UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

AREA TEMATICA: BIOTECNOLOGIA ALIMENTARIA

ESTUDIO DEL EFECTO DE LA BIOTINA EN LA
ESTEATOSIS HEPATICA

TESIS

QUE PRESENTA
I.B.Q. ALFONSO CHARACU RUEDA ROCHA

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

DIRECTOR DE TESIS: DR. ASDRUBAL AGUILERA MENDEZ

Morelia, Michoacan, México. Agosto 2018.



Este trabajo se realiz6 en él
Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas
Laboratorio de Bioquimica de la Nutricidon
Edificio B3, Ciudad Universitaria

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

La realizacion de la tesis fue posible gracias al apoyo de la beca
otorgada por el Consejo Nacional de la Ciencia y la Tecnologia
(CONACYT) No. Becario 599244, CVU 733965



AGRADECIMIENTOS

Al Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biologicas, por haberme

albergado como estudiante.

Al Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca brindada.

A mi director de Tesis el Dr. Asdrubal Aguilera Méndez por recibirme en su
Laboratorio, por darme la oportunidad de ser parte de su equipo y por la gran

orientacion en mi formacion.

A los miembros de mi comité tutorial: el Dr. Rafael Salgado Garciglia, Dra. Patricia
Rios Chavez, Dr. Renato Nieto Aguilar y Dr. Daniel Godinez Hernandez por su

invaluable apoyo y asesoria.

Agradezco también al Dr. Héctor Eduardo Martinez Flores, Dra. Clotilde Guajardo

Lopez y MC. Blanca Nateras por su asesoria y su valiosa ayuda.

Al Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas en especial al personal del Biotero

y laboratorios que me brindaron apoyo para la realizacion del presente trabajo.

A mis compafieros del laboratorio: Maria G. Hernandez Equihua y Ricardo Espino

Garcia por su colaboracién en el desarrollo de este proyecto.

Un especial agradecimiento a mi familia, en particular a mi esposa Araceli e hijos;
Ana Catalina, Alfonso Manuel y Juan Miguel por su gran apoyo, compresion y amor
son mi mayor inspiracién, a mis padres Silvino y Catalina ejemplos de trabajo y

superacion a seguir, a mis hermanos Cristina y Aniceto por sus buenos consejos.



iNDICE

AB REVIATUR S ..o e 6
RESUMEN . ... e 8
BB S T R A C T ..o e e 9
LISTA DE FIGURAS ... e e e e e e e 10
1AINTRODUGCCION . ... 11
1.1.-SiNdrome MetabOliCO. . ... ..o e 11
1.1.1.-Componentes del sindrome metabdlico..................cccccceeiiiiiiiiiii s 12
1.1.1.1.-Resistencia a la inSuUliNa ... 13
140,220 @STAAA ... 15
1.1.1.3.-Dislipidemia............oooooiiiii e 16
1.1.1.4.-HIPertensioN ... 17
1.1.1.5.-HIgado GrasS0........coooiiiiiiicic e 18
1.1.2.-Prevalencia del sindrome metaboliCo ..............oooiiiimi e, 19
2 L I o [T T T [ R PP 20
e I o U] 3 Tod (o] 3 1= X ST 20
1.2.1.1.-Metabolismo de carbohidratos...............coooiiiiiii e 20
1.2.1.2.-Metabolismo de lipidos...............cooiiiiii e, 21
1.2.2.-FiSiolOgia.......oeei i 21
1.2.3.-Esteaosis hepatica...................iiii e, 23
1.2.3.1.-Teoria del doble Impacto. ................oiii i, 27
1.2.3.2.-Epidemiologia...............coooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 30
1.2.3.3.-Manifestaciones clinicas y diagnostico...............ccccccovvviiiiiiiiiiiiiiiennnnn. 32
1.2.3.4-Tratamiento farmacoldgicCo................cccooiiiiiiiiiiii e 33

. BT UC O S A ..o 36
1.3.1.-Metabolismo de 1a fruCtOSa ..........c.ovomiie e 37
1.3.2.-Uso de la fructosa en modelos animales para producir NAFLD................... 39
1.4.-Biotecnologia alimentaria y nutracéuticos ....................cccciiiiiii 41
1.5.-Vitaminas en el tratamiento de enfermedades................covemeieiiiii i, 43
DBt N ..o 44
1.5.2.-Funcion de la biotina ..o 46
1.5.3.-CHclo de la biotina .......ccooniiei e 48
1.5.4.-Biotina en el metabolismo de lipidos ... 48
1.5.5.-Efecto de la biotina en la expresionde genes ..., 50
1.5.6.-Teorias propuestas sobre el efecto de la biotina en la expresion génica.... 51
1.5.6.1.-Activacion de la guanilato ciclasa soluble .......................cccc. 51
1.5.6.2.-Biotinilacion de HiStoNas............ooo oo 52



2.-ANTECEDENTES DIRECTOS ...t 54

2.1.-Planteamieto del problema....................... 55
BsJUSTIFICACION ... 57
A-HIPOTESIS ... 57
5.-OBUJETIVOS ... .. 57

5.1.-OBJETIVO GENERAL ...........coooiiiiiiiiiii s 57

5.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... 57
6.-MATERIALES Y METODOS .........cocoiiiiieeeeeee ettt en e e 58

6.1.-Modelo animal ... 58

6.2.-Solucidon de fructosa al 15 Yo........ccooeiiiiieiiii 59

6.3.-Solucidén de biotina y buffer PBS...........coooiii 59

6.4.-Curva de toleranciaala glucosa...............cccccceeiiiiiiiiiccc e 59

6.5.-Curvas de toleranciaalainsulina....................oooi 59

6.6.-Extraccion de tejido hepatico y muestras de sangre de vena porta ................... 60

6.7.-Perfil de lipidos, triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL .....................ccovvnnnnnn.. 60

6.8.-Medicion de glucosa y acido Urico en suero ................cccooeeeeiiiiiiiiieen e, 61

6.9.-Determinacion de enzimas, ALT, AST, DHL, FAYy GGT...........cooviiiiiiiiiirieiiiinnn, 61

6.10.-Cuantificacién de triglicéridos y colesterol total en tejido hepatico................. 61

6.11.-Cuantificacién de la lipoperoxidacion lipidica........................cccooceei e, 62

6.12.-Cuantificacion de 6xido Nitrico..............ccoooeiiiiiiii i 62

6.13.-Analisis histomorfolOgiCos .............ccooiiiiiiiii 63

6.14.-Analisis estadistiCo ..o 63
T-RESULTADOS ... 64

7.1.-Cuantificacion del consumo de agua, alimentoy peso ................ceeeeeeeeeeeeeee. 64

7.2.-Curva de tolerancia ala glucosa..............cooooiiiiiiiiii 66

7.3.-Curva de resistenciaalainsulina......................ooiiiiiii e 67

T7.4.-Perfil de liPIdOs ........ooooinni e 68

7.5.-Contenido de trigliceridos y colesterol de tejido hepatico.................................. 69

7.6.-Determinacion de glucosa, acido urico séricos y pruebas de funcion hepatica 70

7.7.-Lipoperoxidacion de tejido hepatico ... 73

7.8.-Cuantificacion de 6xido nitrico de tejido hepatico.....................ccooeeee. 74

7.9.-Analisis histomorfolOgiCos ..o, 75
T ] [T of U] (o ] N ST 77
9.-CONCLUSIONES. ...........oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt ettt e e e e et e e e e e e e e e e eaeeeeaeeeeeeeeeeeeees 82
10.-BIBLIOGRAFIA ... ... 83
A ANEX O S L. 101



ABREVIATURAS

ACC-1
ACC-2
AGL
ALT
AMPK
Apo B
AST
ATP
CETP
ChREBP
CPT1
DHAP
DM 2
FAS
FFK
GCs
GLUT-4
GLUT-5
GMPc
HCS
HDL
HFCS
HTA
IL-6
LDL
L-PK
LPO
LXR
MDA
NAFLD
NASH
NCEP ATP 1l

OoMS
PAI-1
PI3-K
PKC
PPAR
RI
ROS
RPI
SAM
SM
SREBP-1c
IR

TG
TNF
UCP

Acetil-CoA carboxilasa-1

Acetil-CoA carboxilasa-2

Acidos grasos libres

Amino lactato transaminasa

Proteina cinasa activada por AMP
Apolipoproteina B

Amino aspartato transaminasa

Trifosfato de adenosina

Proteina transferidora de ésteres de colesterol
Proteina de union al elemento de respuesta a hidratos de carbono
Carnitina palmitoiltransferasa
Dihidroxiacetona fosfato

Diabetes mellitus tipo 2

Acido graso-sintasa

Fosfofructoquinasa

Guanilato ciclasa soluble

Proteina transportadora-4

Proteina transportadora-5

Guanosin monofosfato ciclico
Holocarboxilasa sintetasa

Lipoproteinas de alta densidad

Jarabe de maiz enriquecido con fructosa
Hipertension arterial

Interleucina-6

Lipoproteinas de baja densidad

Enzima piravato-quinasa

Lipoperoxidacion

Receptor X hepatico

Malondialdehido

Enfermedad de higado graso no alcohdlico
Esteatohepatitis

Panel Il del tratamiento del adulto programa nacional de educacion del
colesterol

Organizacién mundial de la salud
Activador del plasminégeno-1

Cinasa de fosfoinositol trifosfato

Proteina cinasa C

Receptores del peroxisoma proliferante activado
Resistencia a la insulina

Especies reactivas de oxigeno

Resistencia periférica a la insulina
S-adenosil metionina

Sindrome Metabdlico

Elemento regulador de esterol

Receptor de insulina

Triglicéridos

Factor de necrosis tumoral

Proteina desacoplante



VLDL Lipoproteina de muy baja densidad
GGT Gama glutamil transpeptidasa.



RESUMEN

La esteatosis hepatica NAFLD, es una enfermedad caracterizada por
acumulacion de lipidos en el higado y es parte del sindrome metabdlico, el cual es
un problema de salud publica. Las vitaminas son usadas para el tratamiento de
enfermedades del sindrome metabdlico; la biotina es una vitamina que, a
concentraciones farmacolégicas, modifica la expresion de varios genes y proteinas
del metabolismo de carbohidratos y lipidos. Las ratas desarrollan NAFLD por el
consumo de fructosa y son un modelo para el estudio del sindrome metabdlico. El
objetivo del presente trabajo fue estudiar los efectos de la biotina en la NAFLD, en
un modelo de ratas alimentadas con fructosa. Ratas Wistar macho, se dividieron en
4 grupos: al primero y segundo se les dio fructosa 30% (p/v) en el agua de beber ad
libitum por 3 meses. Al primero se le inyectd biotina (2mg/kg)/dia durante el ultimo
mes de administracion con fructosa y al segundo (PBS)/dia. Al tercero y cuarto no se
les dio fructosa. Al tercero se le inyectd biotina (2mg/kg)/dia un mes y al cuarto
ningun tratamiento. Se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina, El grupo de Fructosa-pbs presentoé hiperglicemia y resistencia a la insulina y
los tratados con biotina presentaron sensibilizacion a la glucosa y menor resistencia
a la insulina; se determinaron los lipidos y transaminasas, el grupo Fructosa-pbs
presentd hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia y transaminasas elevadas y los
tratados con biotina disminucion de la hipertrigliceridemia, transaminasas y aumento
de HDL. Los triglicéridos y la liperoxidacion hepaticos, en el grupo Fructosa-pbs tuvo
valores altos y los tratados con Biotina disminuyeron; en los analisis
histomorfologicos del higado se observd NAFLD en el grupo Fructosa-pbs y los
tratados con Biotina hubo disminucién. Por lo que la biotina tiene efectos

hipolipidémicos, mejorando la esteatosis hepatica no alcohdlica.

Palabras clave: biotina, fructosa, esteatosis hepatica, sindrome metabdlico.



ABSTRACT

Hepatic steatosis NAFLD is a disease characterized by accumulation of lipids
in the liver and is part of the metabolic syndrome, which is a public health problem.
Vitamins are used for the treatment of metabolic syndrome diseases;
pharmacological concentrations of biotin modifies the expression of several genes
and proteins of carbohydrate and lipid metabolism. Rats develop NAFLD due to
fructose intake, which has been used as an adequate animal model for human
metabolic syndrome. Therefore, the present study was designed to investigate the
effect of biotin in NAFLD, in a model of rats fed with fructose. Male Wistar rats were
divided into 4 groups: the first and second were given fructose 30% (w / v) in their
drinking tap water ad libitum for 3 months. The first group was injected biotin (2mg /
kg) / day during the last month of administration with fructose and the second group
(PBS) / day. The third and fourth were not given fructose. The third was injected with
biotin (2mg / kg) / day one month and the fourth was not treatmented. Glucose
tolerance and insulin resistance curves were performed. Fructose-pbs group showed
hyperglycemia and insulin resistance and the groups treated with biotin showed
glucose sensitization and lower insulin resistance; serum lipids and transaminases
were determined, where the fructose-pbs group presented hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia and elevated transaminases and those treated with biotin a
were decreased -hypertriglyceridemia, transaminases and were an increase in HDL.
Hepatic triglycerides and liperoxidation were also measured, where the fructose-pbs
group had high values and those treated with biotin decreased; in the
histomorphological analyses of the liver, NAFLD was observed in the fructose-pbs
group and in those treated with biotin there were a marked decrease. The results
obtained suggest that biotin has hypolipidemic effects, improving non-alcoholic

hepatic steatosis.

Keywords: biotin, fructose, hepatic steatosis.
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1.-INTRODUCCION

1.1.-Sindrome metabolico

En los ultimos afos ha habido un aumento exponencial de la disponibilidad de
alimentos que aportan una gran cantidad de calorias, ya sea por su alto contenido
de azucares, como de grasas animal y vegetal, esto ha provocado también un
aumento en las enfermedades relacionadas con el metabolismo, entre ellas tenemos
la resistencia a la insulina (RI), la dislipidemia, la obesidad, la hiperglicemia, las
enfermedades cardiovasculares, el higado graso, etc. Estas enfermedades se han
relacionado con el término “Sindrome Metabdlico” (Vazquez, 2007; Alberti et al.,
2009). El sindrome metabdlico (SM) se ha convertido actualmente en un problema
de salud en México y en todo el mundo, su aumento y creciente prevalencia la ha
mostrado como la pandemia del siglo XXI en conjunto con las enfermedades que la
conforma (Ford et al.,, 2010; Rojas y Aguilar, 2010), siendo desde hace mucho
tiempo un tema de estudio en el area de salud, debido a la relacion que tiene con las
enfermedades que causan mayor mortalidad a nivel mundial (Escobedo et al., 2009;
Aguilar et al., 2004).

El sindrome metabdlico ha tenido varias definiciones, aunque ha sido descrito
desde 1923 por el sueco Kylin y el espafiol Marafon (Kylin, 1923; Maranon, 1922)
como alteraciones metabdlicas, que involucran la aparicion de hipertension,
hiperglicemia, obesidad e hiperuricemia; posteriormente se ha debatido sobre el
nombre, la fisiopatologia y sus componentes. Vague (Vague, 1956) sugiere que la
obesidad abdominal puede predisponer a la diabetes y a enfermedades
cardiovasculares. Albrink y Meigs (Albrink y Meigs, 1964) mencionaron que la
obesidad es un factor decisivo con la dislipidemia e hiperglucemia. Ruderman y
colaboradores en 1981 sefalaron la existencia de individuos metabdlicamente
obesos con pesos normales, caracterizados por hiperinsulinemia y posiblemente con
aumento de tamano en sus células adiposas. La primera definicion fue propuesta por
Reaven (Reaven, 1988) denominandolo “sindrome X" para describir el fendmeno en
el cual los individuos presentan resistencia a la insulina e hiperinsulinemia

compensatoria, niveles altos de ftriglicéridos y bajos de colesterol HDL e
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hipertension, los cuales significaban factores de riesgo para enfermedades
cardiovasculares. Kaplan y colaboradores (Kaplan, 1989) sugirié que la asociacion
de obesidad central, intolerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia e hipertensién
arterial recibiera el nombre de “el cuarteto de la muerte”. En 1991, Serjenston y
Zimmet (Serjeantson y Zimmet, 1991) propusieron el término “sindrome X plus”,
cuando ademas existe hiperuricemia, sedentarismo y edad avanzada. El término
“sindrome de resistencia a la insulina” es la recomendacion de DeFronzo y
Ferrannini (DeFronzo y Ferrannini, 1991) y de Haffner (Haffner et al., 1992). Desde
entonces varias organizaciones de salud han definido el sindrome metabdlico y
propuesto criterios para su diagnostico entre ellos tenemos: En 1999 la Organizacion
mundial de la salud (OMS) introdujo el nombre de “Sindrome Metabdlico” basado en
la resistencia a la insulina. Para 2001 EI Programa Nacional de Educacion sobre el
Colesterol para adultos Panel de tratamiento Ill (NCEP ATP lll, por sus siglas en
inglés, The National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Ill) de
Estados Unidos de América, acufid el nombre de sindrome metabdlico a criterios
propuestos que no incluian la resistencia a la insulina. Posteriormente en el 2003 la
Asociacion Americana de Clinicos Endocrindlogos regresé al nombre de Sindrome

de Resistencia a la Insulina.

1.1.1.-Componentes del sindrome metabdlico

Tomando en cuenta las definiciones, el SM tiene varios componentes para ser
diagnosticado y coinciden entre si en cuanto a los factores y enfermedades que lo
componen, estas alteraciones que se presentan debido a desencadenantes
genéticos, ambientales y asociados al estilo de vida, se acompafian de factores de
riesgo como el sedentarismo, la alimentacién rica en carbohidratos, que en conjunto
aumentan el riesgo de padecer sindrome metabdlico. Entre las patologias mas
importantes estan: la resistencia a la insulina (RI), la obesidad, la dislipidemia, la

hipertension, la hiperglicemia y la esteatosis hepatica (Figura 1).
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Figura 1.-Sindrome metabdlico. La presencia de por lo menos tres de estas cinco alteraciones
determina la presencia del sindrome metabdlico.

