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1. ABSTRACT

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is increasing worldwide and has been
linked to the increase in the prevalence of obesity and the premature development of
metabolic syndrome (MS). This pathology has been considered as the hepatic
manifestation of the MS as well as the manifestation of underlying alterations of lipid
metabolism. Niacin is used clinically as a lipid lowering agent in dyslipidemias; recent
studies have shown antioxidant, antifibrogenic and anti-inflammatory properties related
to niacin. In this study, the effects of niacin were evaluated in an experimental model of
fatty liver disease induced by a western diet in Wistar rats. The western diet (WD)
consisted of a high fat diet as well as a 20% fructose drink which were administered for
an 18 week period. Niacin was administered daily per os simultaneously in one of the
groups at a dose of 50 mg/kg. At the end of treatment, the activity of liver enzymes
alanine aminotransferase (ALT) and gamma-glutamyltranspeptidase (y-GTP) were
determined in plasma. The lipid profile (triglycerides (TG), total cholesterol (TC), HDL-C
and LDL-C) was evaluated. In liver, oxidative stress markers were determined by
glutathione quantification (GSH) and malondialdehyde (MDA) levels. Also, the content
of collagen and glycogen in the liver were evaluated to assess the biosynthetic capacity
of the organ. A histopathological study was performed through hematoxylin and eosin
(H & E) stain. TGF- expression was determined by western blot. The administration of
niacin associated with a WD revealed a significant reduction in total body weight, as
well as attenuation of liver damage due to the decrease in the activity of liver enzymes.
Likewise, a reduction in TC, LDL-C and TG and an increase in HDL-C were observed
compared to the WD group. In addition, niacin was able to prevent oxidative stress and
prevent overexpression of TGF-B. Histopathological analysis is consistent with the
biochemical and molecular findings. Our results show that in this model niacin prevents
the development of steatosis in the liver, thus delaying the development of NAFLD,
possibly due to its antioxidant properties but mainly due to its lipid lowering capacity.
The attenuation of the inflammatory process is evident when observing a decrease in
liver marker enzymes of damage. In addition, niacin diminished total body weight
probably by decreasing serum lipid levels. Other studies are necessary to elucidate the

anti-inflammatory mechanism and the abatement of disease progression.



2. RESUMEN

La enfermedad hepatica por higado graso no alcoholico (EHGNA) es cada vez
mas frecuente en todo el mundo, la cual se ha relacionado con el aumento en la
prevalencia de obesidad y el desarrollo prematuro del sindrome metabdlico (SM). Esta
patologia ha sido considerada como una manifestacion hepética relacionada al SM asi
como a las alteraciones subyacentes del metabolismo lipidico en el SM. La niacina
(NA) se utiliza clinicamente como agente hipolipemiante en dislipidemias; estudios
recientes sugieren propiedades antioxidantes, antifibrogénicas y antiinflamatorias de la
NA. En este estudio se evaluaron los efectos de la NA en un modelo experimental de
higado graso no alcohdlico inducido por una dieta occidental (DO) en ratas Wistar. La
DO consistia de una dieta alta en grasas asi como una bebida que contenia fructosa al
20% la cual fue administrada por un periodo de 18 semanas. La NA se administr6 de
manera simultanea en uno de los grupos diariamente por via oral en una dosis de
50mg/kg. Al término del tratamiento se determind en plasma la actividad de las enzimas
hepaticas: alanino aminotransferasa (ALT) y gama-glutamiltranspeptidasa (y-GTP). Se
evalué el perfil lipidico (triglicéridos (TG), colesterol total (CT), c-HDL y c-LDL). En
higado se determinaron marcadores de estrés oxidativo mediante la cuantificacion de
glutation (GSH) y los niveles de malondialdehido (MDA). También, en higado se evalu6
el contenido de colageno y glucégeno para valorar la capacidad biosintética del 6rgano.
Se realiz6 un estudio histopatoldégico mediante tincibn hematoxilina y eosina (H y E). Se
determind la expresion del TGF- por western blot. La administracion de NA asociado a
una DO mostré una reduccién significativa en el peso corporal total, asi como una
atenuacion del dafio por la disminucion de la actividad de las enzimas hepéticas. Asi
mismo se observo una reducciéon del CT, c-LDL y de TG, y un aumento de c-HDL.
Ademas, la NA fue capaz de prevenir el estrés oxidativo y prevenir la sobreexpresion
del TGF-B. El andlisis histopatologico concuerda con los hallazgos bioquimicos y
moleculares. Nuestros resultados muestran que en nuestro modelo la NA previene el
desarrollo de la esteatosis hepatica posiblemente por las propiedades antioxidantes
pero principalmente debido a su capacidad hipolipemiante. Es necesario realizar otros
estudios para elucidar el mecanismo antiinflamatorio y la diminucion en la progresion

de la enfermedad.



3. INTRODUCCION

3.1GENERALIDADES DEL HIGADO

El higado es el 6rgano intraperitoneal mas grande del cuerpo humano. Se
encuentra en la cavidad abdominal con un peso que puede alcanzar hasta 1,600 g. en
el adulto. Es vital para la conservacion de homeostasis del organismo y es considerado
una glandula mixta al llevar a cabo multiples funciones tales como: de sintesis (de
factores de coagulacion, bilis, colesterol, lipoproteinas), de reserva (de vitaminas,
hierro, glucégeno, sangre), metabolismo de xenobidticos (sustancias ajenas al
organismo), participacibn en la respuesta inmunoldgica, metabolismo de
macromoléculas (tales como carbohidratos y lipidos) y la secrecion de tales

sustancias.

El higado posee dos propiedades que lo hacen un 6rgano peculiar. La primera
de ellas es que es ampliamente perfundido al recibir doble irrigacion sanguinea, ya que
recibe sangre venosa rica en sustancias exodgenas, nutrimentales y hormonas por la
vena porta en un 60%-70% y sangre oxigenada por la arteria hepatica en un 30%-40%.
Ambas penetran a través del hilio hepatico, o porta hepatica, permitiendo la mezcla de
esta sangre y sus componentes en los sinusoides hepéaticos (Ekataksin, W. et al. 1999).
La segunda propiedad que caracteriza al higado es una capacidad regenerativa
extraordinaria la cual no se observa en otros 6rganos. Esto se hace evidente en el
modelo de hepatectomia parcial en roedores, donde dos tercios del higado es
removido; modelo util, popular y aceptado por multiples investigadores para el estudio
regenerativo del 6rgano que tipicamente requiere de tan solo 5-7 dias en la rata y el
ratbn (Michalopoulos, G.K. et al. 2010). Esto se debe al potencial proliferativo que

poseen las células propias del higado, los hepatocitos (Mao, Sa. et al. 2014).

3.2ARQUITECTURA DEL HIGADO

A pesar de que los hepatocitos son la célula del parénquima hepatico, la unidad

funcional del higado aun continla en debate, ya que se han propuesto mudltiples
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unidades diferentes entre bibliografias. No obstante, el estudio del higado es facilitado
a partir de la microarquitectura hepatica en modelos que toman como unidad
estructural clasica al lobulillo hepéatico (Saxena, R. et al. 1999). Destacan el modelo

lobular y acinar.
3.2.1 MODELO LOBULAR Y ACINAR

- Modelo lobular hexagonal clédsico: Este modelo establece al lobulillo
hepatico como unidad funcional, el cual es delimitado en su centro por la vena central o
vena hepdatica terminal (ramas de la vena hepatica) y en la periferia por vénulas
portales, lo cual divide a los hepatocitos en 2 zonas: centrilobular y periportal. Se le
otorga una forma hexagonal la cual no es real. Se encuentran de 50,000 a 100,000

lobulillos en el higado, con un diametro de 1-2mm. (Fig. 1).

- Modelo acinar “de Rappaport”: Este modelo se centra en las funciones
metabdlicas de los hepatocitos, en donde se identifican 3 zonas del parénquima
hepatico como resultado de su actividad metabodlica asi como del gradiente de
oxigenacion. Establece al acino hepatico como “la unidad hepatica microcirculatoria”,
delimitado en su centro por una vénula portal y en la periferia por 2 venas centrales
hepaticas. Fue propuesta inicialmente por Rappaport en 1950 (Rappaport, A.M., et al.
1954) (Figura 1).

Fig. 1. Estructura del modelo lobular y acinar.
CV: VENA CENTRAL, PV: VENULA PORTAL,
BD: CONDUCTO BILIAR. Imagen tomaday
modificada de: Robbins & Cotran, Pathologic
Basis of Disease, 9th Ed. Guyton and Hall,
Medical Physiology 12" Ed.




3.2.2 TIPOS CELULARES PRESENTES EN EL TEJIDO HEPATICO

El higado se compone por multiples células que llevan a cabo diversas
funciones. La distribucion cuantitativa de las células en el higado es conocida. Los
hepatocitos representan el 70% aproximadamente de las células presentes en el
organo. El resto es representado por células de Kupffer (15-25%), células endoteliales
sinusoidales (10-20%), células estelares (de Ito) (<5%) y células de pit (<5%) (Si-
Tayeb, K. et al. 2010).

- Células parenquimatosas

Los hepatocitos son células epiteliales poliédricas de 30 a 40 um de diametro; llevan
a cabo la mayoria de las funciones metabolicas del 6érgano. Para suplir sus humerosas
funciones, los hepatocitos contienen un gran niamero de mitocondrias, peroxisomas,
lisosomas, aparatos de Golgi y reticulos endoplasmico liso y rugoso (Muriel, P. 2017).
Los hepatocitos estan dispuestos en cordones o placas de alrededor de 2 células en
grosor que conectan a las diferentes zonas, desde los tractos portales a la vena
hepatica terminal. EI complejo formado por hepatocitos, capilar de la arteria hepatica,
capilar porta, conductillo biliar, vasos linfaticos y nervios, forman la llamada triada o

espacio porta (Ekataksin, W., y Kaneda, K., 1999).
- Sinusoides hepaticos

Los sinusoides hepaticos estan formados por células endoteliales fenestradas, las
cuales forman estructuras cilindricas de tan solo 1 célula de grosor. En la luz de los
capilares sinusoidales se mezcla sangre venosa y arterial derivada de la vena porta y la
arteria hepatica. Los sinusoides bafian a los hepatocitos en sus 2 caras y drenan en la
vena central (vena hepatica). La fenestracion permite el paso de sustancias del plasma
hacia el espacio de Disse. En condiciones normales no hay discontinuidad entre las

células endoteliales que no sean las fenestraciones (Muriel, P. 2017).

