieta alta en sacarosa
durante 20 semanas, observando mayores niveles de glucosa sérica, indice HOMA-
IR , acumulacion de triglicéridos hepaticos, esteatosis micro y macro vesicular,
células balonadas e inflamacion lobular en ratones hembras. Asimismo se identifico
que la expresion del gen del receptor Cd36 se vi6 incrementada en hembras en
respuesta a la diferencia de sexo, y en cuanto al gen Adiporl, se observaron
diferencias respecto a la influencia de la dieta, encontrando una disminucion de la

expresion de este en hembras.

La asociacién positiva entre la expresion del gen Cd36 y los niveles de insulina en
ratones hembras sugiere un papel significativo del metabolismo de los &cidos grasos
en la regulacién hormonal en este grupo. Por otro lado, la asociacién negativa entre
la expresion de Adiporl y los niveles de triglicéridos hepaticos en hembras indica
una posible influencia protectora de este receptor sobre la acumulacion de lipidos
en el higado. En ratones machos, las asociaciones positivas entre la expresion de
Adiporl, los niveles de colesterol no HDL y el peso del higado subrayan la
complejidad de los mecanismos metabdlicos involucrados en la EHGNA segun el

SeXo.

En el presente estudio, con una dieta alta en sacarosa se pudieron apreciar
diferencias en las variables bioquimicas e histolégicas relacionadas al desarrollo y
progresiéon de EHGNA, asi como también, en la expresion de los genes Cd36 y
Adiporl en ratones machos y hembras de la cepa C57bl/6N. Esto podria indicar que
el sexo es un factor que puede condicionar el mecanismo por el cual se desarrolla
EHGNA, pero que ademas la influencia de la dieta puede provocar alteraciones en

marcadores reguladores de la aparicion y progresion de la patologia.
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