1.1.1.1.-Resistencia a la insulina

En 1922 Banting y Best (Banting y Best, 1922), descubrieron una hormona
llamada insulina a partir de pancreas de animales, Banting estudiando los trabajos
de Shafer y otros sobre la enfermedad llamada diabetes, observaron que era
producida por la carencia de una proteina originada en las células de los islotes de
Langerhans. Posteriormente, se establecidé que la principal funcién de la insulina es
la de mantener la concentracién de glucosa en sangre en un rango normal, entre 80-
105 mg/dl. La insulina permite la entrada de la glucosa al tejido adiposo y musculo y
en el higado inhibe su produccion. Por varios mecanismos regula el metabolismo de
los carbohidratos, lipidos y proteinas y promueve la division y el crecimiento celular.
La insulina se libera en respuesta al ingreso de glucosa a su vez regulada por la
absorcion intestinal, la produccion y liberacion hepatica de glucosa y el metabolismo
de los tejidos periféricos. A partir del estudio de la diabetes y el descubrimiento de la

insulina se comenzd a definir un nuevo sindrome llamado “Sindrome X” (Reaven,
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1988), que hacia referencia a una anomalia que se presentaba en la cantidad de
insulina en la sangre la cual posteriormente se le llamo “Resistencia a la Insulina”
(RI). La cual se definio como la disminucion de la accion de la insulina a nivel celular,
lo que produce alteraciones en el metabolismo glucémico, lipidico y proteico. El
mecanismo principal de resistencia a la insulina fue propuesto por Cline vy
colaboradores (Cline etal., 1999), donde el transporte de glucosa tiene una
anomalia por defectos de la expresibn de enzimas intracelulares y de la
translocacion de GLUT-4, por alteraciones en la actividad del receptor de insulina (IR
por sus siglas en inglés Insulin Receptor), los sustratos del IR (SRI)-1y SRI-2 y la
cinasa de fosfoinositol trifosfato (PI3-K, por sus siglas en inglés). La Rl puede ser de
dos tipos; fisiologica (embarazo, pubertad, adulto mayor) o patolégica. En el caso
patolégico la causa de la RI pueden ser multiples factores, incluyendo genéticos,
ambientales y secundarios a farmacos o algunas patologias especificas. La union de
la insulina a su receptor se mantiene conservada, mostrando una alteracion en la
sefial post-receptor por efecto de los mediadores inflamatorios mencionados.
Finalmente, si bien la via “metabdlica” de la accion insulinica se encuentra
comprometida, la via “anabdlica’(o mitética), donde las MAPK cinasas (por sus
siglas en inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases) juegan un rol fundamental, no
esta afectada, pudiendo incluso exacerbarse (Gallagher et al., 2008; Cusi, 2010;
Cusi etal., 2000). La Rl es parte importante de la fisiopatologia de varias
enfermedades como es de la diabetes mellitus tipo 2 (DM 2), la dislipidemia
aterogénicas (colesterol HDL bajo, hipertrigliceridemia y particulas de colesterol LDL
pequefias y densas), la hipertension arterial esencial (HTA), el sindrome de ovario
poliquistico (SOP) y la enfermedad por higado graso no alcohdlico (NAFLD). A
través del SM y el estado proinflamatorio generado por adipocinas aumenta el riesgo
cardiovascular (Bloomgarden, 2011). Por ultimo y no menos importante debemos
hacer mencién que Rl en el musculo esquelético y en el higado es la principal causa

de hiperglucemia en el SM (Rask y Kahn, 2012).
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1.1.1.2.-Obesidad

La obesidad fue considerada por muchos afos simbolo de salud y fortaleza
durante las primeras civilizaciones, donde la constante lucha por obtener alimentos
requeria tener reserva energética durante las fases de hambruna, asi como en los
inviernos prolongados lo que hacian necesario tener energia almacenada en el tejido
adiposo. Por otra parte, el desarrollo de la agricultura, la ganaderia y la conservacion
del alimento, la disponibilidad de alimento y la menor necesidad de actividad fisica,
se favorecié el desarrollo de la obesidad. La obesidad es definida por la OMS como
“La acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud”. El crecimiento del volumen del tejido adiposo es consecuencia a un consumo
energético elevado por un largo tiempo. Los triglicéridos producidos o consumidos,
se depositan en el citoplasma de una célula especializada para almacenar lipidos
denominada adipocito. Dos son los tipos de tejido adiposo, asi también de
adipocitos que lo conforman; el tejido adiposo blanco, el mas abundante del
organismo humano adulto y de reservorio energético en forma de triglicéridos. Este
tejido es un o6rgano productor de sustancias con accidn endocrina, paracrina y
autocrina (Siiteri, 1987), como son: adipsina (Flier etal., 1987), adipocinas o
adipocitocinas (Sanchez et al., 2005). El tejido adiposo pardo, encargado de la
termogénesis (disipacion de calor), su color se debe a la gran irrigaciéon sanguinea y
a la gran cantidad de mitocondrias. También presentan a la proteina desacoplante
(UCP), lo que genera disipacién de energia (Ali et al., 2011; Gémez et al., 2013).
Otras funciones que tiene el tejido adiposo es la fuente importante de sefiales
moleculares que van a regular la accion de la insulina (Moreno y Martinez, 2002;
Loten y Sneyd, 1970).

La patologia de la obesidad se centra en varias teorias, una de ellas postula
que el tejido adiposo tiene la capacidad de almacenar grasas hasta cierto limite; sin
embargo, cuando este limite es sobrepasado el exceso de lipidos vy triglicéridos pasa
al plasma lo que provoca niveles elevados en sangre también llamada dislipidemia y

por consiguiente la mayoria de los érganos tienen una gran cantidad de lipidos que
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causa alteraciones metabdlicas, via toxicidad inducida por lipidos o lipotoxicidad, la
cual puede también contribuir a la pérdida de las células B pancreaticas, fenbmeno
que ocurre en la diabetes tipo 2, asi como también generar enfermedad
cardiovascular e higado graso (Kenneth, 2010; van Herpen y Schrauwen, 2008;
Malhi y Gores 2008). Otra teoria propone que la obesidad es un factor de riesgo bien
establecido para desarrollar resistencia a la insulina, el tejido adiposo segrega
cantidades mucho mas elevadas de adipocinas y citocinas proinflamatorias, como
TNF-a, interleucina 6 (IL-6), resistina y visfatina, que hacen que dicho tejido se
vuelva resistente a la accién de la insulina y promueven un estado proinflamatorio
cronico (Pittas et al., 2004).

1.1.1.3.-Dislipidemia

La dislipidemia se define como el aumento de triglicéridos plasmatico, mayor
a 200 mg/dl en ayuno para el humano; el descenso de lipoproteinas de alta densidad
HDL-colesterol; el aumento de la concentracion de la apolipoproteina B (Apo B), que
provoca un aumento de particulas aterogénicas circulantes; un aumento de las
particulas lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas; el aumento de
la sintesis de lipoproteina de muy baja densidad VLDL vy alteracion del catabolismo
(aclaramiento) de las lipoproteinas (Misra y Shrivastava, 2013; Ginsberg et al., 2005;
Yuan etal.,, 2007; Vaziri, 2009). La dislipidemia se encuentra asociada a
padecimientos crénicos degenerativos como diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares y otros componentes del sindrome metabdlico. La dislipidemia
puede ser provocada por el desarrollo de las enfermedades antes mencionadas y
por herencia (Hegele, 2001). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la
resistencia a la insulina en el tejido adiposo visceral y en el higado es la principal
causa de las dislipidemias en el sindrome metabdlico (Kaur, 2014), al encontrarse
inducidas las tres principales fuentes de acidos grasos, la dieta, el tejido adiposo y la
sintesis de novo hepatica. El exceso de volumen abdominal provoca un aumento de
la liberaciébn de acidos grasos libres (AGL) que provienen de los adipocitos
resistentes a la insulina y éstos acidos migran a los principales 6organos

responsables de su oxidacion. En el higado la llegada de AGL se liga, ademas, a la
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presencia de un exceso de energia por alimentacion hipercalérica. Como la
acumulacion de AGL es citotoxica, los hepatocitos los procesan incorporandolos en
lipidos complejos y oxidandolos en mitocondrias y peroxisomas ([3-oxidacion) y en el
reticulo endoplasmatico (w-oxidacion) (Mannaerts et al., 2000; Reddy y Hashimoto,
2001). En ausencia de resistencia hepatica a la insulina, la principal via oxidativa de
acidos grasos, la mitocondrial, estara bloqueada por el malonil-CoA y habra un flujo
elevado de &acidos grasos hacia su incorporacion en ftriglicéridos, ésteres de
colesterol y fosfolipidos. Sin embargo, en el sindrome metabdlico este mecanismo se
ve alterado por la resistencia a la insulina que estimula la sintesis hepatica de TG. La
sobrecarga hepatica de AGL induce una sobreproduccion de particulas VLDL ricas
en TG, lo que explica la hipertrigliceridemia. La hipertrigliceridemia aumenta la
actividad de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP) que
permite el intercambio de lipidos entre lipoproteinas, los TAG de las VLDL hacia las
LDL y HDL en intercambio por ésteres de colesterol de estas dos lipoproteinas. En
este intercambio se forman particulas de HDL y LDL ricas en TAG, que son sustrato
tanto para la lipoproteina lipasa periférica como para la lipasa hepatica que hidroliza
sus TG, originando particulas de LDL pequefas, densas y altamente aterogénicas y
de HDL también pequefias que son aclaradas de la circulacion con mayor facilidad
que sus homodlogas, por lo que aumenta su catabolismo, provocando bajas
concentraciones de colesterol-HDL y de la apo A (ambas antiaterogénicas) (Athyros
et al., 2011).

1.1.1.4.-Hipertension

La hipertension (HTA) se considera un componente mas del sindrome
metabdlico, ya que en todas las definiciones se incluye la HTA como uno de los
criterios de diagndsticos del SM. La hipertensién, también conocida como tension
arterial alta, es un trastorno en el que los vasos sanguineos tienen una tensién
persistentemente alta, lo que puede danarlos. El valor del HTA que se toma debe ser
igual o mayor a 130/85 mmHg, el cual fue seleccionado luego de muchos estudios

de cohortes, asociados a la mayor prevalencia de SM; ademas, aproximadamente el
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50% de los pacientes con SM tienen HTA y el 35% de los pacientes hipertensos
tiene SM (Safar et al., 2013; Pineda, 2008). Su fisiopatologia es multifactorial, pero
se ha demostrado que influyen principalmente en su etiologia la resistencia a la
insulina, la hiperglucemia, la alteracion del metabolismo hepatico y la obesidad.
Estas patologias son las responsables de disfuncion endotelial, el aumento de la
actividad simpatica que produce aumento de las resistencias vasculares y retencion
de sodio por el riidn entre otras (Kaur, 2014). Son varios los mecanismos
propuestos para explicar el HTA en el SM; sin embargo, los de mayor importancia y
que han sido demostrados son los ligados a la hiperglicemia y la hiperinsulinemia,
las cuales activan el sistema renina-angiotensina que incrementan la expresién de
angiotensindgeno, de angiotensina Il y del receptor AT1 que regulan la HTA
(Ferrario, 2006), la hiperinsulinemia también aumenta la reabsorcién de sodio a nivel
renal, provoca desequilibrio en el balance 6xido nitrico/endotelina | en las células del
endotelio vascular provocando disfuncion endotelial y aumento de endotelina tipo |
que produce vasoconstriccion (Hitomi etal., 2007; Leopoldo, 2007), esto forma
resistencia vascular periférica sanguinea. Estos mecanismos se presentan también

en la resistencia a la insulina como en la obesidad.

1.1.1.5.-Higado Graso

Una enfermedad que en las primeras definiciones del SM no se toméd en
cuenta pero que en los ultimos anos ha tomado gran importancia por la gran
prevalencia que se ha descubierto y que se esta asociando al SM es el Higado
Graso no Alcohdlico o también definido como Esteatosis Hepatica (NAFLD, por sus
siglas en inglés, Nonalcoholic Fatty Liver Disease). Aunque fue descrito desde el afio
1958 por Westwater y Fainer (Westwater y Fainer, 1958), no fue hasta 1999 que fue
definida por la OMS, siendo descrita por Marceu (Marceau et al., 1999) como un

componente mas del SM.
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1.1.2.-Prevalencia del sindrome metabdlico

A nivel mundial la prevalencia del SM va a variar dependiendo de los criterios
utilizados y también de factores como género, edad, etnia, pero a nivel mundial se
ubica entre 7 % a 84 % (Shin et al., 2013), siendo mayor en la poblacion de origen
hispano (Ford et al., 2002) mientras que en México se han reportado cifras entre el
13 % al 60 % (Rojas et al., 2010). La prevalencia del sindrome metabdlico aumenta
muy especialmente a medida que aumenta el indice de masa corporal. Los hombres
y mujeres con sobrepeso tienen un riesgo de 6 y 5,5 veces mayor de cumplir los
criterios de SM en comparacion con los individuos con peso normal (Kassi et al.,
2011). Un estudio realizado recientemente en México donde se estudiaron 417
pacientes (170 hombres y 247mujeres) obtuvieron que 105 pacientes padecian DM
+HTA, la frecuencia del SM fue de 80%. Mas del 90% presentaron sobrepeso
obesidad, 80% con HTA descontrolada, 70% obesidad central, 40% tuvieron cifras
de glucosa mayores de 180mg/dL, 30% con hiperlipidemia. La frecuencia del SM de
87 pacientes sin DM e HTA fue de 28.2% y mas del 90% presentaron sobrepeso
(Trujillo etal., 2017). Los componentes del SM en orden descendente fueron
obesidad central, hipertrigliceridemia, colesterol-HDL disminuido, hiperglicemia e
hipertension, por lo anterior una gran proporcion de mexicanos presenta SM, el cual
es considerado como predictor de diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular, dos

de las principales causas de mortalidad en poblacion adulta en México.
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1.2.-El Higado

1.2.1.-Funciones

El higado es el 6rgano mas grande del organismo humano aproximadamente
el 2% del peso corporal total, realiza una gran cantidad de funciones, regula,
distribuye, recicla y almacena nutriente para que otros tejidos los usen, por lo que se
involucra en la mayoria de los procesos metabdlicos del organismo, por citar los mas
importantes como el metabolismo de los carbohidratos, lipidos, proteinas, etc. Otras
funciones importantes son las relacionadas con la vascularidad, el catabolismo de
hormonas, el sistema inmune, la funcidon excretora y secretora de multiples
compuestos entre ellos, los factores de coagulacién, la sintesis de urea, de proteinas
plasmaticas, almacenamiento de vitaminas, metales y la detoxificacion, ya sea de
compuestos resultantes del propio metabolismo celular, como de aquellos ajenos al
organismo con los que entra en contacto a través de los alimentos o el medio

ambiente (Koeppen y Stanton, 2017; Kasper et al., 2015).

1.2.1.1.-Metabolismo de carbohidratos

El higado es el principal responsable de la homeostasia de los carbohidratos,
y de mantener la glucemia regulada, consumiendo, almacenando y produciendo
glucosa (glucogenolisis/génesis). Los azucares ingeridos en la dieta en forma de
polisacaridos (almidén) o como disacaridos (sacarosa, lactosa), se transforman por
medio de enzimas en monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa, ribosa), llegando
al higado por la vena porta, donde los hepatocitos metabolizan cerca de 50% de la
ingesta, para formar glucogeno. Este proceso es mediado por la insulina y permite
almacenar una cantidad limitada de glucégeno (10% del peso del higado) y por la
otra, gracias a su rapida respuesta a estimulos hormonales puede movilizar el
glucdégeno. Por otra parte, cuando se satura el sistema de almacenamiento de
glucidos se forman acidos grasos a partir de la glucosa (lipogénesis). Asi mismo, en
ausencia de glucosa cuando los niveles son muy bajos, el higado es capaz de

transformar los aminoacidos y los lipidos en glucdégeno (glucogenogénesis) y usarlo
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para producir glucosa y regular la glucemia (Newsholme y Start, 1973; Ashmore

et al., 1956; Jungermann y Thurman, 1992).

1.2.1.2.-Metabolismo de lipidos

El higado interviene en el metabolismo de lipidos tanto en funciones
excretoras, de sintesis, degradacion y captacion. Estas caracteristicas permiten que
un organismo pueda tanto almacenar como producir energia y tener siempre
disponible para cuando asi lo requiera. Por medio de la lipolisis en el tejido adiposo
ocurre la degradacion de triglicéridos en glicerol y acidos grasos libres que llegan al
higado y sirven para la sintesis de triglicéridos, que posteriormente pueden ser
excretados en forma de lipoproteinas. Otra funcion es la lipogénesis o sintesis de
acidos grasos a partir de acetil coenzima Ay de triglicéridos a partir de acidos grasos
y glicerolfosfato. Por otra parte, la B-oxidacion de los acidos grasos proporciona a los
hepatocitos el suministro de energia que éstos necesitan para el desarrollo de sus
funciones sintéticas. Cabe mencionar que el higado es el principal 6rgano de
sintesis del colesterol, que se destina a la formacion de la estructura de las

membranas celulares (Frimmer y Ziegler, 1988)

1.2.2.-Fisiologia

La unidad funcional basica es el “lobulillo hepatico”, una estructura cilindrica
de varios milimetros de longitud, que se constituye alrededor de una vena central o
centrolobulillar que desemboca en las venas hepaticas y luego en la vena cava
(Figura 2). Los lobulos estan unidos por un tejido areolar extremamente fino en el
cual se ramifican la vena porta, la arteria hepatica, las venas hepaticas, conductos
linfaticos y nervios, estando todo el conjunto revestido por una tunica fibrosa y una
serosa. El lobulillo se compone en esencia de multiples placas de células llamadas
hepatocitos que se disponen en forma de cordones unicelulares o trabéculas entre
los sinusoides (planos ramificados, ubicados entre las placas hepaticas y hacia la
vena central). Los hepatocitos son células poliédricas con 1 o 2 nucleos esféricos
poliploides y un nucléolo prominente. Presentan el citoplasma acidéfilo con cuerpos
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basdfilos, y son muy ricos en organulos. Ademas, en su citoplasma contienen
inclusiones de glucdégeno y grasa. Aparte de los hepatocitos los sinusoides venosos
estan conformados por otros tipos de células: las células estrelladas, o células de lto,
que tienen el papel de depdsito de grasa y, principalmente de vitamina A, siendo el

principal almacenador de esta vitamina (Sarem et al., 2006).