- El espacio de Disse y células estelares (de Ito)
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El espacio de Disse, también conocido como “espacio perisinusoidal’, es un espacio
delimitado entre las microvellosidades de los hepatocitos y las células endoteliales de
los sinusoides. Contienen a las células de Ito, células tipo miofibroblasto que en su
forma quiescente reciben este nombre y desempefian una funcion de reserva para
lipidos y regulacion de la homeostasis del acido retinoico (vitamina A) (Ito, T. 1973). Al
activarse posterior a multiples sefiales (citocinas y quimiocinas inflamatorias TNF, IL1-
B, TGF-B, PDGF, productos de peroxidacion lipidica provenientes de las células de
Kupffer, células endoteliales y apoptosis de hepatocitos), son capaces de migrar y
adquirir un fenotipo miofibroblastico, fundamental en el proceso fibrético del dafio
hepatico al participar en la sintesis, secrecion y degradacién de componentes de la
matriz extracelular (MEC) (Moreira R. K. 2007).

- Células de Kupffer

Las células de Kupffer son células macrofago residentes del higado derivadas del
sistema fagocitico mononuclear que se encuentran en los sinusoides hepéticos unidas
al endotelio en la cara luminal. Su principal funcion es fagocitar, detectar y presentar
patdgenos, endotoxinas, detritus celulares, microorganismos y sustancias foraneas,
eliminando estos compuestos y otras proteinas que ingresan desde la vena porta y la
circulacion arterial. Las células de Kupffer intervienen en el proceso inflamatorio
mediante su activacion, sintesis de citocinas y reclutamiento de otras células (Duarte,
N. et al. 2015).

- Células de Pit y linfocitos

Las células de Pit fueron inicialmente descritas en higado de rata en la década de
los setenta (Wisse, E. 1976), obteniendo su nombre por los granulos citoplasmaticos
caracteristicos que presentan. Son células “natural killer” del higado, o linfocitos
granulares, que se encuentran ancladas al endotelio del sinusoide hepatico y a células
de Kupffer, con capacidad de penetrar y migrar mediante pseudépodos a través de la
pared sinusoidal e interactuar con los microvellos de los hepatocitos. Son capaces de
producir factores inflamatorios y quimiocinas modulando la inflamacion y la inmunidad

del higado danado. Estas células son capaces de “espontdneamente” inducir apoptosis
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sin una activacion previa (Peng, H. et al, 2016). Se pueden encontrar otras células
linfociticas en el higado tales como linfocitos T, Natural Killer, Natural Killer T y células
dendriticas. Estas componen el sistema inmunologico del higado el cual participa en la
presentacion de antigenos, eliminacion o neutralizacion de antigenos y sustancias
foraneas que se extiendan al higado desde el intestino (Tiegs, G., & Lohse, A. W.
(2010).

4. DANO HEPATICO

4.1ETIOLOGIA DE DANO HEPATICO

Dado a las mdltiples funciones del higado y a su vasta irrigacion sanguinea, el
higado se encuentra expuesto a una gran variedad de agentes metabdlicos, toxicos,
microbianos, circulatorios y neoplasicos que predisponen al dafio hepatico. Entre las
mas importantes destacan: el abuso en el consumo del alcohol, infeccién por virus de
hepatitis B y C, enfermedades colestasicas y actualmente se le ha dado una mayor
importancia a los factores nutricionales (Sebastiani, G. et al. 2014) (Zhou, W. et al.
2014). La exposicion a los agentes previamente mencionados puede iniciar la

sefalizacion de dafio y de intento curativo y regenerativo en el higado.

4.2DANO AGUDO Y DANO CRONICO

El dafio hepatico puede clasificarse en agudo y crénico por lo siguiente: el dafio
agudo se caracteriza por la destruccién subita de un gran numero de hepatocitos
secundario a la presencia transitoria de un agente etioldgico. Por lo general, la
inflamacion y el dafio observado es autolimitado y raramente culmina en falla hepatica.
Hay remodelacion del tejido dafiado en un intento de compensacién y cicatrizacién con
cambios en la composicion de la matriz, los cuales son temporales, ya que la

arquitectura del higado es restaurada eventualmente (Sun, M., y Kisseleva, T. 2015).

El dafio hepatico cronico es caracterizado por la permanencia del estimulo

dafino que interrumpe de manera cronica la homeostasis del 6rgano, y aun si la
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destruccion de hepatocitos es menor, se inicia una respuesta inflamatoria crénica y la
acumulacion aumentada de tejido fibrético cicatricial que progresivamente reemplaza
al parénquima hepatico (Friedman, S.L. et al. 2008). Es el dafio hepatico crdnico

mayormente de nuestro interés en este estudio.

4.3FISIOPATOLOGIA DEL DANO HEPATICO CRONICO

El dafio hepético cronico se caracteriza histologica y quimicamente por cambios en
la composicion y un aumento severo en el contenido total de MEC, secundarios a la
desregulacion en la sintesis y protedlisis de la misma. La MEC regula mudltiples
funciones tales como brindar un soporte estructural a todas las células, adhesion,
migracion, diferenciacion y proliferacion. Estd formada por una red compleja de
proteinas y carbohidratos; en el higado sano las principales proteinas de la MEC son
colageno tipo I, Il, y elastina. La sintesis y protedlisis de la MEC es regulada por las
metaloproteinasas (MMPs; por sus siglas en inglés) y las enzimas inhibidoras de

metaloproteinasas (TIMPs; por sus siglas en inglés) (Duarte, S. et al. 2015).

Las MMPs, también llamadas matrixinas, son una familia de 24 endopeptidasas
dependientes de calcio y zinc capaces de degradar componentes colagenosos y no
colagenosos de la MEC, asi como de participar en la regulaciéon de la inflamacion. Se
pueden clasificar en 5 grupos segun la especificidad del substrato a degradar
(colagenasas, gelatinasas, matrilisinas, estromalisinas y las tipo-membranales) (Naim,
A., et al. 2017).

Su contraparte, las TIMPs, son una familia de 4 isoformas (TIMP-1,TIMP-2, TIMP-3 y
TIMP-4) capaces de regular las actividades proteoliticas de los MMPs al unirse a estas
de manera reversible y suprimir su actividad, inhibiendo asi la degradacion de la MEC
(Visse, R., y Nagase, H., 2003).

Las MMPs y TIMPs son sintetizadas por células que participan en el dafio hepatico
cronico. El dafio al hepatocito activa a la célula de Kupffer que secreta citocinas

profibrogénicas y proinflamatorias, resultando en la activacion de las células estelares
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(HSC; por sus siglas en inglés). Las HSC son fibroblastos que, al ser activados,
fenotipicamente se trans-diferencian en células tipo-miofibroblasto proliferativas y
adquieren la capacidad de expresar proteinas contractiles, tal como la a-SMA, vy
producir y secretar grandes cantidades de proteinas de la MEC y sus componentes,
entre estas, colagena tipo | y lll, asi como MMPs y TIMPs en diferentes marcos de
tiempo. TIMP-1 ha demostrado ser un regulador en la fibrogénesis hepatica; esta
enzima, ademas de promover el aumento en la sintesis y deposito de MEC al disminuir
la actividad de las colagenasas, inhibe la apoptosis de las HSC activadas, preservando

el proceso fibrogénico (Iredale, JP. et al. 1992).

Es debido a esto que se le atribuye un rol central a la HSC en el desarrollo de la
fibrosis hepatica al modificar la cantidad y la composicion de la MEC. Los hepatocitos,
asi mismo, sintetizan factores de crecimiento y MMPs, que amplifican la respuesta al
dafio (Gressner, OA. et al. 2008).

4.4FIBROSIS, CIRROSIS Y CARCINOMA HEPATOCELULAR (CHC)

Como se mencion6 anteriormente, el proceso fibrético es una respuesta de
intento curativo en forma de cicatrizacion al dafio hepatico e inflamacion crénica
caracterizado por el depdésito excesivo de MEC, la pérdida del nimero de hepatocitos
por reemplazo de MEC vy alteracion de la arquitectura del higado. Por lo general ésta
respuesta es observada a largo plazo y evoluciona durante décadas; la naturaleza lenta
en la progresion de la fibrosis se le atribuye a la gran capacidad regenerativa del
higado. La fibrosis es el mejor predictor de prondstico y mortalidad en la enfermedad
hepatica, ya que tiene el potencial de progresar a las complicaciones de la historia

natural de la enfermedad, tales como cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC).

La cirrosis es el estadio mas avanzado de fibrosis en la cual el tejido hepético
normal ha sido sustituido por tejido fibroso o cicatricial con formacion de nédulos y
septos, alteracion el flujo sanguineo del parénquima hepatico y disminucion de su
capacidad regenerativa, incapacitando al higado para ejercer sus funciones fisiolégicas

con alto riesgo de falla hepatica. En la mayoria de los casos es irreversible.
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La fibrosis y cirrosis aumentan el riesgo de progresion a CHC. ElI CHC es el
principal subtipo histolégico de tumores malignos hepaticos primarios, representando el
70-85% del total de los casos de cancer hepatico. El 75-90% de los casos de CHC se
desarrollan posterior a cirrosis secundaria a infecciones virales y alcohol (Baffy, G. et
al. 2012). Interesantemente, en un estudio la presencia de enfermedad por higado
graso no alcohdlico (EHGNA) fue el principal factor etiolégico para el desarrollo de
CHC, seguido por la presencia de diabetes mellitus tipo 2 (DMII) y virus de la hepatitis
C (VHC), respectivamente (Sanyal, A. et al. 2010). Esto sugiere que la presencia de
EHGNA, particularmente la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), en la presencia o
ausencia de cirrosis, promueve el desarrollo de CHC. La cirrosis y CHC tienen un
pobre prondstico con escasas opciones terapéuticas, colocando al trasplante hepatico

en ocasiones como unica opcion.