Figura 2. Componente celular del higado. Se muestran los hepatocitos, sinusoides, células
endoteliales, vena centrolubillar, espacio de Disse y las células de Kupffer (Zaragoza, 2018).

La pared de los conductos biliares esta constituidas por células llamadas
colangiocitos, que participan en la formacion de la bilis y que forman un sistema de
canales por donde circula la bilis hasta llegar al intestino. Las otras células se llaman
de Kupffer, son células macrofagicas, moéviles, ligadas a las células endoteliales,
situados en la pared de los sinusoides, tienen como funcion fagocitar patégenos
extrafios al organismo, pero también eliminan antigenos solubles circulantes,
inmunocomplejos y endotoxina; intervienen en el metabolismo de los esteroides y de
diversos farmacos; pueden sintetizar urea, aclarar colesterol del plasma, secretar

proteasas y factores estimulantes de la leucopoyesis, asi como radicales de oxigeno
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activos y diversos mediadores, como interferén gama y ecosanoides (Koeppen et al.,
2017; Kasper et al., 2015).

1.2.3.-Esteaosis hepatica

La esteatosis hepatica es una patologia clinica caracterizada por un acumulo
de grasa en los hepatocitos, que puede asociarse con procesos necroinflamatorios
con o sin fibrosis, a la esteatosis hepatica se le denomina enfermedad del higado
graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés, Nonalcoholic Fatty Liver
Disease) y es la enfermedad hepatica cronica mas comun (Clark, 2006; Coleman y
Lee, 2004); ademas, es la patologia hepatica asociada al sindrome metabdlico que
con mayor frecuencia se presenta. Descrita desde el afno 1958 por Westwater y
Fainer (Westwater et al., 1958) y propuesta en 1980 por Ludwing y colaboradores
tras encontrar esteatosis hepatica en un grupo de pacientes que no consumieron
alcohol (Ludwig et al., 1980; Foufelle y Ferr 2010; Marceau et al., 1999), pero con
datos bioquimicos e histologicos similares con hepatitis alcohodlica. La NAFLD se
caracteriza histolégicamente como wuna acumulacién de lipidos macro o
microvesicular mayor al 5% del peso total del higado (Paredes et al., 2012; Tiniakos
et al.,, 2010). La NAFLD abarca una amplia gama de alteraciones hepaticas: como
esteatosis hepatica simple, con pocas complicaciones, pero si no es tratada puede
progresar a esteatohepatitis (NASH, por sus siglas en inglés, Nonalcoholic
Steatohepatitis), la cual si no es controlada puede continuar a fibrosis, cirrosis y
hasta cancer (Contos y Sanyal 2002; Matteoni et al., 1999; Paredes et al., 2012).

En la esteatosis simple, se suele observar un leve infiltrado inflamatorio
lobulillar o portal, con depdsito de lipidos en el citoplasma del hepatocito en forma de
vacuolas lipidicas de tipo microvesicular o macrovesicular, pero no hay signos de
dafio hepatocelular ni fibrosis (Figura 3A y 3B). El excesivo acumulo de lipidos en el
higado se debe generalmente a un aporte aumentado de acidos grasos no
esterificados del tejido adiposo periférico, al aumento de la lipogénesis hepatica de
novo en el propio higado, a la disminucion de la oxidacion grasa y a la disminucion

de la secrecion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (Donnelly et al.,
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2005). Esto provocado generalmente por enfermedades como la obesidad, la
resistencia a la insulina, hiperlipidemia y diabetes tipo 2 (Lewis et al., 2002). Los
cuerpos lipidicos son similares a las lipoproteinas en cuanto a composicion y
movimiento, tienen un nucleo formado por lipidos hidrofébicos, principalmente
triglicéridos (Adams y Angulo, 2006; Browning et al., 2004) y colesterol esterificado, y
una monocapa de lipidos polares, fosfolipidos y colesterol libre, a la cual se asocian
una serie de proteinas constitutivas y facultativas. Para conocer el estadio
histologicamente de la NAFLD se han propuesto varios parametros, entre los mas
usados estan el propuesto por Brunt, donde se mide la extension de la esteatosis
por medio de una evaluacion semicuantitativamente, dividiendo al lobulillo en tercios
y diferenciando grado 1 o esteatosis leve cuando el porcentaje de hepatocitos
esteatdsicos oscila entre el 6 y el 32%; grado 2 o esteatosis moderada, del 33 al
66%, y grado 3 o esteatosis intensa cuando ocupa mas del 66% del lobulillo hepatico
(Tiniakos et al., 2010).

Figura 3. Histologia de higado. (A) NAFLD microvesicular, depdsito de lipidos en el
citoplasma del hepatocito en forma de vacuolas lipidicas, (B) NAFLD macrovesicular (C)
NASH se muestran las principales alteraciones histolégicas (Buque et al., 2008).

La NASH es una complicacion necroinflamatoria de una esteatosis hepatica
cronica que se caracteriza por un depdsito de lipidos en el citoplasma del hepatocito
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en forma de vacuolas lipidicas de tipo microvesicular o grandes gotas de grasa
macrovesicular (Haque y Sanyal, 2002; Burt et al., 1998; Ford et al., 2010), que se
desplazan del nucleo hacia la periferia celular (Wei etal., 2008) Se observan
también infiltrados inflamatorios de leucocitos polimorfonucleares y/o neutrdfilos;
ademas cuerpos de Hialina de Mallory, nucleos glucogénados, degeneracion
hepatocitaria balonizante, inflamacion intralobulillar y muerte celular en aumento
(Brunt etal.,, 1999; Diehl etal.,, 1988; Ludwig etal., 1997), (figura 3C). Esta
inflamacion crénica del higado produce fibrosis que va en aumento, principalmente,
en zonas perivenosas y perisinusoidales de la zona 3 del acino hepatico (Contos
etal., 2002), distorsionando la estructura hepatica. Uno de los mecanismos
propuestos para la patogénesis de la esteatohepatitis es la alteracion en la
homeostasis de los acidos grasos, ya que son inductores del citocromo P450 2 E1
(CYP2E1). La expresion del RNA mensajero de CYP2E1 esta invariablemente
incrementada en el higado de pacientes con esteatohepatitis y origina un aumento
en la produccion de radicales libres que inducen la lipoperoxidacion de los lipidos de
membrana del hepatocito y un decremento en la expresién del glutation (Ibdah et al.,
2005; Aguilera, 2018). Esta oxidacion origina la acumulacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y es responsable de la progresién de esteatosis a esteatohepatitis
por medio de tres posibles mecanismos: a) peroxidacién lipidica; b) induccién de
citocinas y/o adipocinas; c¢) induccion de ligandos para la via de sefializacién de Fas
(receptores que activan la cascada de sefializacién de las caspasas en la apoptosis
(Attar y Van Thiel, 2013; Bugianesi, et al., 2005; Buque et al., 2008). En las etapas
finales de NASH la fibrosis puede degenerar en cirrosis y hepatocarcinoma (Figura
3C).

De acuerdo a su origen la NAFLD se divide en: 1) Primaria, esta asociada a
los padecimientos del sindrome metabdlico, como la obesidad, la diabetes tipo 2, la
dislipidemia y la resistencia a la insulina, y se puede considerar a su vez una
manifestacion hepatica del sindrome metabdlico (Medina et al. 2013; Paschos y
Paletas 2009; Souza et al. 2012; Kim y Younossi 2008). 2) Secundaria, incluye una
causa inmediata como la cirugia yeyunoileal de bypass, el efecto de ciertos

medicamentos (glucocorticoides, antiestrégenos), enfermedades metabdlicas
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(lipodistrofia, enfermedad de Weber-Christian) o por otras causas diversas (infeccion
por el VIH, hepatotoxinas). A la esteatosis hepatica se le habia considerado desde
su descripcién como una enfermedad benigna, reversible, asintomatica y con pocas
complicaciones clinicas asociadas (Neuschwander y Caldwell, 2003; Cave et al.,
2007; Solga y Diehl, 2003). Sin embargo, es una condicion obligada para el
desarrollo de la NASH. En un estudio realizado por The NASH Clinical Research
Network (Tiniakos et al., 2010) concluyeron que la esteatosis microvesicular aparece
en aproximadamente el 10 % de las biopsias de pacientes con NASH, conforme
aumenta el grado de esteatosis, se relaciona con la inflamacién lobular, la fibrosis y
se establece la esteatohepatitis (Takahashi y Fukusato, 2014) (Neuschwander et al.,
2003). Debido a su asociacién con el sindrome metabdlico, la NAFLD, se encuentra
frecuentemente en pacientes con obesidad, diabetes, hiperlipidemia, hipertension y
resistencia a la insulina. Por lo anterior, también se considera una enfermedad
multifactorial con una compleja fisiopatologia. Ademas, de que los mecanismos
patogénicos que dan lugar a su aparicion aun no estan totalmente definidos, de
modo que algunos de ellos son hipoétesis (Trauner et al., 2010). Una de las hipotesis
con mayor aceptacion es la relacién entre la acumulacion de lipidos en el higado, la
resistencia a la insulina en el musculo y el tejido adiposo (Puri etal. 2008;
Goldenstein et al. 2013; Utzschneider y Kahn 2006; Bertolani y Marra, 2008). El
deterioro en la sefalizacion de la insulina en el tejido adiposo provoca un aumento
de la lipdlisis, generando asi un flujo de acidos grasos(AG) hacia el higado que
promueven la Rl hepatica, con el consiguiente aumento de la lipogénesis de novo y
acumulacion de triglicéridos(TG) en este (Anderson y Borlak, 2008; Postic y Girard,
2008). Sin embargo, a pesar de la estrecha correlacion entre la acumulacién de TG y
la resistencia a la insulina, no queda claro si la resistencia es responsable de la
excesiva deposicion de grasa en el higado o si el aumento en el contenido de TG es
un requisito previo para la desarrollo de la resistencia a la insulina (Ferre y Foufelle,
2010; Aguilera, 2018) La esteatosis hepatica puede ser el resultado entonces del
desequilibrio entre el aporte y la degradacién de los lipidos. Los lipidos almacenados
en el tejido adiposo blanco (TAB) que fluyen al higado como acidos graso libres
(AGL), los sintetizados en el higado mediante la lipogénesis de novo y los AG
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procedentes de la dieta, son las fuentes lipidicas que, en condiciones fisioldgicas,
forman la grasa hepatica principalmente. Después de la esterificacion, los TG
pueden ser almacenados como gotas lipidicas en los hepatocitos, secretados a la
sangre como particulas VLDL o hidrolizados de nuevo a AG para su oxidacién. Por
consiguiente, la infiltraciéon grasa del higado puede producirse por alguna de las
siguientes causas: el aumento de la cantidad de AGL que alcanzan el higado por la
porta, el incremento de la lipogénesis de novo y la disminucion de la B-oxidacion de
los AG y/o de la secrecion de TG en forma de VLDL (Donnelly et al., 2005).

1.2.3.1.-Teoria del doble impacto

En 1998, Day y colaboradores proponen un mecanismo que explica la
patologia de la esteatosis hepatica, llamada “hipotesis del doble impacto” (Day y
James, 1998). Esta es la mas aceptada entre la comunidad cientifica para explicar la
individualidad en la respuesta y como, segun avanza la enfermedad se potencia la
predisposicion del individuo a complicaciones de la NAFLD (Neuschwander y
Caldwell, 2003; Chitturi y Farrell, 2001)

En el “PRIMER IMPACTO?”, la resistencia a la insulina induce un aumento de
la lipdlisis en el tejido adiposo y crea un mayor flujo de acidos grasos libres hacia el
higado. La sobreoferta de acidos grasos contribuye al incremento de diacilgliceridos,
los cuales activan la proteina kinasa C (PKC), la cual fosforila en residuos de serina
y treonina de varias proteinas intracelulares denominadas sustratos del receptor de
insulina (SRI), del cual el mas estudiado es el substrato del receptor insulinico-1(IRS-
1), que induce la translocacion del transportador de glucosa 4 (GLUT-4) y asi
incrementa la captacion de glucosa, disminuyendo la sefalizacion insulinica
(Ginsberg et al. 2005; Utzschneider y Kahn, 2006). En estado de insulinorresistencia
se incrementa la expresion de las enzimas lipogénicas, via la proteina de unién a
esteroles SREBP, esto provoca un aumento en la reesterificacion y la lipogénesis
hepatica de novo. En el NAFLD, como en otros modelos de RI, el higado se hace

resistente a la acciéon de la hormona, incrementando la gluconeogénesis y la
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glucogendlisis (Bugianesi et al., 2005) mientras que, responde a la hiperinsulinemia
aumentando la transcripcidn de los genes lipogénicos. El aumento en la produccién
de glucosa hepatica acoplada a su menor captacién periférica acentua la
hiperglucemia e incrementa la secrecion de insulina, aumentando todavia mas la
lipogénesis hepatica y, por ende, un aumento en la expresién de los factores
transcripcionales como SREBP-1c, receptor X hepatico (LXR), proteina de union al
elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP), receptores del peroxisoma
proliferante activado (PPAR) (Lopez et al., 2014).

La NAFLD, con sus elevadas concentraciones de acidos grasos libres, es
susceptible de un “SEGUNDO IMPACTO”, en el que mediante estrés oxidativo y
peroxidacién lipidica, a través de un hiperaflujo de electrones a la cadena
respiratoria mitocondrial produciria un aumento de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que seria el causante de las lesiones inflamatorias
tipicas de la NASH. El estrés oxidativo es un desequilibrio entre sustancias oxidantes
y antioxidantes. Los principales oxidantes son el ion superoxido, el perdxido de
hidrégeno y el ion hidroxilo (OH) que provienen de las mitocondrias, microsomas y
peroxisomas y puede considerarse como una causa directa de la disfuncién de las
mitocondrias, puesto que interfieren con la cadena respiratoria y la integridad del
DNA mitocondrial (Garcia y Fernandez, 2006). Reciprocamente, la disfuncion de la
cadena de la fosforilacion oxidativa y del transporte de electrones puede contribuir al
desarrollo de la esteatosis, al inducir la inhibicién de la B-oxidacion (Pessayre, 2007).

El aumento de productos de la lipoperoxidacién (LPO), como el
malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4HNE) (Grieco et al., 2005) dafan las
membranas mitocondriales permeandolas, lo que provoca que la membrana externa
mitocondrial libere al citosol proteinas proapoptéticas, que inducen la muerte de los
hepatocitos y favorecen el desarrollo de la inflamacion y la fibrosis (Wieckowska
et al., 2006). Otras proteinas que se liberan son las citocinas proinflamatorias como
el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a), el factor de crecimiento tumoral beta 1
(TGF-B1), la interleucina IL-6 y IL-8 y los ligandos Fas (Carter et al., 2008). Se

considera que estas citocinas producen dafo hepatico y perpetuan la Rl y una
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mayor produccion de TNF-a. ElI TNF-a y el TGF-B1 activan las cascadas
responsables de la apoptosis (Aguilera, 2018). La interleucina 8 activa los neutréfilos
y TGF-B1 interviene en la formacion de cuerpos de Mallory, la formacién del infiltrado
inflamatorio y la activacion de las células de Kupffer y colageno por parte de las

células estrelladas (Wieckowska et al., 2006)(Figura 4).

Figura 4. Hipétesis del doble impacto. Factores ambientales, asi como la predisposicién genética
pueden ser los causantes de la resistencia a la insulina y dislipidemias, que provocan una
hiperinsulinemia y aumento de la lipolisis, esto a su vez provoca que en el higado tenga un aumento
de la llegada de AGL, provocando NAFLD y a todo este proceso se le denomina primer impacto. Si
esto no es controlado, la siguiente fase es la presencia de disfunciéon mitocondrial, aumento de ROS,
entre los mas importantes el superoxido y el peréxido de hidrogeno, provocando lipoperoxidacién y
aumento de HNE-MDA vy citocinas, produciendo dafio celular y esteatohepatitis, a esta fase se le
denomina segundo impacto.

Los productos derivados del dafio de las membranas celulares también estan
implicados en las lesiones de la NAFLD. Entre otros efectos disminuyen la
exportacion de VLDL, con acumulacion de triglicéridos en el higado, producen
toxicidad directa con aumento de TNF-a, que promueven el flujo de células
inflamatorias al higado. Ademas, disminuyen los antioxidantes naturales tipo
glutation; inducen la formacion de cuerpos de Mallory, activan a las células

estrelladas (células de Ito) y la deposicién de colageno en las sinusoides hepaticos.
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Todo ello induce necrosis hepatocitaria, con inflamacion y fibrosis (Day et al., 1998).
También el estrés oxidativo origina la liberacion de catepsinas lisosomales, la
disfuncion mitocondrial, el estrés del reticulo endoplasmico y la apoptosis celular,
produciendo asi la inflamacioén, siendo muy variable la posibilidad del higado de
recuperarse de éste (Bray et al., 2004; Wang et al., 2006; Ren et al., 2012). Esto
puede resultar en muerte celular necrética, apoptosis y conducir a esteatohepatitis y
posteriormente fibrosis. Lo cual predispone fuertemente a la aparicion de cirrosis y
en muchos casos derivar a hepatocarcinoma (Macfarlane et al., 2011; Ratziu et al.,
2002). Ozcan y colaboradores (Ozcan etal., 2004) observaron que en ratones
alimentados con grasa saturada incrementa el estrés en el reticulo endoplasmico de
los hepatocitos y conduce a la activacion de la cinasa c-Jun (JNK1), la cual es un
factor importante en la inflamacion y altera la sefalizacién de la insulina (Ozcan
etal.,, 2004). En otro estudio demostraron que una alteracion en la respuesta a
proteinas no plegadas participa en el desarrollo de la NAFLD (Puri et al., 2008).
Existe otra hipotesis sobre la etiologia de la NAFLD, la cual relaciona al incremento
en la proliferaciéon y la permeabilidad de la microbiota intestinal. Proponiendo que la
endotoxinemia es un factor que contribuye a la NASH, a través de la cascada del

receptor-4 parecido a Toll (Machado y Cortez, 2012).