5. ENFERMEDAD POR HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO (EHGNA)

5.1EPIDEMIOLOGIA Y DEFINICION DE EHGNA, HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO
(HGNA) Y ESTEATOHEPATITIS NO ALCOHOLICA (EHNA)

La EHGNA se ha convertido en la enfermedad hepatica mas comun a nivel
mundial (Younossi, Z. et al. 2019) y la mas comun en paises de occidente con una
prevalencia que se estima varia del 20-30% Yy una mediana del 20% en la poblacion
adulta (Vernon, G. et al. 2011) (Berardis, S. et al. 2014). Afecta a una variedad de
grupos etarios; es la causa mas comun de enfermedad hepética en nifios en el mundo
desarrollado (Mencin, A. et al. 2011), siendo relativamente comidn en adolescentes
(Ayonrinde, O.T. et al. 2011), asociado a complicaciones en mujeres embarazadas
(Hagstrom H, et al. 2016) y encontrandose en mas de un tercio de pacientes de la

tercera edad, ya que parece aumentar con la edad (Koehler, EM. et al. 2012).

La EHGNA es un trastorno metabolico que se define por la presencia de una
infiltracion y acumulacién excesiva de lipidos en el higado (esteatosis hepatica) la cual

se hace evidente mediante métodos de imagen o por histologia, en individuos sin
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antecedente de abuso de alcohol (<30g/dia en hombres y <20g/dia en mujeres, o, <21
bebidas alcohdlicas/semana en hombres y <14 bebidas alcohdlicas/semana en mujeres
en un periodo de 2 afios considerando que una bebida alcohdlica contiene 14 g. de
alcohol) (National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism, NIH), sin presencia de
alguna otra enfermedad hepética, uso de farmacos o trastornos hereditarios causantes
de la acumulacion de grasa hepatica (Chalasani, N. et al. 2018)(Hashimoto, E. et al.
2015).

La EHGNA comprende un espectro de variables presentaciones las cuales se
pueden clasificar, tras hallazgos histoldgicos, en 2 principales entidades: higado graso
no alcohdlico (HGNA) o esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). EI HGNA se caracteriza
histol6égicamente por triglicéridos intracelulares visibles en 5% de los hepatocitos sin
evidencia de dafio hepatocelular manifestada en forma de balonizacion de hepatocitos
(degeneracién balonoide). En cambio, la EHNA se define histolégicamente por
esteatosis en =5% de los hepatocitos y la presencia de inflamacion (de ahi el sufijo
“itis”) y dafio hepatocelular (balonizacion, necroapoptosis) con o sin fibrosis (Kleiner,
D.E., et al. 2005)(Brunt, E.M., et al. 1999). A pesar de que el HGNA es un estado
generalmente benigno y potencialmente reversible, si el deposito de grasas persiste,
esta condicién tiene el potencial de progresar a EHNA; aproximadamente el 30%-40%
de los pacientes con HGNA desarrollan EHNA (Ekstedt, M. et al. 2006). Una vez que
los pacientes desarrollan EHNA, hasta el 50% podria desarrollar fibrosis avanzada
(Clark, J.M. et al. 2006). El riesgo de progresion de EHNA a cirrosis es estimado a ser
entre 21-26% en un periodo de 8 afios (Perumpail, BJ. et al. 2017) y la incidencia de
desarrollo de CHC relacionado con EHGNA ha ido en aumento (Baffy, G. et al. 2012),

volviéndose asi una condicidén eventualmente fatal.

5.2 EL SINDROME METABOLICO (SM) Y OBESIDAD COMO FACTORES DE
RIESGO PARA EL DESARROLLO DE EHGNA

Las enfermedades crénicas no transmisibles son la principal causa de muerte en el

mundo entero, representando el 70% de muertes a nivel mundial. Las enfermedades
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cardiovasculares, la diabetes y el cancer se encuentran entre las principales etiologias
(OMS). Distintos factores no-genéticos como la inactividad fisica, habitos nutricionales
y composiciones de la dieta, estrés cronico, y el estilo de vida se han implicado en la
aparicion y progresion de estas enfermedades y de otros factores de riesgo

metabdlicos, como la obesidad.

En la ultima década, México ha tenido un aumento significativo en la prevalencia de
obesidad en sus diferentes grupos etarios. La CDC en 2017 reporté una prevalencia
de obesidad en nifios (de 6-11 afios) en Estados Unidos de 18.4%, siendo ésta mayor
en raza hispanica (Hales, CM et al. 2017). Por otra parte, ENSANUT 2018 reporté una
prevalencia de obesidad en nifios (de 5-11 afos) de 17.5%, lo que comprueba el

problema en paises de occidente.

La World Obesity Federation, en su reporte 2020, categorizé a México dentro de los
primeros 6 paises con el mayor niumero de adultos que padecen de obesidad en el
mundo en 2016. Recientemente en 2017, la Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econdmicos (OCDE) declaro a México con la tasa mas alta de sobrepeso,
incluida la obesidad en adultos, obteniendo el 2do lugar a nivel mundial con 33%
(después de E.U.)(OECD, 2017). Asi mismo, ENSANUT 2018-19 report6 un porcentaje
de 74.8% de adultos de 20 afios 0 mas con sobrepeso y obesidad a nivel nacional. La
prevalencia nacional de sobrepeso fue de 39.5% y la de obesidad 35.3%, confirmando

un problema de salud publica en el pais.

La alta prevalencia de sobrepeso y obesidad, particularmente la abdominal, en la
poblacién mexicana predispone a la poblacién al desarrollo del SM con un aumento en
el riesgo al desarrollo de multiples enfermedades y complicaciones, entre éstas, la
EHGNA.

5.2.1 EL SINDROME METABOLICO (SM)

Recientemente la EHGNA se ha asociado al SM, denominandose como “la
manifestacion hepatica del SM”. En consecuencia, se le ha otorgado al SM como factor

de riesgo importante en el desarrollo de dafio hepatico cronico.
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El sindrome metabdlico se define por la presencia de 3 0 mas de las siguientes
caracteristicas: (1) obesidad abdominal (circunferencia abdominal (>102 cm en
hombres y >88 cm en mujeres), (2) hipertrigliceridemia (>150 mg/dL), (3) disminucion
niveles de c-HDL <40 mg/dL en hombres, <60mg/dL en mujeres), (4) hipertension
arterial sistémica, >130/80 mm/Hg) e (5) hiperglucemia (> 110 mg/dL en ayuno) (ATP
111, 2001).

5.2.2 LA OBESIDAD

La obesidad es considerada un estado cronico inflamatorio de bajo grado. Esto
se debe a que el tejido adiposo contiene adipocitos y macréfagos principalmente, que
ademas de almacenar energia en forma de triacilgliceroles, secretan una variedad de
moléculas que regulan la sensibilidad a la insulina, la presion arterial, el apetito, la
inmunidad y la reproduccion, actuando como una glandula endocrina. El aumento en la
acumulacion de grasa en el tejido adiposo produce hipertrofia del adipocito y un limite
de almacenamiento de lipidos que resulta en un tejido adiposo disfuncional y la
iniciacion de la cascada inflamatoria mediante la sintesis de citocinas pro-inflamatorias
tales como IL-6 (Interleucina 6), TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral alfa) y MCP-1
(Proteina Quimioatrayente de Monocitos), asi como la desregulacién en la sintesis y

secrecion de adipocinas (ver “adipocinas”) (Balogun, K.A., et al. 2016).

El TNF-a e IL-6 son consideradas eslabones entre la esteatosis, obesidad,
resistencia a la insulinay la EHGNA. El TNF-a es sobreproducida por tejido adiposo y
muscular en humanos y modelos roedores obesos. Los niveles aumentados de TNF-a
en suero y en higado se han correlacionado con la actividad de EHGNA medidos por
parametros histologicos asi como en el desarrollo de resistencia a la insulina. TNF-a
tiene el potencial de activar sefializacién proapoptética o antiapoptética, que conducen
a la activacibn de NF-kB en hepatocitos bajo condiciones de estrés oxidativo,
promoviendo la resistencia a la insulina y regulando la inflamacién y la produccion de
citocinas entre otras cosas. Ademas, TNF-a antagoniza la citocina antiinflamatoria

adiponectina (ver “adipocinas”) (Duarte, N. et al. 2015).
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El tejido adiposo visceral de individuos obesos secretan grandes cantidades de
IL-6; esto se asocia a niveles aumentados de esta citocina en plasma, inflamacion y
fibrosis hepatica en pacientes con EHGNA (Duarte, N. et al. 2015). La expresion de IL-
6 regula asi mismo la resistencia a la insulina al aumentar la lipogénesis de novo (DNL;

de novo lipogénesis) y un aumento en SREBP-1c (Meli, R. et al. 2014).
5.2.2.1 ADIPOCINAS