1.2.3.2.-Epidemiologia
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La prevalencia estimada varia de acuerdo a la poblacién estudiada y al
meétodo usado para detectarla. El origen étnico juega una funcion importante en su
desarrollo, siendo los hispanos el de mayor riesgo, seguido de blancos y luego
afroamericanos. A pesar de que hacen falta mas estudios epidemioldgicos, la
NAFLD es la enfermedad hepatica mas frecuente y la causa mas comun de
alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepatico en Estados Unidos
(Aguilera, 2018).

La NAFLD afecta tanto a nifios como a adultos, pero es mas prevalente en
pacientes en la cuarta a sexta décadas de la vida, de género masculino, con SM y la
sexta década en mujeres (Ong y Younossi, 2007). Su prevalencia en paises
occidentales se ha estimado entre el 20% y el 30% y en paises asiaticos del 15%, y
de 1.2 a 6.3%, de esteatohepatitis no alcohdlica, pero podria estar subestimada ya
que las aminotransferasas pueden aparecer normales en algunos individuos con la
NAFLD de acuerdo con las estimaciones del National Health and Nutrition
Examination Survey Ill de Estados Unidos (Angulo, 2007; Masuoka y Chalasani,
2013; Tsuneto et al., 2010; Williams et al., 2011). En México la prevalencia no se
conoce con exactitud, pero se puede tener una aproximacion a partir de la
prevalencia de la obesidad y la diabetes tipo 2 (Almeda et al.,, 2009). Un estudio
reciente de Cuevas y colaboradores (Cuevas et al., 2016) basado en la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de 2016, revel6é que casi el 72.5 % de la
poblacion (75.6% de mujeres y 69.4% de los hombres) adultos mayores de 20 afios
de edad es obeso. También, este estudio estima que la esteatosis se encuentra en
alrededor del 25% de la poblacién obesa. Dentro de las poblaciones obesas se ha
comprobado que la prevalencia de la NAFLD aumenta con el indice de masa
corporal, pues la prevalencia se incrementa conforme aumenta el IMC: dos tercios
de los pacientes con IMC igual o mayor de 30 kg/m2 y mas de 90% de los casos con
IMC mayor de 39 kg/m2 padecen esteatosis (Corrado et al., 2014; Bayard et al.,
2006).

También se ha observado que pacientes con NAFLD tienen algun

componente del sindrome metabdlico (El-Kader et al., 2015; Bugianesi, et al., 2005)
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y en el 36% de ellos puede diagnosticarse este sindrome. A su vez, en los sujetos
en quienes se establece el diagnodstico de sindrome metabdlico el higado graso se
ha observado en proporciones variables, desde 30% hasta 74.3% (Bugianesi et al.,
2005; Musso etal.,, 2008; Tsai etal., 2008). En estudios prospectivos se ha
apreciado que el higado graso se presenta entre cuatro y once veces mas en

individuos con sindrome metabdlico (Centis et al., 2010).

1.2.3.3.-Manifestaciones clinicas y diagnodstico

Entre 48-100% de los pacientes con NAFLD incluyendo aquellos con NASH
permanecen asintomaticos, pero algunos pueden referir dolor leve en el cuadrante
superior derecho, astenia y adinamia (Masuoka et al., 2013). La exploracién fisica
puede ser normal o encontrarse datos de hepatopatia crénica o hipertensién portal,
dependiendo del estadio al momento del diagndstico, aunque no siempre es
palpable y es secundaria a la obesidad. Frecuentemente, el paciente con NAFLD es
diagnosticado a partir del hallazgo incidental de anomalias en estudios de laboratorio
o pruebas radioldgicas. Una elevacion de 2 a 4 veces el limite superior normal de los
niveles de ALT y AST, con o sin una relaciéon AST/ALT menor a 1 (Palekar et al.,
2006; Aguilera, 2018). La fosfatasa alcalina se encuentra ligeramente elevada en
30% de los pacientes, mientras que 25% presentan anticuerpos antinucleares
positivos a titulos bajos (menores a 1:320), anti-musculo liso y entre 20 y 50% de
los pacientes presentan niveles de ferritina elevados (Alisi et al., 2009). También
pueden presentar los niveles de albumina, bilirrubina y el tiempo de protrombina
normales a menos que exista cirrosis, pero si es frecuente la hipertrigliceridemia. Los
auto anticuerpos se han observado en el 20% de los pacientes con NAFLD; sin
embargo, su presencia no parece correlacionarse con la aparicion de la NASH y con
su gravedad (Vuppalanchi et al., 2012). Definir claramente entre esteatosis simple y
esteatohepatitis dentro de la NAFLD todavia es complicado a pesar de las nuevas
tecnologias de diagnéstico. La importancia para diagnosticar NASH es crucial,
debido a que estos pacientes estan en riesgo alto de progresar a fibrosis y en
estados avanzados a cirrosis (Vuppalanchi et al.,, 2012; Kleiner y Brunt, 2012;
Paredes et al.,, 2012). La biopsia de higado es la prueba mas usada y de mayor
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confiabilidad para el diagnéstico de la NASH (Tuyama y Chang, 2012), pero tiene el
problema de ser muy invasivo o que muchas veces genera complicaciones para el

paciente, ademas de tener un elevado costo (Janes y Lindor, 1993; Aguilera, 2018).

1.2.3.4.-Tratamiento farmacolégico

La NAFLD es una enfermedad multifactorial, donde interviene una compleja
interaccion genética, nutricional, ambiental y de estilo de vida, todos los cuales
combinados forman el fenotipo de NAFLD. La NAFLD es un componente mas del
SM (C. Kim et al., 2008; Medina et al., 2013), la mayoria de los esfuerzos clinicos se
enfocan a tratar las comorbilidades, ya que actualmente no existe un tratamiento
efectivo para la NAFLD y ninguna de sus complicaciones (Conlon etal.,, 2013;
Paredes et al., 2012; Tuyama et al., 2012; Younossi et al., 2014). El primer énfasis
en el manejo del SM es modificar los factores de riesgo (FR) modificables como son
la obesidad, la inactividad fisica y la dieta aterogénica, a través de cambios de estilo
de vida. Con un efectivo cambio de estilo de vida es posible reducir todos los FR
metabdlicos. Aunque, si el riesgo es lo suficientemente alto habra que considerar
incorporar algun tratamiento farmacolégico. Muchos estudios que evaluaron los
efectos de la dieta y el ejercicio en el tratamiento de la NAFLD, en sujetos con NASH
demostraron que perder peso del 3% al 7% esta asociado con un decremento en la
NAFLD (Attar etal., 2013; Aguilera, 2018). Sin embargo, el cambio en la
alimentacion y el habito del ejercicio que a veces dependen de la edad, no siempre
son permanentes por lo que muchos pacientes requieren la farmacoterapia o la
cirugia. Por lo tanto, las investigaciones actuales estan enfocadas en mejorar la
esteatohepatitis de forma farmacoldgica, debido a las complicaciones que pueden
tener los pacientes si no es tratada a tiempo y progresar a fibrosis, cirrosis y
hepatocarcinoma (Attar et al., 2013; Masuoka et al., 2013; Nseir et al., 2012). Los
agentes farmacolégicos que inducen pérdida de peso han sido investigados como
opciones potenciales de tratamiento (Corrado et al., 2014). El Orlistat (Zelber et al.,
2006), un inhibidor de la lipasa entérica y la sibutramina (Sabuncu et al., 2003), un
inhibidor de recambio de serotonina y norepinefrina, demostraron potencial

produciendo una disminucion en los niveles de transaminasas y una mejora en la
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esteatosis. Sin embargo, en el estudio de Harrison et al (Harrison et al., 2009) el
Orlistat no mejord ni el peso ni la histologia hepatica (Aguilera, 2018).

Otros estudios utilizando tiazolidinedionas, agonistas de los PPAR, se
observoé una reduccion en la NAFLD (Cernea etal., 2017) pero no disminuyen
consistentemente la fibrosis (Sanyal et al., 2010; Ratziu et al., 2008; Boettcher et al.,
2012). El uso de acidos grasos poliinsaturados como los omega-3 (activan a los
PPARs y a la cinasa AMPK), demostraron ser benéficos en estudios clinicos
reduciendo la NAFLD y mejorando la NASH (Spadaro et al., 2008; Higuchi et al.,
2008). Los acidos grasos omega 3, usados como terapia de segunda linea para el
tratamiento de la hipertrigliceridemia, han sido investigados para tratar NAFLD en
animales y en humanos. Sin embargo, todavia no son recomendados para el
tratamiento especifico de NAFLD o NASH, pero podrian ser considerados como
primera linea de tratamiento de la hipertrigliceridemia (Di Minno et al., 2012). El uso
de biguanidas como la metformina en el tratamiento de la NAFLD no ha producido
resultados fiables y consistentes. Un estudio reciente concluyé que no mejora las
aminotransferasas o la histologia de higado (Sanyal et al., 2010; Masuoka et al.,
2013). Los agentes hipolipemiantes (estatinas, fenofibratos y ezetimiba), han sido
usados comunmente para tratar las dislipidemias por lo que, en una revision de Nseir
y colegas de los ultimos 32 afios encontraron que, son seguros en pacientes con la
NAFLD y pueden mejorarla (Nseir et al., 2012). Los efectos del estrés oxidativo
asociadas a las citocinas proinflamatorias, son consideradas como desencadenantes
de la esteatohepatitis (Conlon etal., 2013; Ren etal., 2012; Wang et al., 2006;
Buque et al., 2008). La vitamina E(a-tocoferol) ha sido muy usado en pacientes con
NASH con buenos resultados. En una investigacion donde 49 individuos fueron
tratados diariamente con 1000 IU de Vitamina E y 1000 mg de vitamina C, se
observaron mejorias en la fibrosis (Harrison et al., 2003). La betaina (metabolito de
la colina) es un antioxidante, que incrementa los niveles de la s-adenosil metionina
(SAM) y disminuye el estrés oxidativo. Los niveles elevados de SAM en estudios con
animales sugieren una mejora de la esteatosis (Kim et al., 2008). El estrés oxidativo
provocado por el crecimiento de bacterias gastrointestinales ha sido propuesto como
un factor que contribuye al desarrollo de NAFLD (Machado etal., 2012). Por lo
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anterior, han sido investigados los probidticos que en un estudio donde probidticos
fueron administrados a ratones con NAFLD mejoraron la histologia del higado y
disminuyeron las aminotransferasas (Ford et al., 2010). Sin embargo, a pesar de la
gran variedad de medicamentos hasta el momento no existe una monoterapia

efectiva al cien por ciento para el tratamiento de la NAFLD (Aguilera, 2018).
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1.3.-Fructosa

Los carbohidratos son uno de los tres macronutrientes basicos necesarios
para mantener la vida (los otros dos son las proteinas y las grasas). Las frutas, los
vegetales, los alimentos de grano y muchos productos lacteos contienen
naturalmente carbohidratos en distintas cantidades, también se les denomina
técnicamente azucares a los glucidos que generalmente tienen sabor dulce, como
son los diferentes monosacaridos, disacaridos y polisacaridos. Los endulzantes mas
utilizados en la actualidad son: sacarosa, fructosa (Figura 5) y glucosa. En los
ultimos afnos, se ha observado un incremento notable en el uso de estos por la
industrializacion de los alimentos y mas en particular de la fructosa, como sustancia
edulcorante en muchos alimentos procesados de nuestra dieta diaria, provocando un
aumento en la ingesta de calorias provenientes de este azucar. Este fenomeno se
ha relacionado con un incremento en la aparicion de enfermedades como obesidad,
dislipemia, higado graso y DM 2, entre otras (Gross et al., 2004; Welsh et al., 2010).
Ademas, la fructosa es un componente del disacarido sacarosa (conocido
comunmente como azucar de mesa) que proviene principalmente de la cafia de
azucar y la remolacha, en el cual una molécula de fructosa se encuentra unida a una

molécula de glucosa.

Figura 5. Formula de la fructosa. La fructosa, también conocida como levulosa, es un monosacarido
con forma empirica C6H1206 que se encuentra de forma natural en la miel y en la fruta (Tom
Manzano, 2018).

La fructosa, al igual que la glucosa y la sacarosa, contiene un poder caldérico
de 4 kcal por gramo. Sin embargo, la fructosa destaca por su elevado poder

edulcorante. Estudios comparativos, en los cuales el poder edulcorante de la
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sacarosa se establecido en 100, se pudo determinar que la fructosa presentaba un
poder edulcorante de 173, mientras que la glucosa solo de 74 (Bray et al., 2004). A
principios de la década de los 70, cuando se empezo6 a introducir en la industria
alimentaria un nuevo edulcorante conocido como jarabe de maiz enriquecido con
fructosa (High Fructose Corn Syrup, HFCS por sus siglas en inglés), provocé a partir
de entonces la presencia de fructosa en productos tales como cereales, postres,
zumos, bebidas carbonatadas y jugos. EI HFCS se elabora a partir de almidon de
maiz, el cual es hidrolizado enzimaticamente hasta obtener moléculas de glucosa
libre que, posteriormente, son convertidas a moléculas de fructosa mediante la
accién del enzima glucosa isomerasa. El jarabe de fructosa, esta constituido por
45% de glucosa y 55 % de fructosa, mientras la glucosa puede ser metabolizada por
cualquier 6rgano, la fructosa solo es metabolizada por el higado (Hein et al., 2005)
En la actualidad, el HFCS ha reemplazado a la sacarosa en muchos alimentos y
bebidas debido a su gran poder edulcorante, bajo costo, propiedades funcionales y
estabilidad (Tappy y Le, 2010; Johnson et al., 2009).

1.3.1.-Metabolismo de la fructosa

La fructosa libre consumida como tal o presente en los alimentos, no requiere
de transformacion quimica para ser absorbida. La fructosa ingresa en la ultima parte
del duodeno y en el yeyuno del intestino delgado (Schorin, 2005). Se absorbe al
interior del enterocito por difusion facilitada a través de una proteina transportadora
denominada GLUT 5, en un proceso no dependiente de sodio (Bray et al., 2004;
Douard y Ferraris, 2008). Dentro del interior del enterocito, la fructosa pasa a nivel
portal mediante el transportador GLUT 2, localizado en la membrana basolateral del
enterocito (Tappy et al., 2010). Por medio de la via portal, la fructosa llega al higado
y después al resto de células de los tejidos. EI metabolismo de este azucar se da
principalmente en el higado, érgano que metaboliza entre el 60-75% de la fructosa
ingerida (Johnson et al., 2009; Alvarez et al., 2012). La fructosa se absorbe mas
despacio que la glucosa, aunque es captada y metabolizada de manera mas rapida
por el higado, ademas de que no depende de la insulina para ser introducida a las
células. En el higado, se encuentra presente una fosfotransferasa altamente
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especifica para la fructosa, la fructoquinasa (FK) (cetohexocinasa) (Johnson et al.,
2009; Nelson et al.,, 2004), que fosforila la fructosa para producir la fructosa 1-
fosfato. Debido a la baja Km y a la elevada Vmax que posee la FK, el metabolismo
de la fructosa en el higado es mas rapido. La fructosa 1-fosfato se rompe por la
accion de la aldolasa B y se convierte en gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato

(DHAP), metabolitos intermediarios de la glicolisis (Figura 6).

FRUCTOS5A GLUCOSA sy Metabolismo
o Glucoquinasa axtrahepatico
Metabolismo &**
extrahepatico GIUCOSA 6P ey GlUCGgEND
Fuctoquinasa
Fructosa 1P Fructosa 6P
l Fosfofructoquinasa: etapa altamente requlada
Aldolasa B Fructosa 1,6 bis-P
DHAP _+ Gliceraldehido = Gliceraldehido 3P _+  DHAP
l Gluconeogénesi
) génesis
Piruvato g Lactato
l \ Metabolismo
Glicerol 3P Acidos grasos 4= Acotil-CoA extrahepatico
{ J l Giclo de Krebs
1
Triglicéridos C0,+ H,0

Figura 6. Metabolismo de la fructosa. La fructosa es transportada al higado, donde es
fosforilada por la enzima fructoquinasa a fructosa 1 fosfato, que se convierte en
gliceraldehido 3 fosfato o dihidroxiacetona fosfato. Estas triosas fosfato podran entrar en la
via glicolitica hasta formar piruvato y oxidarse posteriormente a Acetil CoA, la cual
proporciona carbonos para la sintesis de acidos grasos, triglicéridos y colesterol (Liliana
et al., 2017).

En el higado, la fructosa tiene dos destinos: Ambos productos se transforman
por vias distintas en gliceraldehido 3-fosfato que puede seguir distintas vias: la ruta
de la glucdlisis transformandose en glucosa y ser almacenada como glicégeno o
consumido por los hepatocitos como energia o dando lugar como productos finales
al piruvato, lactato y acetilCoA, que pasa a citrato y libera ATP y CO2, tomando en
cuenta que el ATP como el citrato ejercen regulacion negativa sobre la
fosfofructoquinasa (FFK), controlando la glucdlisis. La otra via parte del principio que

la FK no posee mecanismos regulatorios, por lo que el gliceraldehido 3-fosfato
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puede ser convertido en piruvato, provocando una gran acumulacion de las triosas
que sigue la via de la sintesis de acilglicerol y acetilcoA, la cual dependiendo del
estado energético puede ser oxidada para obtener energia o almacenar la energia
formando acidos grasos, fosfolipidos y triglicéridos mediante lipogénesis de novo
(Elliott et al., 2002; Havel, 2005; Schaefer, Gleason, y Dansinger, 2009). Esta ultima
via se ha demostrado que es la que mas se lleva a cabo en el higado, el acetil CoA
proporciona carbonos para la sintesis acidos grasos de cadena larga, que
posteriormente son esterificados para formar triglicéridos (Havel, 2005; Elliott et al.,
2002).