Ademas de la liberacién de acidos grasos y la sintesis de las citocinas pro-
inflamatorias antes mencionadas, el adipocito también produce y libera adipocinas
(adipocitocinas), hormonas estructuralmente similares a citocinas, con propiedades
anti- o pro-inflamatorias. Inicialmente ejercen una funcion anti-lipotoxica con el fin
proteger a otros tejidos de los efectos citotdxicos de las altas concentraciones de
acidos grasos. Sin embargo, en la obesidad y la EHGNA se ha identificado la
desregulacion en la liberacion y las concentraciones de estas adipocinas, con un
desequilibrio a favor de un estado proinflamatorio que contribuye a los trastornos
metabdlicos e inflamacion sistémica. Entre las principales adipocinas destacan la

adiponectina y la leptina.
- Adiponectina

La adiponectina es una hormona peptidica, producida principalmente por
adipocitos. Es la adipocina mas abundante en suero humano y es categorizada como
una adipocina anti-inflamatoria ya que sus niveles se han correlacionado inversamente
con el IMC, en individuos con SM, EHGNA y en estados elevados de estrés oxidativo
(Bugianesi, E. et al. 2005). La adiponectina sensibiliza a las células a la insulina,
promueve la oxidacion de acidos grasos y posee propiedades antiinflamatorias, al
parecer al inhibir la produccion de TNF-a, IL-6 e IL-18 al bloquear la activacion de NF-
kB y al estimular la liberacion de IL-10, al promover el cambio fenotipico de las células
de Kupffer activadas, suprimir la activacion de las células hepaticas estelares y al
disminuir el contenido intrahepatico de triglicéridos asi como la atenuacion de

peroxidacion lipidica y estrés oxidativo (Gatselis, N.K., et al. 2014).
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Los ratones knockout con delecion del gen de adiponectina que consumen una
dieta alta en grasas desarrollan esteatosis hepatica, asi como un aumento en la
expresion hepatica de TNF-a. EI mecanismo por el que esto sucede es dado al
aumento inicial en la produccion de TNF-a por las células de Kupffer. Esta citocina
induce resistencia a la insulina, al inhibir la fosforilacion de tirosina del receptor IRS-1
(del ingles “insulin receptor substrate-1”) (Asano, T. et al. 2009). La resistencia a la
insulina promueve la lipdlisis y el aumento del depdésito de &cidos grasos libres al
higado, propiciando un ciclo vicioso en la aberracion del metabolismo de lipidos y
carbohidratos que culminan en esteatosis. Otro modelo animal reporté que el aumento
de adiponectina contrarrestra la expresion genética de la enzima acetil-CoA carboxilasa
hepatica (ACC) y la actividad de la enzima acido graso sintasa (“FAS” por sus siglas en
ingles) (Liu, L. et al.. 2016); ambas enzimas participan en la sintesis de acidos grasos

intrahepaticos, disminuyendo asi, la esteatosis hepatica.
- Laleptina

Los niveles de leptina aumentan en la obesidad y es reconocida como una
adipocina pro-inflamatoria, ya que la leptina aumenta la produccion de citocinas tales
como IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a, entre otros. Ademas induce la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en macrofagos y células endoteliales. Esta adipocina
interactla directamente con la células hepaticas estelares y estimula la produccién de
colageno (tipo 1), provocando la evolucion y progresion de la fibrosis hepatica (Saxena,
N.K., et al. 2002). Esto se debe al aumento directo de la produccion de TIMP-1 por la
leptina; se han intentado explicar multiples mecanismos, entre estos, mediante la via de
sefalizacion de transductor de sefial y activador de transcripcién JAK/STAT (del inglés
“Janus kinase”) (Lin, S. et al. 2006).

5.3FISIOPATOLOGIA DE EHGNA
5.3.1 HIPOTESIS DE “DOBLE ATAQUE”Y “ATAQUES MULTIPLES
PARALELOS”
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La acumulacion de grasas en los hepatocitos es resultado de una acumulacion
ectopica de grasa, dado a un limite de almacenamiento y disfuncion del tejido adiposo
(ver seccion “Obesidad”) y la incapacidad del higado al almacenamiento masivo de

grasas a pesar de su participacion en la movilizacién de lipidos y su metabolismo.

En 1981, Ludwig at al. (Ludwig, J., et al., 1980) inicialmente describi6 a la
esteatohepatitis como la manifestacion de trastornos del metabolismo de acidos grasos
y de dafio al hepatocito de multiples etiologias. Su definicion hoy en dia se encuentra
lejos de ser obsoleta ya que la patogénesis de la EHGNA ha mostrado ser sumamente
compleja e incorpora la disfuncion del metabolismo lipidico. Fue posteriormente
propuesta la “hipotesis de dos golpes” (en inglés “two-hit hypothesis”), que describe a la
esteatosis hepatica como un primer ataque secundario a alteraciones metabdlicas
(tales como resistencia a la insulina, hiperglucemia e hiperlipidemia). El segundo
ataque describe la progresion a EHNA secundario a estrés celular tal como estrés

oxidativo y apoptosis (Day, C.P., et al. 1998).

Sin embargo el reconocimiento de la participacibn de vias moleculares
adicionales, cambios en la estructura de organelos celulares y el desarrollo paralelo de
componentes del SM, son algunos de los factores que se han reconocido como
importantes mecanismos iniciadores y de progresién en la enfermedad. Esto ha dado
mayor aprobacion a la nueva “hipotesis de ataques multiples y paralelos” (Buzzetti, E.,
et al. 2016), que intenta explicar la fuerte asociacién que hay entre la EHGNA vy la
obesidad, el aumento de tejido adiposo, una mayor liberacion de acidos grasos y
triglicéridos que, acoplado a un consumo excesivo de grasas y azucar en la dieta, lleva
a una alteracion en el metabolismo de lipidos y glucosa, en la tasa de ingreso y egreso
de acidos grasos, resultando en una acumulacién ectépica de lipidos en el higado y
otros tejidos no-adiposos, dando lugar al desarrollo de la esteatosis caracteristica de la
EHGNA (Fabbrini, E., et al. 2010) (Kawano, Y. et al. 2013).

A pesar de que esta hipotesis intenta explicar la complejidad de la enfermedad,
es claro que la progresion de la EHGNA se debe a la presencia de esteatosis, estrés

oxidativo e inflamacién, que participan en un ciclo vicioso (Cobbina, E. et al. 2018).
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5.3.2 ESTRES OXIDATIVO EN LA EHGNA

El estrés oxidativo (EO) es considerado un factor fundamental en el desarrollo y
establecimiento de la enfermedad hepatica. ElI EO indica una situacion de desequilibrio
(de aqui deriva el término empleado “estrés”) en la cual la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ERO o ROS, del inglés “reactive oxygen species”) supera los
mecanismos de defensa antioxidante del organismo. Las ERO son compuestos
inestables con un tiempo de vida muy corto y altamente reactivos al actuar como
radicales libres, es decir, con capacidad de acomodar o donar electrones. Entre las
ERO principales se encuentran los radicales superéxido (O™), hidroxilo (OH"), peroxido
de hidrogeno (H,O-; no un radical estrictamente) y productos aldehidos como 4-hidroxi-
2-nonenal (4-HNE). Para antagonizar este sistema y mantener un balance de o6xido-
reduccion, el cuerpo humano cuenta con un sistema antioxidante. Este sistema incluye
enzimas y moléculas no enzimaticas que actian mediante la eliminacion y/o la
prevencién de la formacion de ERO (Figura 2). Entre las moléculas antioxidantes

destaca el glutation (GSH).

Las ERO se consideran hepatotoxicas por su potencial para reaccionar con la
mayoria de las macromoléculas celulares, al causar modificaciones postraduccionales
de las proteinas, dafio al ADN y la induccion de reacciones de peroxidacion lipidica que
dan lugar a la destruccién de las membranas biol6gicas y la generacién de mas ERO
por los hepatocitos, células estelares, células de Kupffer y otras células inflamatorias
capaces de iniciar la sefializacion que promueve la fibrogenesis. Asi mismo se ha
reconocido la participacion de organelos en el desarrollo de EO y en la fisiopatologia de
la EHGNA, vya que la disfuncibn mitocondrial, el estrés del reticulo endoplasmico
rugoso y la cadena respiratoria mitocondrial son fuentes de ERO y del desequilibrio
redox (Mari M, et al. 2006; Sunny, N.E., et al. 2011).
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5.3.3 LIPOTOXICIDAD

Normalmente, los &cidos grasos son almacenados en tejido adiposo en forma de
triglicéridos. La acumulacién aumentada de grasa en este tejido induce hipertrofia de
adipocitos y una limitacion al almacenamiento adicional de lipidos. En un intento de
compensacion, el almacenamiento es iniciado por el higado y el musculo esquelético;
sin embargo esto es considerado ectopico ya que no es la funcion principal de estos
organos, causando dafio y la activacion de mediadores inflamatorios (Balogun, K.A., et
al. 2016).

La lipotoxicidad se refiere a los efectos dafiinos de los lipidos y sus derivados
sobre las células y organelos (principalmente mitocondria y reticulo endoplasmico)
mediante la generacion de ERO. Al generarse y propagarse, estos radicales llevan a la
destruccion de la membrana lipidica en hepatocitos, células estelares, células de

Kupffer y otras células inflamatorias, produciendo una variedad de productos
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intermedios en un proceso llamado peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion (Mari, M., et
al. 2006). Entre los principales productos intermedios se encuentra el malondialdehido
(MDA). EI MDA se utiliza ampliamente mediante su cuantificacibon y métodos
colorimétricos para indicar la extension de peroxidacion lipidica y dafio oxidativo en
tejidos.

Es conocido que ciertos lipidos pueden ser dafinos para los hepatocitos, entre
estos se encuentran los acidos grasos libres, triglicéridos y colesterol libre. Creciente
evidencia ha demostrado que el tipo de acido graso libre es de mayor importancia que
la cantidad, con respecto al desarrollo de dafio celular, generacion de ERO y muerte
celular (McClain, C.J., et al. 2007)(Guturu y Duchini, 2012). Esto es particularmente
cierto para los acidos grasos saturados (AGS) de cadena larga palmitato (C16: 0) y
estearato (C18: 0), que son abundantes en grasa animal, productos lacteos y se
producen en el higado a partir del azucar dietético (Duwaerts, C.C., et al. 2015). La
relacion (AGS/AGMI) (AGMI: acidos grasos monoinsaturados) determina el nivel de
dafio en los hepatocitos. Las dietas altas en grasas y altas en carbohidratos tienen un
vasto componente de (AGS), con una relacion AGS/AGMI més alta, critica para la
progresion de la EHGNA (Rizki, G., et al. 2006)(Su, X. et al. 2009). Esto se correlaciona

con los datos obtenidos de las dietas altas en grasas.

Uno los mecanismos que explican la lipotoxicidad y lipoapoptosis inducida por
los &cidos grasos libres y AGS es mediante la activacion de la proteina quinasa N-
terminal c-Jun (JNK) en los hepatocitos, que sensibiliza a las células a la toxicidad y
muerte celular mediada por TNF-a (Nakamura, T. et al. 2010). La activacion sostenida
de JNK es mediada por el aumento en los niveles intracelulares de Bim y activacion de
Bax, asi como la modulacién en la familia de proteinas Bcl-2, que llevan a una
permeabilizacién de la mitocondria, generacion excesiva de ERO y EO, liberacién de
citocromo c, y activacién de caspasas finalizando en muerte celular (Malhi, H., et al.
2006) (Figura 3). Asi mismo, la formacion de metabolitos lipidicos toxicos tales como
ceramidas y diacilglicerol, resultan en disfuncién mitocondrial. Los AGS han mostrado
inducir a la activacion sostenida de JNK, por lo que son considerados mas téxicos que

los acidos grasos monoinsaturados (Malhi, H. y Gores, G.J. 2008).
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Figura 3. Mecanismo de lipotoxicidad y lipoapoptosis inducida por
acidos grasos libres en el hepatocito. AGL: acidos grasos libres. AGS:
acidos grasos saturados. JNK: proteina quinasa N-terminal c-Jun . R.E.

reticulo endoplasmico. Imagen tomada y modificada de: M. Mota, 2016.

Asi mismo se ha demostrado que una dieta alta en grasas y ciertos lipidos
citotoxicos son capaces de estimular la activacién de la proteina quinasa C (PKC), que
mediante la regulacién a la alza del factor de transcripcion regulador de la adipogénesis
(C/EBPB), aumenta la expresion de DGAT2 y de la esteatosis (ver “la niacina en la
enfermedad hepatica) (Schroeder-Gloecker, J.M., et al. 2007) (Millward, C.A., et al.
2007).

5.3.4 INFLAMACION

El proceso inflamatorio en etapas tempranas posterior al dafio hepatico tiene la
intencién de ser benéfica como parte de un mecanismo reparador. Sin embargo la

persistencia del estimulo sin una resolucion exitosa lleva a una respuesta inflamatoria
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nociva que resulta en la produccién continua de factores fibrogénicos, citocinas y
guimiocinas y el potencial avance hacia la fibrosis y la carcinogénesis (Meli, R., et al
2014).

Los acidos grasos, los hepatocitos y las células de Kupffer presentan un papel
importante en la generacion de esta respuesta inflamatoria aberrante en la EHGNA.
Las células de Kupffer son activadas mediante la fagocitosis de hepatocitos
apoptoéticos. Una vez activadas, estas células secretan citocinas inflamatorias,

enlazando el proceso de apoptosis al de inflamacion.

Se ha observado que dietas altas en grasas en modelos murinos llevan a un
aumento en la esteatosis, la expresion hepética de NF-kB y aumento en la expresion
de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-1B, TGF-f y TNF-a. Esto se correlaciona con
lo observado en humanos y se intenta explicar mediante el siguiente mecanismo: la
esteatosis macrovesicular y TG causan un aumento en la sefalizacion del factor de
transcripcion NF-kB mediante la activacion rio arriba de IKKB. La activacion de NF-kB
induce la produccion de mediadores proinflamatorios TNF-a, IL-6 e IL1B con el
posterior desequilibrio de adipoquinas, reclutamiento y activacion de células de kupffer,
amplificando el proceso inflamatorio (Cobbina, E., et al. 2017) (Cai et al., 2005;
Furukawa et al., 2004; Xu et al., 2003). Se le ha atribuido a la via candnica de la
inflamacion como el “mecanismo candénico” en la progresion de EHGNA, la conexion
con el proceso inflamatorio, la resistencia a la insulina y la progresion del cancer
observada en el CHC (Desterke, C., et al. 2019)

Por todo lo anterior se consideran a TNF-a, IL6 e IL1B como las principales
citocinas inflamatorias involucradas, tanto en humanos como en modelos animales, en
el desarrollo de EHGNA. Asi mismo, el TGF- es considerado clave en la iniciacion y
progresion de la fibrosis e inflamacion ya que esta citocina pro-inflamatoria se muestra
altamente expresada en el dafo y proceso fibrético hepatico. Esta citocina inhibe las
MMPs, que tienen como funcion inicial la degradacion de MEC, dando como resultado
un desbalance entre la génesis, la deposicion y la degradacion de MEC, promoviendo

asi el proceso fibrético.
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5.4DIAGNOSTICO CLINICO DE EHGNA

Actualmente el Consenso Mexicano de la Enfermedad por Higado Graso No
Alcohdlico a través de su guia clinica en 2019 recomienda pruebas de escrutinio en
pacientes con factores de riesgo para desarrollar EHGNA mediante ultrasonido
abdominal y/o pruebas de funcion hepéatica (AST, ALT, GGT y FA) con la finalidad de
un diagnéstico temprano de esteatosis (Bernal-Reyes, 2019). Sin embargo estas
pruebas son poco confiables para el diagnéstico preciso y se recomienda una biopsia
hepatica al igual que otras guias (AASLD, AGA, ACG, 2012) que consideran la biopsia
hepéatica y los hallazgos histol6gicos como el estandar de oro para el diagnostico, en
especial para el diagnostico de EHNA (Chalasani, N., et al. 2012).

Para otorgar el diagnéstico de EHGNA es necesario evidenciar la presencia de
esteatosis por métodos de imagen o por histologia, descartar el consumo significativo
de alcohol, asi como de alguna otra etiologia causante de esteatosis y/o de dafio

hepatico cronico (Chalasani N, et al., 2018).

La EHGNA aun se encuentra subdiagnésticada ya que la mayoria de los
médicos no realizan regularmente biopsia hepética para confirmar el diagnéstico. Un
estudio reciente utilizando una encuesta estandarizada confirmo que la mayoria de los
clinicos entrevistados no llevan a cabo de manera regular la biopsia hepatica para guiar
el tratamiento, concluyendo un pobre apego a las guias de practica establecidas para
EHGNA y EHNA. La biopsia hepatica parece realizarse cada vez con menos frecuencia
para la toma de decisiones terapéuticas con menos del 25% de los profesionales
encuestados requiriéndola para hacer el diagnostico de EHNA (Rinella, M.E., et al.
2016).

La biopsia hepética es crucial para el andlisis histol6gico y poder asi diferenciar
entre una simple esteatosis (HGNA) vy la esteatosis con inflamacion (EHNA). Solo es
necesario que la biopsia sea tefiida mediante técnica de hematoxilina y eosina (H y E)
y/o Tricrbmico de Masson, lo que hace este procedimiento relativamente facil y
accesible. Es importante conocer los diferentes sistemas de clasificacion que, mas que
otorgar un diagnostico, auxilia al clinico a establecer el grado de actividad y severidad

de la enfermedad para una posible accion terapéutica adecuada.
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5.4.1 ESCALA DE ESTADIFICACION PARA LA EHGNA

Existen multiples sistemas de clasificacion y de puntuacion histologica para
EHGNA. Se reconoce una mayor utilidad de estos en el area de la investigacion que
para un diagnéstico. Sin embargo, los puntajes altos se correlacionan con una mayor
frecuencia de diagnéstico de EHNA (Arab, J.P., et al. 2014). Inicialmente, Ludwig et al.
(1980) describieron las caracteristicas histopatoldgicas de la esteatohepatitis. Brunt et
al. en 1999 propusieron un primer sistema de clasificacion histologica para la
evaluacion semicuantitativa de las lesiones que reconocen a EHNA, mediante una
estadificacion. Sin embargo fue desarrollado para describir la esteatohepatitis y toda la
constelacion de caracteristicas mas que una particular, sin incorporar todos los
hallazgos que son posibles encontrar en todo el espectro de la EHGNA.

El Comité de patologia del NASH Clinical Research Network (NASH CRN),
patrocinado por el Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales
(NIDDK, 2002) en asociacion con Kleiner et at. (2005) modificaron esta estadificacion
inicial para validar un sistema dirigido a la comparacion y estadificacion de biopsias en
ensayos clinicos, haciéndolo util asimismo para la poblacién adulta y pediatrica,

conocido como puntaje histologico NAFLD Activity Score (NAS).

NAS incluye 14 caracteristicas histologicas, 4 de las cuales se evalian de
manera semicuantitativa: esteatosis (0-3), inflamacién lobular (0-2), balonizacién
hepatocelular (0-2) y fibrosis (0-4). Otras caracteristicas, no incluidas en el puntaje
NAS, se califican cualitativamente como presentes o ausentes (esteatosis
microvesicular, cuerpos acidéfilos, microgranulomas, lipogranulomas, macréfagos
pigmentados, megamitocondrias, cuerpos de mallory y nucleos glicogenados). De
manera practica, se construyé una escala de puntaje con los 3 parametros de mayor
significancia estadistica para obtener un puntaje de 0-8: esteatosis (0-3), inflamacién
lobular (0-3), y balonizacién (0-2).

La fibrosis, por ser una variable considerada irreversible, se evalla por separado
en una escala de 4 etapas (Arab, J.P., et al. 2014). Para el uso de la escala NAS
primeramente se debe dar el diagnéstico de EHNA (o, en su defecto, de higado graso

no diagnostico de EHNA), y posteriormente, NAS se utiliza para calificar la actividad. La
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escala NAS continua siendo de los principales sistemas de evaluacion semicuantitativa
de las lesiones de la EHGNA utilizadas en la actualidad. Otro sistema de evaluacion
reciente, el puntaje SAF (steatosis, activity and fibrosis) (Bedossa, P. et al. 2012) difiere
con el anterior en los objetivos iniciales ya que fue desarrollado para uso diagndstico
(aunque también se puede utilizar en estudios clinicos) (Chalasani, N., et al. 2018). Al
utilizar el puntaje SAF se disocia el grado de esteatosis, el grado de actividad y el
estadio de fibrosis en lugar de simplemente establecer la presencia o ausencia de
NASH (Bedossa, P., et al. 2012) .