1.3.2.-Uso de la fructosa en modelos animales para producir NAFLD

El consumo de grandes cantidades de fructosa estimulan las vias glicoliticas y
lipogénicas en la célula del higado y se ha demostrado que tanto en humanos como
en animales las dietas altas en energia a partir de fructosa o sacarosa inducen a la
hiperlipidemia, enfermedades cardiovasculares, la Rl y la NAFLD, todos estos
componentes del SM (Basciano et al., 2005; Bray et al., 2004; Elliott et al., 2002;
Dekker et al., 2010). Estos efectos no se han observado con la administracion de
otros carbohidratos simples como la glucosa (Tappy et al., 2010). Por otra parte, la
fructosa al no estimular la secrecién de insulina en la célula beta pancreatica,
provoca niveles menores de insulina, leptina y menor supresion de grelina, estas
hormonas estan relacionadas con la regulacién de la saciedad lo que provoca que el
consumo de fructosa en grandes cantidades tenga efecto en el aumento del apetito y
no una inhibicion, como si lo realiza la glucosa (Melanson et al., 2007; Lustig, 2010;
Lustig, 2013; Teff etal., 2004). También se ha demostrado que el consumo de
fructosa en modelos animales provoca NAFLD por lo que el uso de este modelo es
actualmente usado para comprender los procesos fisiopatoldgicos asociados a la
NAFLD, asi como sus caracteristicas histologicas y ensayar nuevas terapias (Ayala
et al., 2008; Postic et al., 2007).

Se demostrado que la lipogénesis hepatica provocada por el consumo de

fructosa provoca incremento de la concentracion citoplasmatica de malonil-CoA, que
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inhibe la entrada de acidos grasos a la mitocondria y por consiguiente su oxidacion,
por lo que el incremento de los lipidos hepaticos produce la disponibilidad de acidos
grasos enddgenos (Stanhope et al., 2009; Dekker et al., 2010), esto seria provocado
por la disminucion de la actividad de las lipasas citosdlicas en el higado y tejido
adiposo (Rodrigues et al., 2016), aumentando a un mas la NAFLD. Asimismo, en
ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa durante 8 semanas se observaron
una reduccion en la expresidon de PPAR-a y de las enzimas lipo-oxidativas; en
contraste a un aumento en la expresion de SREBP-1c y de las enzimas lipogénicas
(Dekker et al., 2010; Nagai et al., 2009). Histopatolégicamente la fructosa produjo
aumento en el volumen de las gotas de lipidos en hepatocitos y en niveles séricos
de triacilglicerol. Estudios realizados en ratas desarrollaron facilmente NAFLD
macro y microvesicular hepatica con aumento en los triglicéridos, ALT, adiponectina,
TNF-a, glucosa y obesidad (Fakhoury et al., 2015; Ross et al., 2009; Ackerman et al.,
2005; Neuschwander, 2013).

Por otra parte, las dosis mas apropiadas de fructosa van a depender del
modelo experimental en el que se realiza y de la cepa a usar. Estudios realizados
sugieren que la concentracion de fructosa debe ser del 10% al 50% para obtener
resultados positivos en la modificacion metabdlica (Thorburn etal., 1989). Sin
embargo, cada laboratorio debera ensayar su propia dieta, esto porque se ha
observado que concentraciones altas disminuyen la patabilidad de la fructosa, tanto

en dietas solidas como liquidas de animales en tratamiento.
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1.4.-Biotecnologia alimentaria y nutracéuticos

Una de las ramas que mas ha evolucionado y modificado en la obtencién de
bienes bidticos es la Biotecnologia que segun el Protocolo de Cartagena sobre
Seguridad de la Biotecnologia del Convenio sobre la Diversidad Biolégica define la
biotecnologia moderna como: “La tecnologia genética recombinante, que permite
que plantas, animales y microorganismos sean genéticamente modificados con
caracteristicas novedosas mas alla de lo que es posible mediante las técnicas de
reproduccion y seleccion tradicionales” (Sendashonga et al., 2005). La aplicacion de
la biotecnologia moderna a la produccién de alimentos ha sido clave en el desarrollo
y crecimiento de la poblacion del ser humano y las sociedades modernas, gracias a
los descubrimientos obtenidos tanto en la produccion, reproduccion, como la
conservacion de alimentos y el esfuerzo que conlleva ha favorecido la aplicacion de

técnicas novedosas para mayores usos de la biotecnologia alimentaria.

Una de las investigaciones que recientemente presenta nuevas oportunidades
y desafios es el tratamiento de la salud a partir de la alimentaciéon. En los ultimos
afos se ha demostrado que varios nutrimentos de la dieta actuan regulando diversas
funciones biolégicas y pueden servir para el tratamiento de enfermedades.
Actualmente se les denomina nutracéuticos y son objeto de varios estudios. La
introduccion formal del término nutracéutico fue planteada por Stephen De Felice en
1989 (Kalra, 2003) y consta simplemente de la fusion de dos elementos basicos: un
componente nutricional y otro farmacéutico. Los nutracéuticos son compuestos cuyo
consumo ha sido asociado con la prevencién y el tratamiento de enfermedades.
Como ejemplos de este tipo de compuestos estan la fibra dietética insoluble y
soluble, calcio, acido fdlico, fitoesteroles, proteina de soya, sorbitol, las vitaminas,
etcétera. En algunos casos los compuestos son utilizados como aditivos de
alimentos y son, por lo tanto, agregados en productos que inicialmente no los
contenian. Actualmente existen varias clasificaciones dependiendo de su
funcionalidad, origen y beneficios que proporcionan, entre las mas importantes

tenemos tres grupos (Rojas et al., 2015):
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e Nutrientes: azucares y grasas
e Compuestos quimicos: fibras, antioxidantes, carotenos, acidos grasos Omega 3

¢ Probidticos: microorganismos benéficos (lacteos).

Los principales criterios que se deben tomar en cuenta para considerar un alimento
sea considerado nutracéutico son (Rojas et al., 2015):
* Productos de origen natural.
= Aislados y purificados por métodos no desnaturalizantes.
= Beneficia una o mas funciones fisioldgicas, en la accidén preventiva y/o curativa.
=  Aportar estabilidad temporal.
= Estudios reproducibles de sus propiedades bioactivas en animales de

experimentacion y en humanos.

Actualmente existen una gran cantidad de alimentos nutracéuticos y se siguen
descubriendo mas sobre todo aquellos usados en las enfermedades crénico
degenerativas, esto debido a que han demostrado que pueden ser mas seguros de
usar por su origen natural y que ademas presentan propiedades farmacoldgicas que
mejoran su asimilacion en el organismo (Nasri et al., 2014). Los componentes del
SM y mas en particular la NAFLD son un problema de salud publica en México y a
nivel mundial, por la elevada incidencia y prevalencia de éstas enfermedades lo que
hace necesario el estudio sobre nutracéuticos que puedan ser utilizados para su
prevencion o tratamiento. Tomando en cuenta que hasta el momento no existe una
monoterapia que pueda controlar la esteatosis hepatica simple y aun menos la
esteatohepatitis, es necesario el uso de coadyuvantes de origen natural como se ha
descubierto recientemente, las vitaminas a dosis farmacolégicas han demostrado

propiedades importantes para el tratamiento de estas enfermedades.
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1.5.-Vitaminas en el tratamiento de enfermedades

Las vitaminas son sustancias indispensables en la alimentacion ya que
intervienen en numerosas reacciones bioquimicas que acontecen en el organismo
(Hopkins, 1912). Aunque estas sustancias no proporcionan energia al organismo,
intervienen en reacciones que permiten la liberacion de la energia quimica de los
hidratos de carbono, los lipidos y las proteinas y son indispensables en la sintesis de
aminoacidos, acidos grasos, acidos nucleicos, neurotransmisores, hormonas y
numerosas sustancias indispensables para mantener la homeostasis del organismo
(Voss, 1956). En los alimentos se encuentran en cantidades muy pequefias, que van
de unos cuantos microgramos hasta 200 mg por kilogramo, lo que representa desde
1/10,000 hasta 1/100,000,000 de la dieta. Sin embargo, su ausencia se acompana
de enfermedades con cuadros clinicos que pueden ser de leves a graves (Dwyer
et al., 2018).

El estudio de la funcién y los mecanismos moleculares de las vitaminas, ha
permitido el desarrollo de analogos de las vitaminas que actualmente son usados
como medicamentos para el tratamiento de diversas enfermedades (Bodor y
Offermanns, 2008; Cheung et al., 2012; Hinds et al., 1997), por ejemplo, derivados
del acido retinoico son usados en diversas afecciones como el cancer, trastornos
hematoldgicos, dermatoldgicos, dislipidemias, diabetes tipo 2 y tipo 1 y ultimamente
para el tratamiento del sindrome metabdlico (Hinds et al., 1997; Rhee y Plutzky,
2012). La vitamina hidrosoluble niacina, es usada desde 1955 en el tratamiento de
dislipidemias (Bodor et al., 2008), existiendo en la actualidad amplios conocimientos
sobre sus mecanismos de accion, lo que ha permitido el desarrollo de farmacos y
estudios para el tratamiento de aterosclerosis y la funcién vascular (Lee et al., 2009).
Otro ejemplo es la vitamina D, estudios revelaron que las mujeres con deficiencia de
vitamina D tuvieron mas frecuentemente hiperglucemia, hipertensiéon, aumento de la
circunferencia de la cintura e hipertrigliceridemia (Cheung et al., 2012; Gonzalez
etal.,, 2014), por lo que existen estudios clinicos utilizandola como agente
terapéutico en el tratamiento de estas enfermedades y recientemente en el

tratamiento de la esteatosis simple y la esteatohepatitis (Corrado et al., 2014).
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1.5.1.-Biotina

La biotina (vitamina B7 o H), es una vitamina hidrosoluble perteneciente al
complejo B, es estable al calor, soluble en agua, alcohol y susceptible a la oxidacion,
interviene en el metabolismo de los hidratos de carbono, grasas, aminoacidos y
purinas (Figura 7). Recientemente se ha descubierto que es un regulador clave de la

expresion de genes (Fernandez y Lazo de la Vega, 2011; Alban et al., 2000).
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Figura 7. Formula de la biotina. La biotina tiene una estructura conformada de un acido carboxilico
(acido valérico) del heterociclo de la condensacion de los anillos de imidazol y de tiofeno
hidrogenados (anillo de tetrahidrotiofeno)(Badui, 2006).

Puede existir en ocho isbmeros diferentes, debido a que tiene tres atomos de
carbono quirales pero sélo el D, que se encuentra en la naturaleza, tiene actividad
bioldgica (Streit y Entcheva, 2003). Tiene una masa molecular de 244.31 g/mol y al
cristalizar es ortorrombica e incolora, su punto de fusién es de 232° C. El compuesto
puro es estable en soluciones moderadamente acidas, neutras y en soluciones
moderadamente alcalinas. Tiene poca solubilidad en agua (22 mg en 100 ml de
agua a temperatura ambiente) y alcohol, es insoluble en algunos solventes

organicos como el cloroformo y es susceptible a la oxidacion (Streit et al., 2003).

Su historia comienza aproximadamente 1901 cuando se descubrid como un
factor de crecimiento requerido por levaduras a los cual se nombré “bios” (Wildiers,
1901), posteriormente en 1916, Bateman observé un cambio en la salud de las ratas
que eran alimentadas con clara de huevo cruda, caracterizado por descamacion,

dermatitis intensa, alopecia (pérdida del pelo) y trastornos neuromusculares (Ellery,
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1921) En esa misma década se encontr6 en la clara cruda del huevo una
glicoproteina llamada avidina que tenia la caracteristica de unirse de manera
irreversible con la biotina y este complejo tiene la particularidad de no poder ser
absorbido por el tracto gastrointestinal de los mamiferos. Por lo cual Bateman habia
observado, por primera vez en un medio controlado, un déficit grave de biotina y sus
consecuencias. No fue sino hasta 1936 que dos investigadores, Kogl y Tonnis,
aislaron la biotina de la yema de huevo (Kogl y Tonnis, 1932).

Se le encuentra en tres formas quimicas: como vitamina libre, como
coenzima; esta ultima, unida al grupo €-amino de una lisina que recibe el nombre de
biocitina y como péptidos biotinilados (Vilches y Fernandez, 2005; Wolf et al., 1985).
Estas formas se encuentran en una amplia variedad de alimentos: son estables al
calor, solubles en el agua y el alcohol y susceptibles a la oxidacién. Los mamiferos
no sintetizan la biotina, por lo que requieren consumirla en la dieta o también por la
accion de bacterias de la flora intestinal, ademas que se encuentra una extensa
variedad de alimentos entre ellos por mencionar algunos, las visceras, la yema de
huevo, el pescado, los guisantes secos, las setas, |la levadura de cerveza y los frutos
secos principalmente en rifidn, higado, algunas verduras (coliflor, patata) y frutas,
(platano, uva, sandia, aguacate y fresas), cacahuete, levadura, leche, almendras,
nueces, pollo y en la jalea real, etc. EI Consejo de Alimentacién y Nutricion
estadounidense en 1998 establecié un nivel de ingesta adecuada que deberia

satisfacer las necesidades dietéticas (Yates et al., 1998)(Figura 8).

Figura 8. Ingesta diaria recomendada. Dependiendo de la edad la ingesta va a variar, la biotina se
expresa en microgramos por dia (ug/dia) (Yates et al., 1998).

45



1.5.2.-Funcion de la biotina

La biotina que se encuentra unida a péptidos debe ser hidrolizada para su
absorcion, rompiendo el enlace semipeptidico por la accion de la biotinidasa
pancreatica (Hymes y Wolf, 1996; Vilches et al., 2005). La biotina libre se absorbe
por los enterocitos de la porcion distal del duodeno y la proximal del yeyuno. A pH
fisiologico, el grupo carboxilo de la biotina se encuentra cargado negativamente, por
lo que la biotina requiere de un transportador para cruzar las membranas
plasmaticas de las células llamado transportador multiple de vitaminas dependientes
de sodio (SMVT, por sus siglas en inglés Sodium dependent Multivitamin
Transporter), que reconoce principalmente la porcidén del acido valérico de la biotina
(Said, 2012). EI SMVT es una proteina transmembranal que funciona como
importador electroneutro, introduciendo a la biotina y al acido pantoténico junto con
el sodio, a favor de un gradiente de concentraciéon (Cohen y Thomas, 1982;
Chatterjee et al., 1999; Mock, 2013). Una vez en el intestino, la biotina pasa a la
corriente sanguinea, en el cual se puede encontrar libre en un 81%, unida a
proteinas de manera covalente en un 12% o reversible en 7% (Mock y Malik, 1992;
Vilches et al., 2005). La biotina es absorbida la mayor parte por el higado en el
citoplasma y en las mitocondrias. Una gran cantidad de biotina es enddgena
producida por la reutilizacion en el denominado ciclo de la biotina. La funcion mas
conocida es la de participar como grupo prostético de las carboxilasas, por medio de
la unién covalente entre la biotina y las carboxilasas. En mamiferos existen cinco
carboxilasas (Dakshinamurti et al., 1994; Knowles, 1989; Fernandez y Lazo de la
Vega, 2011).

PIRUVATO CARBOXILASA (PC), convierte piruvato a oxalacetato, siendo critica en
la gluconeogénesis y en las reacciones anaplerdticas del ciclo de los acidos

tricarboxilicos:

O
I PC I
HBC— C—COOH =— HOOC—HQC— C—COOH
Acido pirtivico Acido oxalacético
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PROPIONIL-COA CARBOXILASA (PCC), cataliza los pasos esenciales en el

metabolismo de aminoacidos, colesterol y acidos grasos de cadena impar:

B-METILCROTONIL-COA CARBOXILASA (MCC), participa en el metabolismo de

la leucina:

ACETIL-COA CARBOXILASA (ACC), de la cual hay dos formas genéticamente
distintas, la ACC1 que se localiza en el citosol y cataliza la unién de bicarbonato a
acetil-CoA generando malonil-CoA para la sintesis de acidos grasos y la ACC2 que
se encuentra en la mitocondria y participa en la regulacién de la oxidacién de los

acidos grasos:

Estas enzimas catalizan la incorporacion de bicarbonato, en forma de un

grupo carboxilo, a sus respectivos sustratos.
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1.5.3.-Ciclo de la biotina

Se conoce como "ciclo de la biotina" a su reutilizacién mediante la liberacion
de la biotina de carboxilasa después de la degradacion proteolitica. Las carboxilasas
son sintetizadas como apocarboxilasas, sin actividad enzimatica, en el citoplasma. Al
unirseles la biotina covalentemente al grupo e-amino de la lisina por accién de la
holocarboxilasa sintetasa, se forma la proteina activa u holoenzima en una reaccion
de dos etapas dependiente de trifosfato de adenosina (ATP), generando
monofosfato de biotinil-5"-adenosina como intermedio. En la segunda etapa, el grupo
biotinilo se transfiere a apoenzimas carboxilasa formando un enlace semipeptidico
con lisina, localizado dentro de la secuencia Ala-Met-Lys-Met, altamente conservada
en las apocarboxilasas (Fernandez y Lazo de la Vega, 2011). Posteriormente, la
biotina puede ser reciclada e integrarse como grupo prostético a nuevas
carboxilasas sintetizadas, o bien puede catabolizarse formando otros productos
derivados y excretarse, a partir de holocarboxilasas degradadas proteoliticamente
por la biotinidasa en el intestino, que escinde la biotina de la biotinil-lisina (biocitina)
0 pequefos péptidos que contienen biotina (Vilches et al., 2005). La biotina se
excreta principalmente a través de la orina. Aproximadamente el 95% de la biotina
de una dosis de 5mg/Kg es excretada en la orina de 24 hr. Sin embargo, la mayoria
de la biotina fecal es de origen microbiano, ya que las bacterias del intestino
producen biotina y ésta también puede ser absorbida por el organismo (Aguilera y
Fernandez, 2012).

1.5.4.-Biotina en el metabolismo de lipidos

La mayor implicacién de que la biotina regula el metabolismo de lipidos se
establece con la participacién como coenzima de la carboxilasa ACC1 y ACC2, la
enzima mas importante en la regulacién del metabolismo de los acidos grasos. La
ACC1 cataliza el primer eslabon (etapa limitante) en la sintesis de los acidos grasos.
Limita el aporte de malonil~CoA, la molécula que dona la unidad de dos atomos de

carbono a la cadena de acido graso en crecimiento. La ACC2 localizada en la
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membrana mitocondrial, regula a la baja la B-oxidacién de acidos grasos en la
mitocondria al inhibir la CPT1. La actividad de acetilCoA carboxilasa, esta
determinada por el estado energético del organismo que se controla de manera
conjunta y coordinada por tres sefales: insulina (estimulando la sintesis), glucagén
(induciendo la B-oxidacion) y la adrenalina (favoreciendo la lipogénesis). Otras
moléculas también tienen efectos significativos sobre el balance “lipogénesis vs
lipdlisis™. Asi, el citrato incrementa la actividad de la carboxilasa; el palmitil-CoA y el
AMP, inhiben la actividad carboxilasa (Dakshinamurti y Cheah, 1968; Saggerson,
2008; Suchy y Wolf, 1986)(Figura 9).