5.5 TRATAMIENTO ACTUAL

Existe una creciente demanda por tratamiento médico a medida que aumentan
los pacientes con EHGNA. Las intervenciones al estilo de vida con cambios en la dieta
y el ejercicio fisico continban siendo la base del manejo asi como el tratamiento de
primera linea (Thoma, C., et al. 2012) y se han demostrado superiores en combinacién
gue al intento de una terapia farmacologica por si sola (Akyuz, F., et al. 2007). Estas
intervenciones tienen como principal finalidad la disminucion de peso, que ha
demostrado disminuir la resistencia a la insulina, el contenido de grasa intrahepatica asi
como cambios bioquimicos e histolégicos positivos en la enfermedad. Sin embargo, la
adherencia a las intervenciones en el estilo de vida es deficiente (Le, T.A. y Loomba, R.
2012).

En la actualidad no hay un agente farmacoldgico especifico que se considere la
base farmacoldgica del tratamiento de la EHGNA. Esto se debe parcialmente a la
necesidad de individualizar el tratamiento inicial otorgado a cada paciente,
considerando las condiciones metabdlicas y comorbilidades asociadas (tales como
obesidad, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, DMII, dislipidemia e
hipertension), resultando por lo general en polifarmacia. Asimismo, la cronicidad de la
enfermedad va acompafada de un tratamiento a largo plazo, que reta a los estudios
clinicos para resultados significativos.

Las guias actuales para el diagnostico y tratamiento de EHGNA sugieren que el

intento de una terapia farmacoldgica efectiva debe limitarse a aquellos con
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esteatohepatitis confirmada por puncidn hepatica (Starley, B.Q, et al. 2010) (Bernal-
Reyes, 2019), que muestren un estadio avanzado y progresivo (fibrosis septal) y ante la
presencia de comorbilidades que funcionan como factores de potencial progresion
(edad >50 afos, DMII, SM, alteraciones hepaticas bioquimicas). Muchos de los
farmacos estudiados son farmacos utilizados en DMIIl, sin embargo los efectos
adversos y la falta de evidencia limitan el uso y la indicacién de estos farmacos para la
EHGNA ademas de la falta de evidencia del uso de estos a largo plazo.

Actualmente, en las diversas guias del diagnostico, manejo y tratamiento de la
EHGNA se recomienda reducir el consumo de bebidas con alto contenido de fructosa y

de alimentos altos en grasas.

5.5.1 ANTIOXIDANTES

Algunos de los farmacos estudiados para el posible tratamiento de EHGNA
comparten una caracteristica; esto es su propiedad antioxidante. Los antioxidantes
naturales y sintéticos han mostrado efectos preventivos y de tratamiento de
enfermedades hepéticas al disminuir el estrés oxidativo, al proteger las estructuras
celulares de los radicales libres y los productos reactivos de la lipoperoxidacion, asi

como reversion del agotamiento de los antioxidantes endoégenos (Arauz, J., et al. 2016).

La vitamina E (a tocopherol) (VE), es el principal antioxidante liposoluble en el
cuerpo humano; este atrapa radicales peroxilo y disminuye su propagacion en el
proceso de lipoperoxidacion y protege a los &cidos grasos poliinsaturados de la
membrana (Raederstorff, D., et al. 2015). Sus niveles plasméaticos se han reportado
bajos en pacientes con EHNA (Erhardt, A. et al. 2011). Mdltiples ensayos han
estudiado el beneficio del tratamiento con VE al demostrar mejoria histolégica
significativa y mejoria en la esteatosis e inflamacién, en comparacién con placebo y
otros grupos de tratamiento (Fukui, A. et al. 2015) (Lavine, J.E. et al. 2011) (Sanyal,
A.J. et al. 2010). La VE es una opcion terapéutica que se ha considerado en multiples

guias como un acercamiento al tratamiento farmacologico; la AASLD la recomienda en
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una dosis diaria de 800IU/d como primera linea farmacoldgica una vez diagnosticada la
EHNA.

Inicialmente tuvo controversia este tratamiento por un aumento en tasas de
mortalidad sin embargo estudios recientes han mostrado que el tratamiento a largo
plazo con VE no tiene efectos en la mortalidad por dafio hepatico crénico (Bjelakovic,
G. etal. 2007) (Lai, G.Y. et al. 2014) (Abner, E.L. et al. 2011).

A pesar de esto el efecto es variable y la evidencia para aprobarlo como
medicamento para la EHGNA es insuficiente (Baran, B. y Akyuz, F., 2014). Debe
evitarse en pacientes con DMIl y riesgo cardiovascular hasta contar con datos

suficientes de su uso a largo plazo y que su seguridad sean establecidos.

Entre otros antioxidantes se encuentran la vitamina C, el resveratrol y la cafeina
(Oliveira, C.P., et al. 2003). El interés en el estudio de la cafeina surgi6 tras la
atribucion de efectos antifibrogénicos, antiinflamatorios y antioxidantes ante el consumo
de café el cual es una mezcla de mas de un millar de compuestos con mdultiples
sustancias bioactivas. En un intento de atribuir estas propiedades a alguno de los
compuestos, se estudié la cafeina al ser el principal componente, y se demostré la
reduccion de los niveles de enzimas hepaticas tras la administracion crénica de cafeina
y la prevencion del desarrollo de fibrosis y cirrosis en modelos experimentales de dafio
hepatico en ratas (Arauz, J., et al. 2013) (Arauz, J., et al. 2014) asi como una
disminucién en el desarrollo de cirrosis y hepatocarcinoma en pacientes que cursan
con enfermedades hepaticas (Liu, F. et al. 2015) (Barros, R.K. et al. 2016). Entre otros
componentes del café se encuentra la niacina y de aqui surge el interés en estudiar

este componente y sus efectos.

Adicionalmente, la mayoria de los farmacos antioxidantes estudiados para la
reversion y/o prevencion de la EHGNA tienen efectos orientados en el estadio de
EHNA o fibrosis. Consideramos que un farmaco con accion en el primer estadio, la

esteatosis, puede ser un farmaco prometedor.
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6. LA NIACINA EN LA ENFERMEDAD HEPATICA

6.1 GENERALIDADES Y MECANISMO DE ACCION

La niacina (NA), también conocida como vitamina B3 y/o acido nicotinico, es una
vitamina hidrosoluble. Otras formas de esta vitamina incluyen a la niacinamida
(nicotinamida). La NA es convertida en el cuerpo biosintéticamente a NAD+, la cual es
reconocida como coenzima para la transferencia de enzimas esenciales en reacciones
catabdlicas productoras de energia, tal como la degradacion de carbohidratos, grasas,

proteinas y alcohol (Sauve, A.A., 2008).

Ademas de ser un nutriente, la NA se ha utilizado en el tratamiento de
esquizofrenia, diabetes tipo |, pelagra, psoriasis, como suplemento dietético en
alimentos y en cosméticos. Actualmente su uso se limita en la clinica como agente
hipolipemiante en el tratamiento de dislipidemias asociadas a enfermedad
cardiovascular, teniendo como indicacion el tratamiento de hiperlipidemia tipo IVy V' y
de manera mas habitual, el aumento intencionado del c-HDL (Lamon-Fava, S. et al,
2008) (van der Hoorn, J.W., et al., 2008). Ante el mecanismo de accién de la niacina se
reconoce su capacidad de inhibir la lipdlisis y disminuir la sintesis hepatica de
triglicéridos, VLDL y c-LDL, asi como de mejorar la funcion endotelial como efecto

benéfico pleiotropico (Stach, K., et al 2012).

La niacina inhibe la lipdlisis en tejido adiposo como agonista activador del receptor
GPR109A en adipocitos (Figura 4). Este receptor (también conocido como HCA.,
HM74a, PUMA-G) acoplado a proteina Gi, inicia una cascada de sefalizacion que
resulta en la inhibicion de la enzima adenilil ciclasa (AC) y disminucién de los niveles
del segundo mensajero adenosin monofosfato ciclico (CAMP). Esto tiene como efecto
la disminucion de la actividad de la proteina cinasa A (PKA) dependiente de cCAMP, que
mediante una fosforilacion, disminuye la actividad de la lipasa sensible a hormonas
(HSL). Consecuentemente, se reduce la hidrolisis de triglicéridos a acidos grasos libres
(AGL) vy dlicerol, resultando en menores concentraciones de AGL en sangre
(Offermanns, S., 2006). La disminucion de AGL priva al higado de la sintesis de

triglicéridos intrahepaticos, resultando en menor esteatosis y sintesis de VLDL y LDL.
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Figura 4. Efectos farmacoldgicos del acido nicotinico. La activacion del

receptor GPR109A en adipocitos induce una inhibicion mediada por Gi de la
actividad de adenilil ciclasa (AC), resultando en la disminucién de los niveles de
cAMP. cAMP activa a la proteina cinasa A (PKA), que normalmente aumenta la
lipdlisis mediante la fosforilacion de mudltiples proteinas, incluida la lipasa
sensible a hormonas (HSL). La inhibicion de esta via tiene un efecto antilipolitico
mediante la disminucién en la liberacién de &cidos grasos libres (AGL) que
resulta en una disminucién de la formacion de triglicéridos intrahepaticos y
lipoproteina VLDL. Como resultado, disminuyen los niveles de VLDL, TG y LDL

en plasma sanguineo. Imagen tomada y modificada de: Gille, A. 2008.

Asi mismo, la niacina disminuye la sintesis hepatica de triglicéridos mediante la
inhibicibn no competitiva de la enzima diacilglicerol acetiltransferasa (DGAT),
disminuyendo su actividad. DGAT se encuentra en 2 isoformas: DGAT1 y DGAT2.
Entre las principales diferencias de estas isoformas se encuentran: 1) DGAT 1 se
encuentra expresada mayormente en el intestino delgado, mientras que la expresion de
DGAT2 es mayor en higado y tejido adiposo, y 2) Se ha demostrado que en higado,
DGAT1 utiliza principalmente acidos grasos exdgenos para la sintesis de TG, por el
contrario, DGAT2 utiliza acidos grasos provenientes de DNL (Gluchowski, N. L., et al
2019). Ambas enzimas se consideran limitantes al catalizar el Gltimo paso en la sintesis
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de triglicéridos. Los acidos grasos en higado son esterificados en monoglicéridos y
diglicéridos. DGAT?2 utiliza a los acidos grasos y al diacilglicerol como sustratos,

conviertiendo los diglicéridos en TG mediante una acilacion.

Ganiji, S.H. et al. en 2004, por medio de un modelo in vitro utilizando la linea celular
HepG2, demostraron que la niacina inhibe selectivamente la actividad de DGAT2, y no
de DGAT1, sugiriendo una inhibicion directa y no competitiva sobre esta enzima. El
mismo equipo en 2014 demostré que la niacina disminuye el deposito de lipidos

intrahepéticos al inhibir la expresion de mMRNA de DGAT?2.

6.2EFECTOS BENEFICOS DE LA NIACINA EN LA EHGNA

Se le han otorgado propiedades hepatoprotectoras al acido nicotinico al disminuir la
esteatosis y mostrar un efecto antiinflamatorio, antioxidante y antifibrético en mdaltiples

modelos in vitro e in vivo.

La disminucion de esteatosis con el uso de niacina ha sido evidente en mdltiples
estudios experimentales y humanos, observandose una regresion de esteatosis del 42-
55% en un modelo murino (Ganji, S.H., et al.. 2014), y reportandose resultados
similares en un ensayo clinico de 39 pacientes adultos (Hu, M., et al.. 2012).

Los efectos antioxidantes se han descrito en multiples modelos, entre estos en un
modelo animal de fibrosis experimental en el cual la niacina previno completamente el
aumento de MDA, marcador de lipoperoxidacion lipidica (Arauz, J., 2015). Ganiji et al..
mostraron que la niacina se asocia a la disminucién de la produccién hepética de ERO
al inhibir la NADPH oxidasa, una enzima clave involucrada en la produccién de ERO
localizada en células de Kupffer y hepatocitos (Ganji, S.H., et al.. 2014).

Conjuntamente se han descrito los efectos antiinflamatorios tanto en modelos in
vitro como in vivo. En un modelo in vitro de HepG2, la niacina demostro la habilidad
para disminuir la expresion de citocinas proinflamatorias tales como IL-8, involucrada

en la respuesta quimioatrayente que amplifica la respuesta inflamatoria (Ganji, S.H., et
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al. 2015). Esta citocina se ha demostrado aumentada en pacientes con EHNA
(Bahcecioglu, I. H., et al. 2005)

La disminucién de componentes profibréticos se han descrito en modelos animales
(Gurujeyalakshmi, G., et al. 1996)(Traister, A., et al. 2005), previniendo la progresion de
la esteatosis y fibrosis hepéatica mediante la induccion de apoptosis de las células
hepaticas estrelladas y reduciendo la expresion de citocinas profibrogénicas. Se ha
demostrado la prevencién del aumento de TGF-B, de manera parcial pero significativa,
inducido por dafio hepatico en un modelo de fibrosis hepatico experimental (Arauz, J.,
2015), asi mismo mediante la regulacion de la expresion de TGF-(, la regulacion rio
abajo de la expresion del gen pro-colageno y de TNF-kB en un modelo de fibrosis

pulmonar inducido por bleomicina (Gurujeyalakshmi, G. y Giri, S. N., 2000).

Adicionalmente, evidencia creciente ha mostrado que la niacina aumenta las
concentraciones séricas de adiponectina en humanos y animales (Plaisance, E. P., et
al. 2008) (Wanders, D., et al.. 2013). Al parecer este efecto es dependiente de la
activacion del receptor GPR109A (Plaisance, E.P., et al.., 2009) y del aumento en la

expresion de mRNA de adiponectina (Linke, A., et al. 2009).

Por todo lo anterior surge nuestro interés en el uso de esta vitamina, la cual
puede obtenerse mediante la dieta o como suplemento alimenticio y medicamento,

para la prevencion del desarrollo de la esteatosis: el “primer golpe” en la EHGNA.

7. MODELO ANIMAL DE EHGNA

Los modelos animales son herramientas esenciales en la investigacion ya que son
modelos preclinicos que buscan imitar las caracteristicas fisiopatolégicas, morfologicas
e histolégicas mas importantes de la enfermedad humana a estudiar para una mejor
comprensién de la patogenia, descubrir estrategias terapéuticas apropiadas y
demostrar los posibles efectos adversos. La elecciéon del modelo animal adecuado es
fundamental; algunos de los factores importantes a considerar son que deben ser

reproducibles, fidedignos, simples y economicamente accesibles (Angulo, P., et al.
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2015) (Kucera, O., y Cervinkova, Z., 2014). Los animales mas utilizados para la

reproduccion experimental de dafio hepatico y EHGNA han sido las ratas y los ratones.

Actualmente se encuentran multiples modelos genéticos y/o dietéticos que han
logrado aproximarse a desarrollar EHGNA. Sin embargo, aun no se define un modelo
animal ideal para el estudio de esta enfermedad, ya que existen algunas diferencias
significativas entre estos. Por ejemplo, al utilizar la intervencion dietética para inducir
estos modelos, la susceptibilidad a una dieta alta en grasas se ha mostrado diferente
entre cepas de ratones y ratas; las cepas C57BL/6, Wistar y Sprague Dawley son
predispuestas genéticamente a desarrollar DMII, obesidad y EHGNA (Van Herck, M.A.,
2017).

El tiempo requerido para inducir el modelo es también un factor importante a
considerar. Una dieta alta en grasas (“HFD” del inglés “high fat diet”) logra inducir
obesidad y resistencia a la insulina con hallazgos variables en inflamacién y fibrosis
hepatica en un periodo extenso de 52 semanas. Por el contrario, en el modelo de dieta
deficiente de metionina y colina (MCD por sus siglas en inglés), los animales logran
desarrollar fibrosis en un periodo de 8 semanas, pero fallan en desarrollar el sindrome
metabdlico (Angulo, P., et al. 2015).

7.1 EL MODELO DE DIETA OCCIDENTAL

Los modelos dietéticos han sido utilizados ampliamente para simular los malos
habitos alimenticios que culminan en el desarrollo de obesidad, SM y la EHGNA. En la
intervencion dietética con una HFD, se logra replicar el fenotipo observado en los
humanos los cuales incluye obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa
e hiperlipidemia después de 10 semanas aproximadamente (Panchal, S.K. y Brown, L.
2011) (Kucera, O., y Cervinkova, Z., 2014). La esteatosis e HGNA logra inducirse de
manera exitosa a partir de 6 a 12 semanas. Los regimenes del contenido de grasa en
la HFD pueden variar desde 30 a 75 Kcal% entre modelos (Van Herck, M.A., 2017).
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El modelo de dieta occidental (DO) (en inglés “Western Diet”), obtiene su nombre al
constar de una dieta que simula los habitos alimenticios del mundo occidental, esto es,
una dieta alta en grasas saturadas complementada con colesterol en combinacion con
fructosa la cual imita la ingesta de bebidas ricas en carbohidratos. EI modelo de DO
logra replicar el sindrome metabdlico y causa una EHNA de grado leve en un tiempo

aproximado de entre 16 a 52 semanas (Angulo, P., et al. 2015).

La fructosa es un monosacarido que ha mostrado efectos agravantes en el
metabolismo de lipidos y glucosa, acelerando asi el desarrollo de EHGNA. La adicion
de fructosa a una dieta HFD en modelos murinos ha mostrado inducir un aumento
mayor en la ganancia de peso, triglicéridos plasmaéticos, glucosa plasmatica y enzimas
hepaticas en comparacion con los compuestos por separado (Sellmann, C., et al. 2015)
(Crescenzo, R. et al. 2014). Asi mismo ha mostrado inducir una acumulacion mayor de
lipidos intrahepaticos en comparacién con otros carbohidratos (glucosa o sacarosa),
razon por la cual pudiese considerarle el “carbohidrato lipogénico mas potente”
(Jegatheesan, P., & De Bandt, J. P., 2017).

El mecanismo por el cual la fructosa puede inducir esteatosis hepatica es el
siguiente: la fructosa se metaboliza principalmente en el higado; difiere del
metabolismo de la glucosa ya que no requiere insulina para ingresar a las células. El
50% de la fructosa que ingresa de manera exégena por la dieta es fosforilada en el
higado por la enzima fructoquinasa a fructosa-1-fosfato, que es después convertida a
gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato. Gliceraldehido es después convertida en
gliceraldehido-3-fosfato y ésta participa en la sintesis de acidos grasos de novo
(Castro, G.S.F., et al. 2011). El aumento en la ingesta de fructosa, al parecer aumenta
la lipogenesis de novo y asi el almacenamiento de triglicéridos hepaticos, la cual se ha

demostrado ser dependiente de la enzima fructokinasa C (Ishimoto, T., 2013).
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8. JUSTIFICACION

Los cambios en el estilo de vida moderna, la urbanizacion y el envejecimiento
creciente en la poblacion han llevado al surgimiento de ciertas patologias en todo el
mundo conocidas como enfermedades crdnicas no transmisibles (WHO, 2017) entre
las cuales se encuentra la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA).