Figura 9. Regulaciéon del metabolismo lipidico. La ACC1 cataliza la conversién de acetil-CoA a
malonil-CoA usando bicarbonato, Biotina y ATP; el malonil-CoA generado via ACC1 es un sustrato
limitante para la sintesis de acidos grasos en el citosol, y el malonil-CoA generado via ACC2 inhibe la
CPT1, una enzima de la membrana mitocondrial externa importante en la oxidacion de acidos grasos.
La ACC1 se encuentra en todos los tejidos y es particularmente activa en tejidos lipogenicos (es decir,
higado, tejido adiposo blanco, y gandulas mamarias), el corazén, e islotes pancreaticos. La ACC2 es
especialmente abundante en el musculo esquelético y corazén (Saggerson, 2008).
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1.5.5.-Efecto de la biotina en la expresion de genes

Recientemente se ha demostrado e investigado que, ademas de su funcién
como grupo prostético y como sustrato, la biotina a concentraciones farmacolégicas
es capaz de modificar la expresion de (Vilches et al., 2005; Wiedmann et al., 2004;
Zempleni, 2005), mediante la regulacién de la abundancia de RNA mensajeros de
varias proteinas como: interleucina 2, receptor de interleucina 2 (Rodriguez et al.,
2003), de factores transcripcionales (NF-kB, N-myc, c-myb, N-ras y raf) (Scheerger y
Zempleni, 2003), de la ATPasa-3 del reticulo sarco/endoplasmico dependiente de
calcio (SERCA3) (Rodriguez et al., 2006) y de varios genes y proteinas claves en la
regulacion del metabolismo de carbohidratos (Vilches et al., 2005; Lazo de la Vega
et al., 2013; Vilches et al., 2010) y de lipidos (Farid et al., 2013; Larrieta et al., 2010;
Aguilera et al., 2012).

La biotina también afecta la expresion de genes a nivel postranscripcional.
Investigaciones efectuadas por Stocker y colaboradores, encontraron que la vitamina
modifica la expresion del receptor de asialoglicoproteinas y del receptor de insulina a
nivel traduccional y postraduccional (R J Stockert y Morell, 1990; Richard J Stockert
y Ren, 1997; De la Vega y Stockert, 2000). Trabajos realizados por Wiedmann en
células mononucleadas de sangre periférica humana, mostro que la biotina aumenta
la expresion de 139 genes, mientras que disminuye la de otros 131 genes
(Wiedmann et al., 2004). Entre los procesos biolégicos que también se modifican
incluyen la proliferacién celular, el desarrollo embrionario, funciones inmunolégicas y
el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Vilches et al., 2005). Estudios recientes
reportaron que la biotina a concentraciones farmacoldgicas puede regular la sintesis
de lipidos a nivel postraduccional a través de la fosforilacion de proteinas (Aguilera
et al., 2012).
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1.5.6.-Teorias propuestas sobre el efecto de la biotina en la
expresidn génica

Hasta el momento solo se han propuesto dos mecanismos para explicar el
efecto de la biotina sobre la expresion génica (Fernandez y Lazo de la Vega, 2011)
1) A través de la via de sefalizacion de la guanilato ciclasa soluble (GCs)/proteina
cinasa G (PKG).

2) La biotinilacion de histonas

1.5.6.1.-Activacion de la guanilato ciclasa soluble

La biotina ha mostrado que tiene la capacidad de activar a la guanilato ciclasa
soluble (GCs) que desencadena un mecanismo de sefalizacidn a través de la via de
sefalizacion GC/GMPc/PKG, favoreciendo asi una serie de fosforilaciones que
modifican la expresidon de genes. Estudios pioneros por Vesely en 1982 demostraron
que la adicion de biotina a extractos celulares aumentaba la actividad de la guanilato
ciclasa soluble (GCs) (Vesely, 1982), proponiéndose posteriormente que en el
mecanismo de activacion de la GCs participa el biotinil-5-AMP, producto catalitico
de la holocarboxilasa sintetasa, quién por un mecanismo aun desconocido aumenta
la actividad de la GCs (Pacheco etal., 2002). En otros estudios de Spence y
Koudelka, encontraron que en hepatocitos de ratas aumentd la actividad de la
glucocinasa hepatica, precedido por un incremento en las concentraciones
intracelulares de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) intracelular, activa a la
proteina cinasa G (PKG), la cual puede fosforilar diferentes proteinas y genes que
participan en la regulacién de la expresion genética (Vilches et al., 2010; Vilches
et al.,, 2005), (Figura 10), lo que sugiere que la biotina ejerce su efecto génico a

través de este segundo mensajero y a concentraciones farmacoldgicas.
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Figura 10. Activacion de la guanilato ciclasa soluble. El biotinil-AMP formado por la HCS, aumenta
la actividad de la GCs por un mecanismo desconocido, incrementando los niveles de cGMP, el cual
activa a la PKG que participa en la fosforilacion de proteinas involucradas en la expresion genética
(Vilches et al., 2005).

1.5.6.2.-Biotinilacion de Histonas

En eucariontes, el DNA gendmico esta empaquetado y forma la cromatina,
cuya condensacion impacta en procesos tales como la transcripcion, replicacion,
recombinacion y reparacion del ADN (Macias et al., 2008). Los nucleosomas son las
unidades estructurales basicas de la cromatina y estan formados por una familia de
proteinas llamadas histonas (H2A, H2B, H3 y H4). Las diversas modificaciones de
las colas de las histonas, incluyendo la acetilacion, metilacion, fosforilacion,
ubiquitinacién, SUMOilacion, ADP-ribosilaciéon, carbonilacion, deiminacion,
hidroxilacion, tienen diferentes funciones regulatorias mediante el cambio de la
conformacién de la cromatina y la actividad transcripcional de los genes. Estudios
realizados en las décadas de los 60°s y 70’s sugerian acciones nucleares de la
biotina: la presencia de biotina en el nucleo (Dakshinamurti y Mistry, 1963), las
alteraciones en animales deficientes en biotina en la fosforilacién, metilacion y
acetilacion de las histonas y en la asociacion de estas ultimas con el DNA (Petrelli

etal.,, 1978) indicaban un posible efecto de la vitamina sobre la cromatina.
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Posteriormente, estudios in vitro demostraron que las histonas son susceptibles a
ser biotiniladas (Hymes et al., 1996), lo que otorgaba una explicacién a la presencia
de biotina en el nucleo y a la relacion entre biotina e histonas. Ademas se observo la
presencia en el nucleo de dos enzimas claves en el metabolismo de la biotina, la
biotinidasa y la holocarboxilasa sintetasa (Hymes y Wolf, 1999; Stanley et al., 2001).
Se ha propuesto la modificacion covalente, donde la biotina se une por una reaccién
catalizada por la HCS a los residuos de lisina en el extremo amino terminal de las
histonas H2A, H3 y H4 (Janos et al., 2012), entre ellas, la biotinilacion de la histona
H4 en la lisina (K) se ha identificado principalmente en la heterocromatina
pericentromérica y se ha asociado con el silenciamiento de genes, la condensacion
mitética de la cromatina y con la respuesta celular al dafio del ADN (Zempleni et al.,
2012). Entre las funciones relacionadas con la biotinilacién de histonas esta un
decremento de linfocitos polimorfonucleares durante la proliferacion celular (Aguilera
et al., 2013).
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2.-ANTECEDENTES DIRECTOS

El sindrome metabdlico se ha convertido actualmente en un problema de
salud en México y a nivel mundial (Méndez et al., 2004). Recientemente se ha
descrito la relacién del sindrome metabdlico y su impacto con las enfermedades
hepatobiliares, especialmente el higado graso, definido como esteatosis hepatica no
alcohdlica o NAFLD, a esta enfermedad se le considera una manifestacion del
sindrome metabodlico (Medina etal., 2013). La esteatosis hepatica simple se
caracteriza histolégicamente como una acumulacién de lipidos mayor al 5 %. La
enfermedad puede abarcar una amplia gama de alteraciones sino es tratada
adecuadamente, comenzando por esteatosis hepatica simple, progresando a
esteatohepatitis (NASH), fibrosis, cirrosis y hasta cancer hepatico (Paredes et al.,
2012). Los estudios en modelos animales son una valiosa herramienta para
comprender los procesos fisiopatoldgicos asociados a la NAFLD, asi como sus
caracteristicas histoldégicas y ensayar nuevas terapias. Las ratas machos Wistar
desarrollan facilmente higado graso inducido por el consumo de fructosa (Ayala
et al.,, 2008). La administracion de fructosa a ratas da lugar a esteatosis macro y
microvesicular hepatica con aumento en los triglicéridos y el colesterol hepaticos
(Ouyang et al., 2008). El estudio de la funcion y los mecanismos moleculares de las
vitaminas ha permitido el desarrollo de medicamentos que actualmente son usados
como agentes terapéuticos para el tratamiento de diversas enfermedades. La biotina
es una vitamina hidrosoluble del complejo B, esencial para la homeostasis
metabdlica y el crecimiento celular (Wallace, 2003). La funcién mas conocida es la
de participar como grupo prostético de las carboxilasas. Independientemente de ésta
funcién, se encontré que, a concentraciones farmacologicas, es capaz de modificar
la expresion de varios genes y proteinas claves en la regulacion del metabolismo de
carbohidratos y de lipidos (Fernandez y Lazo de la Vega, 2011) (Fernandez et al.,
2011; Vilches et al., 2005).

Dado que la biotina interviene como cofactor de las carboxilasas ACC 1y 2,
enzimas cruciales en la sintesis y oxidacion de acidos grasos respectivamente,

existe una relacion directa entre la vitamina y el metabolismo de lipidos (Suchy et al.,
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1986). La administracion de biotina (5 mg/dias) durante 4 semanas en pacientes con
aterosclerosis e hipercolesterolemia, produjo un decremento en las concentraciones
de colesterol total (Medina et al., 2013). En voluntarios sanos se encontré que la
administracién de 0.9 mg/dia de biotina produjo modificaciones en los niveles de
lipidos plasmaticos, los cuales variaron dependiendo del tiempo de administracion y
hubo una disminucion en los individuos que presentaron hiperlipemia (Marshall et al.,
1980). Baez y colaboradores encontraron que el tratamiento con 5 mg tres veces al
dia de biotina en pacientes diabéticos y no diabéticos, disminuyeron las
concentraciones de triglicéridos plasmaticos (Baez et al., 2004). Recientemente se
reportd por primera vez, que en ratones sanos la biotina a concentraciones
farmacoldgicas disminuye la sintesis de triglicéridos hepaticos, modificando la
fosforilacion de las carboxilasas ACC1, ACC2 y del factor SREBP-1c, por medio de
la activacion de la cinasa AMPK (Aguilera et al., 2012), la cual es clave en el control
energético y esta relacionada de manera importante en varias enfermedades
asociadas al sindrome metabolico (Hardie et al., 2012).

Los efectos que produce la biotina sobre el metabolismo de la glucosa y de
los lipidos ha llevado a la elaboracion de compuestos comerciales que contienen
concentraciones farmacoldgicas de biotina libre o en combinacién con picolinato de
cromo para el tratamiento de enfermedades como la diabetes tipo 2 (Albarracin
et al., 2007) y las dislipidemias (Albarracin et al., 2008). Estos productos contienen
concentraciones farmacologicas de biotina que representan de 40 a 166 veces mas

que la ingesta diaria recomendada de biotina de (30 ug/dia)(Schlicker et al., 1998).

2.1.-Planteamieto del problema

Varios estudios han demostrado que dosis farmacolégicas de biotina reducen
los lipidos séricos en humanos y modelos murinos. En un estudio reciente se
demostro (Aguilera et al., 2013) que la biotina disminuye la sintesis de triglicéridos
hepaticos en ratones sanos, a través de la regulacion de factores transcripcionales y
enzimas que regulan la lipogénesis hepatica. Sin embargo, se desconoce si la
biotina tiene efecto en un modelo de esteatosis hepatica, reduciendo la acumulacion
de lipidos. Por lo que en este proyecto se propuso estudiar el efecto y (los
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mecanismos moleculares que la biotina pudiera tener sobre la NAFLD), en un
modelo con un reto metabdlico de sindrome metabadlico.

Para el desarrollo del Proyecto se determind si una vez establecida la
esteatosis por consumo de fructosa, la biotina puede reducir la esteatosis simple. De
manera analoga a la trayectoria del estudio de varias vitaminas sobre enfermedades,
los resultados de este proyecto permitiran el avance en el conocimiento de los
efectos y mecanismos moleculares de accién de la biotina, conocimiento de ciencia
basica que permitira determinar su posible uso en monoterapia 0 como coadyuvante
junto con otros agentes terapéuticos para tratar la esteatosis hepatica, abriendo la

posibilidad de desarrollar nuevos medicamentos.
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3.-JUSTIFICACION

La esteatosis hepatica esta asociada con varios padecimientos, como la
resistencia a la insulina, la dislipidemia, la obesidad y la diabetes tipo 2,
componentes del sindrome metabdlico, los cuales son un problema de salud publica
en México y a nivel mundial. Las estimaciones consideran que la NAFLD se
encuentra en alrededor del 25% de la poblacion con sindrome metabdlico, por lo que
hace necesario, el estudio sobre vitaminas que sean utilizadas como nutracéuticos.
Ademas, no existe una monoterapia que pueda controlar la NAFLD. Por lo que en el
presente proyecto proponemos estudiar el efecto hipotrigliceridémico que la biotina

pudiera tener en la disminucion de la NAFLD.

4.-HIPOTESIS

La biotina reduce la esteatosis hepatica no alcohdlica en un modelo animal de
sindrome metabdlico.

5.-OBJETIVOS

5.1.-OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de una dosis farmacoldgica de biotina en la esteatosis
hepatica no alcohdlica en un modelo de sindrome metabdlico en ratas alimentadas
con fructosa.

5.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar un modelo de sindrome metabdlico en ratas alimentas con
fructosa.

2. Caracterizar en el modelo de sindrome metabdlico la esteatosis hepatica por
analisis histomorfolégicos, el contenido hepatico de triglicéridos, colesterol,
perfil sérico de lipidos y enzimas séricas hepaticas.

3. Evaluar el estrés oxidativo hepatico mediante la lipoperoxidacion.

4. Cuantificar el contenido hepatico de 6xido nitrico.
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6.-MATERIALES Y METODOS

6.1.-Modelo animal

Se utilizaron 8 ratas Wistar macho por grupo experimental con un peso
promedio inicial de 200 + 20 gr. Se mantuvieron en jaula rectangular con aserrin 4
individuos en cada una, en una sala adaptada con ciclos de luz y oscuridad de 12h,
temperatura estandar (25 + 2 °C), con disponibilidad ad libitum de agua y alimento
ademas de humedad controlada. Posterior a la adaptacion las ratas se dividieron al
azar en cuatro grupos experimentales (Control, Biotina, Fructosa-pbs y Fructosa-
biotina). Se siguieron las recomendaciones del Comité Institucional para el uso de
animales de la UMSNH y se cumplié con los lineamientos establecidos en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, referente a especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Todos los grupos fueron alimentados con alimento de mantenimiento Rodent
Laboratory Chow 5001 (Purina) ad libitum, al grupo Fructosa-pbs y al grupo
Fructosa-biotina se les administré fructosa al 15 % (p/v) en el agua de beber ad
libitum, durante 2 meses. Al comienzo del segundo mes, al grupo Fructosa-pbs se le
inyectd via intraperitoneal (I.P.) vehiculo solucién de fosfatos (PBS) pH 7.4,
diariamente durante 1 mes; al grupo Fructosa-biotina se le inyectdé via |.P. biotina
(2mg/kg de peso) diariamente durante 1 mes. Al grupo Control y Biotina no se le dio
fructosa y al primero se le administré |.P. PBS durante 1 mes y al grupo biotina se le
administré biotina (2mg/kg peso) durante un mes. Se midié cada semana el peso de
los animales, el consumo de agua y alimento. Al final de los tratamientos, los
animales fueron sacrificados con un ayuno previo de 12h, se tomaron muestras de
sangre de vena porta y se extrajo el higado. Se realizaron dos experimentos

independientes con el mismo numero de ratas y grupos.

58



6.2.-Solucion de fructosa al 15 %

Se prepararon la cantidad de 2 litros cada tercer dia, pesando 300g de
fructosa cristalina marca Krystar de Tate & Lyle y disolviendo en 2000 ml de agua

destilada, para obtener una solucion de fructosa al 15 %.

6.3.-Solucion de biotina y buffer PBS

Primero se preparo la solucion de PBS (Phosphate Buffer Saline) a un pH 7.4
que tiene como componentes: NaCl 80%, KCI 2%, Na2HPO4 14.5% y KH2PO4 2.5%
en agua destilada (Sambrook y Russell, 2001). Posteriormente se filtrd por
membrana en campana estéril, para esterilizar la solucion, se realizaron alicuotas y
se guardaron en refrigeracion a 10°C. Se preparo la biotina a una concentracion de 2
mg/ml de biotina en solucion PBS, se mezclaron lentamente ajustando el PH a 7.4
con el potencidmetro HANNA modelo HI 223 y finalmente se filtr6 por membrana en

campana estéril, se realizaron alicuotas y se guardaron en refrigeracion a 10°C.

6.4.-Curva de tolerancia a la glucosa

Mantuvimos las ratas en ayuno durante 8 h previas, retirando alimentacion y
la fructosa y se colocd con agua pura a los 4 grupos experimentales. Medimos las
concentraciones de glucosa en muestras de sangre de la cola, utilizando un
glucometro modelo Accu-Chek Performace que wusa método enzimatico
electroquimico de quimica seca. Primeramente, se tom6 una muestra inicial a los 0
minutos y posteriormente se le aplico la inyeccién de glucosa por via intraperitoneal
(2g/kg peso) y se tomaron muestras de sangre a los 15, 30, 45, 60 y 90 minutos
posteriores. La medicidn se realizé al final de los tratamientos de fructosa y biotina

dias antes del sacrificio. Los resultados se obtuvieron en mg/dL.

6.5.-Curva de resistencia a la insulina

Realizamos la curva en ratas alimentadas ad libitum a los 4 grupos

experimentales. Medimos las concentraciones de glucosa en muestras de sangre de
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la cola, utilizando un glucometro modelo Accu-Chek Performace. Primeramente, se
tomé una muestra de inicio a los 0 minutos y posteriormente se le aplicé una
inyeccion intraperitoneal (1 IU/kg) de insulina regular humana (Humulin, Laboratorios
Eli Lily) y se tomaron muestras de sangre a los 15, 30, 45, 60 y 90 minutos
posteriores, la medicidén se realizd al final de los tratamientos de fructosa y biotina

dias antes del sacrificio. Los resultados se obtuvieron en mg/dL.

6.6.-Extraccion de tejido hepatico y muestras de sangre de vena

porta

Las ratas se mantuvieron en ayuno de 12 horas, se pesaron y se les
administro una dosis de pentobarbital sédico (55mg/kg de peso corporal) via |.P.
para provocar sedacion profunda. Una vez verificado la sedacién se procedié a
realizar una toracotomia, tomando primeramente muestra de sangre de la vena porta
y dejando coagular a temperatura ambiente por 20 minutos para su posterior
separacion en centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos, posteriormente se separé
el suero del paquete globular y se mantuvo en refrigeracién para su posterior
analisis. Enseguida se procedié a retirar el I6bulo lateral izquierdo del higado y se
sumergié en solucion salina para retirar la sangre. Posteriormente, se cort6 una
muestra transversalmente y se fij6 en paraformaldehido 4% para realizar
posteriormente la histologia, la otra parte del I6bulo hepatico se almacené a -80°C
hasta el momento de la determinacion de triglicéridos hepaticos, lipoperoxidacién y

oxido nitrico.

6.7.-Perfil de lipidos, triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL

Realizamos la determinacion en suero, obtenido al final de tratamiento y se
determinaron en el equipo VITROS de Ortho-Clinical Diagnostic por método de
colorimetria en quimica seca, usando 10uL de muestra mas 10uL de reactivo. Los

resultados se obtuvieron en mg/dL.
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6.8.-Medicion de glucosa y acido urico en suero

Realizamos la determinacion en suero, el cual se obtuvo al final de
tratamiento y se determinaron en el equipo VITROS de Ortho-Clinical Diagnostic por
el método de colorimetria en quimica seca, usando 10uL de muestra mas 10uL de

reactivo. Los resultados se obtuvieron en mg/dL.

6.9.-Determinacion de enzimas, ALT, AST, DHL, FAy GGT

Realizamos la determinacién en suero, obtenido al final de tratamiento y se
determinaron en el equipo VITROS de Ortho-Clinical Diagnostic por el método de
colorimetria en quimica seca, usando 10uL de muestra mas 10uL de reactivo
enzimatico. Los resultados se obtuvieron en U/L de Amino lactato transaminasa
(ALT), Amino aspartato transaminasa (AST), Deshidrogenasa lactica (DHL),

Fosfatasa alcalina (FA) y Gama glutamil transferasa (GGT).

6.10.-Cuantificacion de triglicéridos y colesterol total en tejido
hepatico

Se cuantificaron a partir de 100 ug de higado congelado a -80°C. Las
muestras se homogenizaron en 1 ml de solucién de lisis PBS-TRITON 5% mediante
el homogeneizador eléctrico Polytron® PT10-35, de acuerdo a lo reportado por
Aguilera y colaboradores (Aguilera y Fernandez, 2012). Seguidamente, se transfirio
el homogenado a un tubo de eppendorfy se centrifugaron las muestras a 15000 rpm
durante 15 minutos a 4°C y se separd el sobrenadante. Los triglicéridos y el
colesterol se determinaron en el equipo VITROS de Ortho-Clinical Diagnostic por el
método de colorimetria en quimica seca, usando 10uL de muestra mas 10uL de
reactivo. Para la determinacidn de la concentracion de proteina se utilizé el método
Bradford (Bradford, 1976) mediante curva patron de albumina de suero bovino

(BSA). Los resultados se obtuvieron en pyg/mgProt.
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6.11.-Cuantificacion de la lipoperoxidacion lipidica

Se cuantificaron a partir de 100 pg de higado congelado a -80°C. Las muestras se
cuantificaron de acuerdo al kit “Lipid peroxidation” marca Biovision homogenizaron.
La prueba se basa en que la peroxidacion lipidica forma malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (4-HNE), como bioproductos naturales y es una medida util de dafo
oxidativo. EI MDA en la muestra reacciona con acido tiobarbiturico (TBA) para
generar el aducto MDA-TBA que se puede cuantificar facilmente colorimétricamente
a una longitud de onda de 532nm. De manera breve, la muestra de higado se
transfirio a un tubo eppendorf con1 ml de solucién de lisis “MDA Lysis Buffer”
mediante el homogeneizador eléctrico Polytron® PT10. El homogenado se transfirio
a un tubo eppendorf y las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 10
minutos, se separo el sobrenadante y se le agreg6 reactivo TBA 600 pl y se incubo a
95°C por 60 min y dejamos enfriar a temperatura ambiente y se midié en el
espectrofotometro a 532 nm. Para la determinacion de la concentracion de proteina
se utilizd el método Bradford (Bradford, 1976) mediante curva patrén de BSA. Los

resultados se obtuvieron en MDA en nmol/mgProt.

6.12.-Cuantificacién de éxido nitrico

Se cuantificaron a partir de 100 ug de higado congelado a -80°C. Las
muestras se determinaron mediante el kit “Nitric Oxide Colorimetric Assay” marca
Biovision. La prueba se basa en la oxidacion del ON. EI NO se oxida rapidamente a
nitrito y nitrato que se utilizan para cuantificar la produccién de NO. El primer paso
convierte el nitrato a nitrito utilizando nitrato reductasa. El segundo paso usa reactivo
de Griess para convertir el nitrito en un compuesto azo de color morado oscuro. La
cantidad del azocroméforo refleja con precision la cantidad de oxido nitrico en las
muestras que se cuantifican facilmente a 540 nm. Brevemente, las muestras se
homogeneizaron en 1 ml de solucion de PBS con el homogeneizador eléctrico
Polytron® PT10. Se transfirié el homogenado a un tubo eppendorf y las muestras se
centrifugaron a 13000rpm durante 15 minutos a 4°C, se separo el sobrenadante, se

tomaron 10ul de muestra problema y se siguieron las instrucciones del fabricante.
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Para la determinacion de la concentracion de proteina se utilizé el método Bradford
(Bradford, 1976) mediante curva patrén de BSA. Los resultados se obtuvieron

nmol/mgProt.

6.13.-Analisis histomorfolégico

Se hicieron para determinar de manera cualitativa la cantidad de grasa
presente en los hepatocitos. Se utilizé la tincidn de hetaoxilina -eosina que se basa
en una doble coloracion de las estructuras celulares. La hematoxilina se une a
estructuras basofilas como los acidos nucleicos, otorgandoles una coloracion
azulada; mientras que la eosina tiie componentes aciddéfilos como el citoplasma
celular, otorgando un color que va de rosado a rojizo. Las muestras depositadas en
paraformaldehido 4%, fueron incluidas mediante cortes (3-4 uym) en. Los preparados
histolégicos se sumergieron en xilol para eliminar los excesos de parafina. Luego se
pasaron por una serie de alcoholes en concentracion decreciente para rehidratar la
muestra (100°, 95° y 70°). Se lavo en agua para eliminar el exceso de alcohol y se
sumergieron en hematoxilina por 10 minutos, luego se lavaron en agua para eliminar
excesos Yy se pasoO rapidamente por alcohol acido. Finalmente se lavaron
nuevamente y se sumergieron 30 segundos en eosina, se pasaron por otra serie de
alcoholes, esta vez en orden creciente (70°, 95° y 100°) para deshidratar la muestra,
se dejaron remojar 10 minutos en xilol y se montaron en glicerol 10%. Las
microfotografias se tomaron con ayuda de una camara adaptada a un microscopio

Optico marca “Carl Zeiss” con aumento de 450 X.

6.14.-Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa Sigma Plot for Windows 11.0
(Systat Software, inc.). Los datos se presentaran como el promedio * error estandar
(ES). Prueba de normalidad de datos por Shapiro-Wilk. La significancia estadistica
se determind por la prueba de ANOVA de una via, seguida de la prueba de Fisher

de multiple rango. Se considerara como estadisticamente significativa una P< 0.05.
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7.-RESULTADOS

7.1.-Cuantificacion del consumo de agua, alimento y peso

Para llevar su control fisiolégico 6ptimo y detectar efectos adversos debidos a
los diferentes tratamientos se realizaron cuantificaciones del consumo de agua que
muestra que los 4 grupos experimentales presentaron diferencias no significativas.
Sin embargo, hay una ligera disminucién del consumo de agua de los grupos
tratados con Fructosa-pbs y Fructosa-biotina con respecto a los grupos Control y

Biotina (Figura 11).
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Figura 11. Consumo de agua de los grupos experimentales. Los valores representan la media +
error estandar, de una n=8 por grupo, pruebas de normalidad de datos Shapiro-Wilk aceptada; Anova
p<0.05. no presentan diferencia significativa.

Por otra parte, el consumo de alimento también mostré diferencia no
significativa entre los grupos experimentales, pero hay una ligera disminucién del
consumo de alimento entre los grupos tratados con Fructosa-pbs y Fructosa-biotina

con respecto a los grupos Control y Biotina (Figura 12). Con respeto al peso
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tampoco hubo diferencia significativa y solo cabe destacar un ligero aumento de
pesos de los grupos tratados con Fructosa-pbs y Fructosa biotina con respecto a los

grupos control y biotina (Figura 13).
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Figura 12. Consumo de alimento de los grupos experimentales. Los valores representan la media
+ error estandar, de una n=8 por grupo, pruebas de normalidad de datos Shapiro-Wilk aceptada;
Anova p<0.05. no presentan diferencia significativa.

500
450 - ————==INICIO FRUCTOSA
A AR AN £
St A @B
400 —o R F ¢—F
_ » AN D
T O
AN o— Y
S 350 - X 3
8 _ A R o PBS
E 300 4 g 1 —O— BIOTINA
. ~ —w— FRUCTOSA-PBS
Pa q VAN FRUCTOSA-BIOTINA
250 - Y. 8
7
/ ©) ————=INICIO BIOTINA
I
200 A iAi
150 T T T T T T T T T T T T T T T T

(0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
SEMANAS

Figura 13. Peso de los grupos experimentales. Los valores representan la media + error
estandar, de una n=8 por grupo; Anova p<0.05. no presentan diferencia significativa.
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7.2.-Curva de tolerancia a la glucosa

Se realizé una curva de glucosa al terminar los tratamientos y se observaron
diferencias significativas entre grupos experimentales. El grupo de Fructosa-pbs
presentd hiperglicemia con respecto al Control en los tiempos, 0, 15, 30 y 90 min y
con respecto a los demas grupos hubo diferencia (P < 0.05) en todos los tiempos,
considerando que este grupo es el patoldgico ya que fue tratado con fructosa, se
logré provocar hiperglicemia. Se observo diferencia significativa (P < 0.05) entre los
grupos Biotina y el Control en todos los tiempos 0, 15, 30, 60 y 90 min observandose
una menor glicemia en el grupo de Biotina. También se observaron bajos valores de
glucosa del grupo Fructosa-biotina, sin pasar a ser hipoglucemiante y el control con
cambio significativo (P < 0.05). (Figura 14).
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Figura 14. Curva de tolerancia a la glucosa. Los valores representan la media + error estandar, de
una n=8, ANOVA post Tukey. = P <0.05 diferencia significativa vs Control, # P <0.05 diferencia
significativa vs Fructosa-pbs, A P <0.05 diferencia significativa Fructosa pbs vs Biotina y Fructosa-
biotina.
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7.3.-Curva de resistencia a la insulina

Se realizd una curva de resistencia a la insulina al terminar los tratamientos,
se observaron diferencias significativas entre grupos experimentales. El grupo
Fructosa-pbs presenté mayor resistencia con respecto al Control con cambios
significativos (P < 0.05) en los tiempos 15, 30, 60 y 90 min. También se observo que
los grupos Biotina y Fructosa-biotina presentaron menor resistencia con respecto al
control en todos los tiempos. Los grupos Fructosa-biotina y Biotina mostraron
diferencia significativa (P < 0.05) mejorando sus valores con respecto al patolégico
Fructosa-pbs. El mejor valor para la resistencia lo muestra el grupo Fructosa-biotina

que presenta cambio significativo con respecto al Control y Fructosa-pbs (Figura 15).
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Figura 15. Curva de resistencia a la Insulina. Los valores representan la media + error estandar, de
una n= 8, ANOVA post Tukey. * P <0.05 diferencia significativa vs Control, # P <0.05 diferencia
significativa vs Fructosa-pbs, A P <0.05 diferencia significativa Fructosa-pbs vs Biotina y Fructosa-
biotina.
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7.4.-Perfil de lipidos

Se realizaron pruebas del perfil de lipidos séricos al final del tratamiento. Los
resultados muestran que los triglicéridos todos los grupos presentaron diferencia
significativa (P < 0.05) con respecto al Control; la Fructosa-pbs muestra una
hipertrigliceridemia con respecto al Control, la Biotina y mas marcada con la
Fructosa-biotina; asi como la Fructosa-biotina tiene el mayor cambio significativo con
respecto a la Fructosa-pbs. El colesterol muestra que el grupo Fructosa-pbs tiene
cambio significativo (P < 0.05) con respecto al control y la Fructosa-biotina.

En el HDL se encontré que la Fructosa-pbs estda muy disminuido con respecto
a la Biotina y la Fructosa-biotina diferencia significativa (P < 0.05) entre la Fructosa-
biotina y el Control. El valor del LDL se observé alto para la Fructosa-pbs con cambio
significativos (P < 0.05) con respecto al Control, la Biotina y la Fructosa-biotina;
ademas, se observd que el tratamiento de Biotina y fructosa-biotina no difieren del
control, el valor mas notorio se observod entre la Fructosa-biotina y la fructosa-pbs.
Los valores de VLDL mostraron cambios significativos (P < 0.05) entre los grupos
Fructosa-pbs y Fructosa-biotina con respecto al Control; la otra diferencia se observé
entre el grupo Fructosa-pbs con el control y Fructosa-biotina, aunque estos valores
de diferencia no son muy altos si muestran el suficiente cambio que hay del grupo

patolégico con respecto al del tratamiento (Figura 16).
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Figura 16.2 Perfil de lipidos. Los valores representan la media + error estandar, de una n=8,
ANOVA post Tukey. * P<0.05 diferencia significativa vs Control, # P<0.05 diferencia significativa vs
Fructosa-pbs, A P <0.05 diferencia significativa Fructosa-pbs vs Biotina y Fructosa-biotina.

7.5.-Contenido de triglicéridos y colesterol de tejido hepatico

Se encuentrd que los triglicéridos hepaticos de los grupos Biotina, Fructosa-
pbs y Fructosa-biotina tienen cambio significativo (P < 0.05) con respecto al Control.
También se observd que el grupo Fructosa-pbs tiene una gran diferencia con
respecto a todos los demas grupos, siendo mas marcado si lo contrastamos con el
grupo de Fructosa-biotina siendo muy similar con los niveles séricos reportados. Por
otra parte, no se observd cambio significativo en el colesterol entre todos los grupos
y el Control y un cambio significativo (P < 0.05) entre la Fructosa-pbs y los grupos

tratados de la Biotina y la Fructosa-biotina (Figura 17).
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Figura 17. Triglicéridos y colesterol de tejido hepatico. Los valores representan la media + error
estandar, de una n=8, ANOVA post Tukey. * P<0.05 diferencia significativa vs Control, # P<0.05
diferencia significativa vs Fructosa-pbs, A P<0.05 diferencia significativa Fructosa-pbs vs Biotina y
Fructosa-biotina.

7.6.-Determinacion de glucosa, acido urico séricos y pruebas de

funcién hepatica

Los valores determinados son iguales a los reportados en la curva de glucosa
en el tiempo 0 lo que confirma nuestros resultados, los grupos Fructosa-pbs y
Fructosa-biotina tienen cambio significativo (P < 0.05) con respecto al Control.
También se observa una hiperglicemia en el grupo Fructosa-pbs con respecto a los
tratamientos con Biotina y Fructosa-biotina (Figura 18). En el acido urico los grupos
Biotina y Fructosa-pbs tiene cambio significativo con respecto al Control, el Grupo

Biotina y Fructosa-pbs muestran una gran variacién (Figura 19).
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Figura 18. Determinacién de glucosa. Los Figura 19. Determinacion de acido urico.

valores representan la media + error estandar, de ~ L0S valores representan la media_ & error
una n=8, ANOVA post TUKEY. * P <0.05 estandar, de una n=8, ANOVA post TUKEY.

diferencia significativa vs Control, # P <0.05 P <0.05 diferencia significativa vs Control, # P

diferencia significativa vs Fructosa-pbs, A P <0.05  <0.05 diferencia significativa vs Fructosa-pbs,
diferencia significativa Fructosa pbs vs biotina y A P <0.05 diferencia significativa Fructosa pbs
Fructosa-biotina. vs Biotina v Fructosa-biotina.

Las pruebas de funcionamiento hepatico muestran también cambios
significativos (P < 0.05). En la TGO el grupo Fructosa-pbs y Fructosa-biotina con
respecto al grupo Control hay diferencia significativa, se muestra ademas una gran
variacion del grupo patoldgico Fructosa-pbs con respecto a los tratados con Biotina y
Fructosa-biotina, el grupo de Biotina no tiene cambios significativos respecto al
Control, pero el mejor cambio significativo se observa entre el grupo Fructosa-pbs y
el grupo Fructosa-biotina, mostrando que los tratamientos con biotina mejoran las
condiciones de la funcién hepatica del grupo patolégico Fructosa-pbs. Las Pruebas
de TGP y F.ALC muestran el mismo patrén de comportamiento entre los grupos y
con los mismos cambios significativos, esto se espera debido a que los valores de
este conjunto de pruebas de funcion hepatica presentan valores similares, validando
asi nuestros resultados para un modelo de sindrome metabdlico (Figura 20).
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Figura 20. Transaminasa glutamico oxalacetica, transaminasa glutamico pirtvica y fostasa
alcalina. Los valores representan la media * error estandar, de una n=8 por grupo, ANOVA post
TUKEY. * P <0.05 diferencia significativa vs Control, # P<0.05 diferencia significativa vs Fructosa-pbs,
A P<0.05 diferencia significativa Fructosa-pbs vs Fructosa-biotina.

Por otra parte, los valores de LDH tuvieron cambios significativos (P < 0.05),
igual que los anteriores el grupo Fructosa-pbs y Fructosa-biotina con respecto al
Control, el grupo biotina no tuvo cambio significativo con respecto al Control,
teniendo también cambio significativo (P < 0.05) entre el grupo Fructosa-pbs y el
grupo Biotina, pero el mas notorio es el Fructosa-pbs y la Fructosa-biotina donde la
diferencia es muy alta, Por ultimo, el resultado de la GGT entre los grupos Biotina,
Fructosa-pbs y fructosa-biotina con respecto al Control fue muy bajo, ademas no
hubo cambios significativos entre los grupos Control, Fructosa-pbs y Fructosa-biotina
(Figura 21).
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Figura 31. Deshidrogenasa lactica y gama glutamil transpeptidasa. Los valores representan la
media * error estandar, de una n=8 por grupo, ANOVA post TUKEY. * P<0.05 diferencia significativa
vs Control, # P<0.05 diferencia significativa vs Fructosa-pbs A P<0.05 vs Fructosa-biotina.

7.7.-Lipoperoxidacién de tejido hepatico

Se obtuvo cambio significativo (P < 0.05) entre los grupos Biotina, Fructosa
pbs y Fructosa biotina con respecto al control. También se obtuvo un valor muy alto
para el grupo Biotina y Fructosa-biotina con respecto al grupo Fructosa-Pbs. Se
observd también el cambio significativo (P < 0.05) entre la Fructosa-pbs y el
tratamiento con el grupo Fructosa-biotina donde el valor es muy por debajo del

control (Figura 22).
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Figura 22. Lipoperoxidacion. Los valores representan la media = error estandar, de una n=8 por
grupo, ANOVA post Tukey. * P<0.05 diferencia significativa vs Control, # P<0.05 diferencia
significativa vs Fructosa-pbs, A P<0.05 diferencia significativa Fructosa-pbs vs Biotina.

7.8.-Cuantificacién de 6xido nitrico de tejido hepatico

Se observo que los grupos Biotina y Fructosa-Biotina tuvieron un cambio
significativo (P < 0.05) con respecto al control, no obteniéndose cambios entre el
grupo Fructosa-pbs con respecto al Control. Por otra parte, el cambio mas
significativo (P < 0.05) es el del grupo Fructosa-pbs con respecto al grupo Fructosa-
biotina (Figura 23).
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Figura 23. Oxido nitrico en tejido hepatico. Los valores representan la media + error estandar, de
una n=8, ANOVA post Tukey. * P<0.05 diferencia significativa vs Control, # P<0.05 diferencia
significativa vs Fructosa-pbs, A P<0.05 diferencia significativa Fructosa-pbs vs Fructosa-biotina.

7.9.-Analisis histomorfolégicos

De los analisis histomorfolégicos se observd, que en los cuatro grupos
experimentales hay dilatacion leve de los sinusoides, los hepatocitos son de
citoplasma moderado, eosindéfilos con nucleos grandes regulares, baséfilos con
nucléolos evidentes. En cuanto a la presencia de microvacuolas intracitoplasmaticas
sugestivas de grasa del parénquima hepatico, se observdé una mayor cantidad en el
grupo Fructosa-pbs alrededor del 60 %, en menor cantidad el grupo Control 20%, en
el grupo Biotina 10% y el grupo Fructosa-biotina 5%. También se observo que el
grupo Fructosa-pbs presen un discreto infiltrado inflamatorio de tipo crénico en la
triado portal, la vena centrolobulillar congestiva y pequefios vasos venosos con
congestién vascular moderada. No se observaron atipias, fibrosis ni necrosis. Sin
embargo, si se observd esteatosis hepatica establecida. En el grupo Fructosa-Biotina
se observd una marcada disminucion de macrovacuolas y microvacuolas
intracitoplasmaticas en el parénquima hepatico con respecto al grupo Fructosa-pbs y

también una disminucién en la inflamacion de la triada portal, la vena centrolobulillar
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y los pequenos vasos vasculares. Se observd una leve disminucion en las

macrovacuolas en el grupo Biotina y con respecto al grupo Control (Figura 24).

Figura 24. Microfotografias histopatolégicas. Realizadas con tincion de Hematoxilina y Eosina de
las secciones hepaticas. Grupo de Control (C), arquitectura hepatica normal, sin vesiculacion del
citoplasma de los hepatocitos. Grupo de Biotina (B), apariencia hepatica normal como grupo de
control. Fructosa-pbs grupo (F), que muestra esteatosis macrovesicular (flechas). Fructosa-biotina
(FB), esteatosis macrovesicular se redujo (flechas). Aumento 450 X. (n = 8).
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8.-DISCUSION

Varios estudios han demostrado que la biotina reduce los lipidos séricos y la
hiperglucemia (Fernandez y Lazo de la Vega, 2011; Fernandez et al., 2017), asi
como la hipertension (Watanabe et al., 2008). También, se ha reportado que la
biotina en ratas sanas reduce el contenido de triglicéridos hepaticos (Aguilera et al.,
2012). Sin embargo, no se ha reportado que la biotina a concentraciones
farmacolégicas, modifique todas estas condiciones en un modelo con un reto
metabdlico como lo es sindrome metabdlico. Por otro lado, se ha demostrado que el
consumo elevado de fructosa como endulzante en bebidas y alimentos procesados
esta fuertemente relacionado con el desarrollo del sindrome metabdlico (Kelishadi
etal.,, 2014; Lozano etal.,, 2016). Ademas, diversos estudios en roedores han
evidenciado que la suplementacion de fructosa en el agua de beber promueve la
aparicion de resistencia a la insulina, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, reduccién
del colesterol HDL, hipertension e higado graso no alcohdlico (Ibrahim et al., 2015;
Mahmoud y Elshazly, 2014). En el presente trabajo demostramos en un modelo de
sindrome metabdlico desarrollado por consumo crénico de fructosa, que la biotina
mejoro varias de sus manifestaciones, mejorando significativamente la esteatosis
hepatica no alcohdlica.

Observamos que el consumo de agua y alimento fue ligeramente menor en
las ratas tratadas con fructosa, siendo estadisticamente no significativa. Lo cual
pudo deberse a una disminucién en la palatabilidad y tampoco hubo cambios
estadisticamente significativos en el consumo de alimento y peso corporal.

La intolerancia a la glucosa es uno de los principales componentes del
sindrome metabdlico y se relaciona con la progresion a la diabetes tipo 2. Los
cambios en los niveles de glucosa en sangre después de la administraciéon de un
bolo de glucosa proveen informacion sobre la resistencia a la insulina y la funcién
endocrina del pancreas. La suplementacion con fructosa incrementé la glucosa en
sangre en ayuno de las ratas del grupo Fructosa-pbs y disminuyé la tolerancia a la
glucosa. Por lo que nuestros resultados estan de acuerdo con otros estudios

realizados en ratones, ratas y humanos (Aldahmash et al., 2016; Zhang et al., 1997)
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Maebashi, et al., 1993). Por el contrario, el tratamiento con biotina redujo
significativamente los niveles de glucosa en ayuno y mejoro la tolerancia a la glucosa
en las ratas del grupo Fructosa-Biotina. Se ha reportado que la fructosa produce un
incremento en la gluconeogénesis en ratas machos, tanto in vivo como in vitro
(Bizeau y Pagliassotti, 2005). El efecto hipoglucemiante de la biotina a dosis
farmacoldgica se puede relacionar con una disminucion en la expresion de genes
criticos de la gluconeogénesis, como la PEPCK (Dakshinamurti et al., 1994) y la
glucosa-6-fosfatasa (Sugita etal., 2008). Ademas, de aumentar la expresion en
genes relacionados con la glucdlisis como: la glucocinasa hepatica (Vilches et al.,
2010; Chauhan y Dakshinamurti, 1991; Borboni et al., 1996) y el receptor de insulina
(De la Vega etal., 2000). También Romero y colaboradores demostraron un
aumento en la expresion y secrecion de insulina en islotes pancreaticos de ratas en

respuesta a biotina (Romero et al., 1999).

La dislipidemia es un componente caracteristico del sindrome metabdlico, se
ha demostrado que la ingesta cronica de fructosa promueve la lipogénesis hepatica,
incrementando tanto la acumulacion de éstos en el higado, asi como su secrecion y
aumento en la sangre (Basaranoglu et al., 2013; Jegatheesan y De Bandt, 2017).
Aguilera y otros autores han reportado una reduccion en el contenido de triglicéridos
séricos y hepaticos en los grupos tratados con biotina, pero es necesario sefalar
que esto fue en roedores sanos (Aguilera et al., 2012; Larrieta et al., 2010; Marshall
etal., 1976). En los grupos con Fructosa incrementd significativamente la
concentracion de triglicéridos y colesterol en sangre e higado, coincidiendo con lo
que se ha reportado de que la fructosa aumenta los triglicéridos séricos y hepaticos
(Bizeau et al., 2005). En el contenido de colesterol sérico y hepatico no hubo
cambios en el grupo Biotina, lo cual esta de acuerdo con estudios realizados en
ratas (Suchy et al., 1986) y en humanos (Revilla et al., 2006), donde no observaron
un efecto de la biotina sobre las concentraciones séricas de colesterol total. Sin
embargo, con los estudios realizados se demuestra por primera vez que en los
niveles de colesterol hepatico si hubo una disminucion en las ratas alimentadas con

fructosa y tratadas con biotina. Por otro lado, la disminucion del contenido de
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colesterol y triglicéridos hepaticos, coincidié con las histologias de hematoxilina y
eosina, donde se observo una disminucion en el contenido de vacuolas lipidicas en
el grupo Fructosa-Biotina en comparacion con el grupo Fructosa-pbs. De igual forma
varios autores han observado que la biotina mejora las caracteristicas
histopatoldgicas en varios 6rganos de ratas y ratones diabéticos y alimentados con
dietas altas en grasa (Sahin et al., 2013; Aldahmash et al., 2016; Aldahmash et al.,
2015).

En el perfil de lipoproteinas se observd un incremento de LDL y una
disminucién de HDL en los grupos tratados con fructosa de acuerdo a lo reportado
por otros autores (Ibrahim et al., 2015; Guzman et al., 2016). En los grupos tratados
con biotina observamos una disminucién en las LDL y un aumento en las HDL solo
en el grupo Fructosa-Biotina, sin cambios significativos en el grupo Biotina, lo cual es
acorde con los resultados del colesterol total sérico en los mismos grupos. Aunque
no se conocen completamente los mecanismos moduladores sobre el metabolismo
lipidico por concentraciones farmacoldgicas de biotina, Aguilera y Fernandez en el
2012 encontraron que en ratones sanos habia una disminucion en la concentracion
de triglicéridos hepaticos y propusieron que la reduccion esta relacionada con una
disminucién en la masa proteica del factor transcripcional SREBP-1c, el cual se ha
demostrado que incrementa su expresion con el tratamiento crénico de fructosa
(Tappy et al., 2010). También observaron una disminucion en la masa total de la
enzima FAS y fosforilacién de la carboxilasa ACC 1 (lo cual la inactiva y reduce la
sintesis de malonil-CoA indispensable para el inicio de la lipogénesis) y de la cinasa
AMPK, la cual a su vez es clave en el control de la sintesis de lipidos fosforilando e
inactivando a la ACC 1. La cinasa AMPK esta relacionada de manera importante en
varias enfermedades asociadas al sindrome metabdlico (Viollet etal., 2006).
Ademas, Aguilera y colaboradores encontraron que la suplementacién con biotina en
ratones sanos disminuyo la concentracion de acidos grasos libres en suero (Boone
et al., 2015), los cuales pueden ser captados por el higado y servir de sustratos para
la esterificacion (Aguilera et al., 2013), por lo que al disminuir contribuyen a una
reduccion en la concentracion de triglicéridos. También Larrieta demostré que la

suplementacion con biotina en ratones sanos reduce el mRNA de genes

79



relacionados con la sintesis de lipidos tanto en el tejido adiposo, como en el higado
(Larrieta et al., 2010). De esta manera, el tratamiento farmacologico con biotina en
un modelo de sindrome metabdlico tiene un efecto hipolipemiante al disminuir el flujo
de acidos grasos hacia el higado e inhibir la lipogénesis hepatica y en consecuencia
la esteatosis hepatica.

Los parametros de la funcion hepatica (ALT, AST y LDH) en las ratas tratadas
con fructosa tuvieron valores superiores, lo que indica la posible alteracion en la
membrana plasmatica de los hepatocitos, lo cual provoca una salida de estas
enzimas a los fluidos extracelulares y son indicativas de esteatosis hepatica. En el
grupo Biotina no hubo cambios en los valores de las transaminasas, lo cual también
reportaron Riveron y colaboradores donde observaron que la suplementacion con
biotina en ratones sanos, no modificd los valores de las transaminasas (Riveron
et al., 2016). Sin embargo, en nuestros resultados se observé una disminucion en el
grupo Fructosa-Biotina, lo cual coincidié con lo reportado por otros autores, tanto en
ratones diabéticos (Aldahmash et al., 2015), como en ratas diabéticas y alimentadas
con una dieta alta en grasa (Sahin et al., 2013), donde observaron una disminucion
en las transaminasas en los animales tratados con biotina. Lo que indicaria que la
biotina restablece el desbalance metabdlico en el higado en modelos diabéticos y
por primera vez se demuestra que también en un modelo de sindrome metabdlico.

En la lipoperoxidacion hepatica no observamos cambios en el grupo Biotina
con respecto al Control. Riveron y colaboradores tampoco observaron cambios en
los valores de estrés oxidativo en ratones sanos tratados con biotina (Riveron et al.,
2016). Por el contrario, en el grupo Fructosa-pbs se observd un marcado aumento
en la lipoperoxidacion hepatica, mientras que cuando fueron tratadas con biotina
(grupo Fructosa-biotina) hubo una hasta llegar a valores parecidos a los de los
grupos Control y Biotina. Se ha reportado que el consumo crénico de fructosa
provoca un incremento en la lipoperoxidacion hepatica, ya que una de las enzimas
claves en el metabolismo de la fructosa es la fructoquinasa |, que a diferencia de la
glucocinasa, es especifica para la fructosa y no es retro inhibida por el producto, de
tal manera que la fosforilacion de concentraciones elevadas de fructosa en el higado

puede agotar el ATP, lo que a su vez puede inducir lipoperoxidacion lipidica,
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inflamacion y dafo hepatico (Tappy etal, 2010). Ademas, la hiperglicemia
contribuye a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual causa
dafo celular de muchas maneras (Aldahmash et al., 2016). Por lo tanto, al ser
inhibida la lipogénesis, la gluconeogénesis y mejorar la sensibilidad a insulina por la
biotina, provoca un decremento en la formacion de especies reactivas de oxigeno
que contribuyen a la lipoperoxidacion en el grupo alimentado con fructosa.

El ON media multiples efectos biolégicos de los sistemas cardiovascular,
inmunitario, nervioso, reproductor y neurotransmisor atipico, pero también se ha
descubierto que regula funciones biolégicas del metabolismo. La via de sefializaciéon
ON/GCs/GMPc media efectos reguladores clave de enzimas de la sintesis y
oxidacion de acidos grasos en el higado, entre ellas ACC que parecen depender de
activacion de PKG (V. J. Garcia et al., 2003). También se ha demostrado que una
baja concentracion de ON puede ser uno de los factores que provocan
hiperlipidemia, decremento del aclaramiento de las lipoproteinas, ateroesclerosis y
problemas de hipertension y de forma inversa valores altos de ON disminuyeron la
hiperlipidemia (Baylis et al., 1992; Khedara et al., 1996). De los resultados obtenidos
se observd que concuerdan con lo sefialado anteriormente, el ON se vio
incrementado en los grupos tratados con biotina (Biotina y Fructosa-biotina), ademas
estos mismos grupos tienen valores disminuidos de lipidos. También se observo que
los grupos no tratados con biotina (Control y Fructosa-pbs), tienen valores bajos de
ON vy valores altos de lipidos, con lo anterior se demostré ademas que la biotina
aumento los valores de ON. Se ha comprobado que el ON activa la enzima GCs
uniéndose al grupo hemo alterando su conformaciéon y aumentando su catalisis
(Ignarro,1990), esta enzima a su vez cataliza la formacion de GMPc. Por otra parte,
se ha propuesto que la biotina podria estar ejerciendo la capacidad de activar GCs
que desencadena en el mecanismo de sefalizacion a través de la via
GC/GMPc/PKG (Vilches et al., 2005) y por lo tanto se deba el aumento del ON.
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9.-CONCLUSIONES

1. Se estandarizé un modelo de sindrome metabdlico con esteatosis hepatica en
ratas alimentas con fructosa al 15 %.

2. La administracion de biotina diariamente durante un mes disminuyo los valores
de glucosa en ayuno y postprandial a valores normales en ratas con sindrome
metabalico.

3. La biotina redujo la concentracion en suero de triglicéridos, colesterol, LDL y
VLDL, y aumento la concentracion de HDL en ratas con sindrome metabdlico.

4. La biotina disminuyo las concentraciones de triglicéridos y colesterol hepatico.
en ratas con sindrome metabdlico.

5. La biotina disminuyé las concentraciones séricas de acido urico, amino lactato
transaminasa (ALT), amino aspartato transaminasa (AST), deshidrogenasa
lactica (DHL), fosfatasa alcalina (FA) y gama glutamil transferasa (GGT), en
ratas con sindrome metabdlico.

6. La biotina redujo el estrés oxidativo hepatico en ratas alimentadas con

fructosa.
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11. -ANEXOS

Articulo publicado con algunos datos obtenidos de la presente tesis.
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