La EHGNA afecta a una amplia variedad de grupos y edades (Mencin A, Lavine
J, 2011) (Ayonrinde O.T, et al.. 2011) (Hagstrom H, et al.. 2016)(Koehler, EM. et al..
2012), ademas se asocia con comorbilidades tales como el desarrollo de resistencia a
la insulina, dislipidemia, DMII, enfermedades cardiovasculares, SM y la capacidad de
establecer dafio hepatico cronico (Baffy G, et al.. 2011; Yopp, 2015). A pesar de que la
EHGNA es una enfermedad prevenible y que tiene el potencial de ser identificada y
tratada a tiempo por profesionales de la salud, el pobre apego a las intervenciones en
el estilo de vida conducen a la generacién de un proceso fibrético que puede progresar
a la cirrosis y hepatocarcinoma, culminando con pobres opciones terapéuticas y
colocando al trasplante hepatico, en ocasiones, como UuUnica opcion. Estas
complicaciones aumentan la morbilidad y mortalidad en la poblacién, afectando costos
de salud publica y favoreciendo una alarmante situacion de salud a nivel mundial.
(Starley B, et al.. 2010; Xion J, 2015)

Actualmente no se encuentra disponible un tratamiento farmacoldgico que
prevenga y/o revierta el curso del HGNA. Estudios experimentales recientes han
mostrado que la niacina, un hipolipemiante utilizado clinicamente en dislipidemias,
reduce el desarrollo y progresion a la fibrosis probablemente por sus efectos
antiinflamatorios, antifibrogénicos y antioxidantes, por lo que ha surgido el interés de
estudiar el efecto de este farmaco en el HGNA como una posible opcion farmacolégica

preventiva en la etapa temprana de la enfermedad.
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9. HIPOTESIS

La administracion de niacina sera capaz de preveniry disminuir la esteatosis
hepatica experimental inducida por una dieta occidental debido a su capacidad

hipolipemiante y antioxidante.
10. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el posible efecto benéfico de la niacina en la prevencidon de esteatosis

hepética en un modelo experimental de higado graso inducido por una dieta occidental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Validar el modelo de EHGNA en un modelo murino mediante una dieta
occidental.

2. Comparar los cambios histologicos tras la administracién de niacina en nuestro
modelo animal.

3. Estudiar el efecto de la niacina en la prevenciéon de esteatosis hepatica en un
modelo murino en rata Wistar de higado graso experimental inducido por una
dieta occidental.

4. Evaluar las propiedades antioxidantes de la niacina en un modelo murino en rata
Wistar de higado graso experimental inducido por una dieta occidental.

5. Analizar las propiedades antiinflamatorias de la niacina mediante la expresién de
TGF-B en el modelo de higado graso experimental inducido por una dieta
occidental.

6. Determinar las propiedades hipolipemiantes de la niacina en un modelo murino
en rata Wistar de higado graso experimental inducido por una dieta occidental
mediante la determinacion de los cambios en el perfil lipidico (colesterol,
triglicéridos, C-LDL y C-HDL).
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11. METODOLOGIA

Procedimiento

Se utilizaron 33 ratas macho de la cepa Wistar de 5 semanas de edad, con un
peso inicial de 110-120 g obtenidas de UPEAL-UAM (Unidad de Produccion vy
Experimentacion de Animales de Laboratorio), las cuales se mantuvieron en el bioterio
de la Facultad de Medicina de Mexicali, bajo condiciones controladas de temperatura
(22 £ 2°C) y humedad (50+10%), ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y con libre acceso
a agua y alimento en jaulas de policarbonato. Los animales recibieron cuidados de
acuerdo con los lineamientos de la Institucion y la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999) con respecto a las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio. Se formaron 4 grupos respectivamente con los

siguientes esquemas de tratamiento durante 18 semanas:

- Grupo 1: Control (C; n=8), ratas alimentadas con alimento comercial estandar
(Purina Rodent Laboratory Chow 5001) y agua natural bebible ad libitum.

- Grupo 2: Dieta occidental (DO; n=8), ratas alimentadas con una dieta alta en
grasas saturadas y agua bebible con fructosa (D-fructosa >99%) al 20% ad
libitum.

- Grupo 3: Dieta occidental + niacina (DO + NA; n=9), ratas alimentadas con la
dieta occidental previamente mencionada ad libitum y niacina a dosis de
50mg/kg por via oral diariamente.

- Grupo 4: Niacina (NA; n=8), ratas alimentadas con alimento comercial estandar
(Purina Rodent Laboratory Chow 5001) y agua natural bebible ad libitum y

administradas con niacina a dosis de 50mg/kg por via oral diariamente (Tabla 1).

Las composiciones del alimento alto en grasas fueron: 88% fibra, 10% grasas
saturadas y 2% colesterol. (Xu, Z.J., et al.. 2010) (Mamikutty, N., 2014). La ganancia
en peso fue registrada semanalmente. Al término del tratamiento los animales se
sometieron a un ayuno de 12 horas y fueron sacrificados previamente anestesiados

mediante pentobarbital intraperitoneal en dosis de 50mg/kg (Nembutal) para la
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obtencién inmediata de muestras sanguineas mediante puncion cardiaca. Asi mismo se
extrajo el higado para obtencién de peso, muestras (las cuales se almacenaron en
nitrégeno liquido y a -80°C para posterior analisis) y cortes para estudio histopatoldgico
(muestras fijadas en formaldehido al 10%).

* N=8

* N=9

Tabla 1. Esquema de tratamiento

Analisis bioquimico

El plasma de las diversas muestras sanguineas se separd por centrifugacion
(VWR Clinical 50, 3000 rpm por 15min) posterior a su obtencion. Se cuantificd la
actividad de las enzimas hepéticas alanino aminotransferasa (ALT; método segun
Reitman y Frankel, 1957) y gama-glutamiltranspeptidasa (y-GTP; método segun
Glossman y Neville, 1972).

La técnica de ALT determina la actividad de esta enzima mediante la formacion
de un complejo colorimétrico formado por el piruvato y la 2,4 dinitrofenilhidrazina. Se
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rotularon tubos blanco y tubos problema para cada muestra. Se llevé a cabo la lectura
mediante espectrofotometria a 515nm.

La técnica de y-GTP determina la actividad de esta enzima mediante la
produccion de y-1-glutamilglicina y p-nitroanilina, tras la actividad de la enzima GTP y el
receptor  y-1-glutamil sobre el sustrato glutamil-p-nitroanilida. El producto se leyo
mediante espectrofotometria a 410 nm,

Asi mismo se valoro el perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL
y colesterol LDL) a través de un laboratorio local (Laboratorio Dorado, Mexicali, B.C.)
mediante un analizador automatico multicanal (Roche Diagnostics, GmbH, Manheim,

Alemania).

Determinaciones en higado

Se evalu6 el estrés oxidativo y peroxidacion lipidica mediante la cuantificacion

de glutatién reducido (GSH) y malondialdehido (MDA) respectivamente.

La medicion de GSH se llevo a cabo utilizando un kit comercial (Calbiochem,
Darmstadt, Alemania) y de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se
homogenizaron las muestras (0.3g) previamente congeladas en nitrégeno liquido en
1.2 ml de EDTA 5mM en TCA 5%. Posteriormente se centrifugaron (12,000rpm por 20
minutos) y se extrajo 0.1ml del sobrenadante. Se agreg6 2.1ml de solucién de fosfatos
(NaxHPO,, 0.3M disuelto en agua) y 0.25 mL del reactivo de Ellman, produciendo un
producto que se detectd por lectura de absorbancia por espectrofotometria a 412 nm.

El MDA fue determinado mediante el método de Buege y Aust, (1978) (ref: J.A.
Buege and S.D. Aust, Microsomal lipid peroxidation. Methods in enzymology 52 (1978),
302-310). En este método la muestra se calienta con TBA en una mezcla de TCA por

algunos minutos, y TBA reacciona con MDA.

Tras homogenizar las muestras (0.5g) en 5ml de agua, se tomaron 300ul del
homogenado al 10% agregandosele después 700yl de Tris-HCI 150 mM para

completar 1 ml. Posteriormente se incubaron las muestras a 37°C por 30 minutos. Se
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agregaron 2 ml de TBA al 0.375% disuelto en acido tricloroacético (TCA) al 15% y se
colocaron en ebullicién por 45 minutos seguido de centrifugacion (3000 rpm durante 10
minutos). EI método colorimétrico se basa en la reaccion de MDA con acido
tiobarbitirico (TBA) para generar el producto TBARS (tiobarbituric acid reactive
substance). Se obtuvo el sobrenadante y lectura de absorbancia por espectrofotometria
a 532 nm.

Se determinaron las concentraciones de proteinas mediante el método de
Bradford (1976). Se tomaron 100 ul del homogenado y se llevd a 1.000 ul el agua
tridestilada. Se tomaron alicuotas para proteinas y se llevaron a 100 yl con agua (200
pl de la dilucién anterior y 80 ul de agua tridestilada). Se prepard un blanco con 100 pl
de agua. Se afadio posteriormente 2.4 ml del reactivo (que incluye azul de coomasie
G-250). El mecanismo de la reaccion es la formacion de un complejo entre el colorante
azul de Coomassie y las proteinas. Se preparé una curva de calibracion utilizando
albumina sérica bovina (1mg/ml) colocando 0, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ul. Se
completd con agua a 100 pul. Se leyé la absorbancia por espectrofotometria a 595 nm.

Se cuantificé glucégeno y colageno para valorar la capacidad biosintética del
organo. El glucégeno se cuantific6 mediante el método de Seifter (VAN DER VIES
J.,1954). la cual evita la técnica de precipitacion de glucégeno con alcohol y utiliza
antrona. Se pesaron las muestras (0.5g) en tubos de ensayo esmerilado y se les
afiadio 1.5ml de KOH al 30%. Se taparon y se hirvieron en bafio de agua durante 30
minutos. Tras enfriarse se pasaron a un matraz volumétrico de 25ml, y se aforaron con
agua agitando vigorosamente. Del matraz se tomaron 40 a 160 ul con una pipeta
volumétrica, y se llevéd a 1 ml en tubos de ensayo esmerilados de 13x100 por
duplicado. Se prepar6 un tubo blanco que contenia 1 ml de agua y otros 2 estandar con
20 pl de una solucion de glucosa estandar (1 mg/ml) los cuales se llevaron a 1 ml con
agua. La solucion de glucosa es necesaria para el calculo de la cantidad de glucogeno.
Se preparé la solucién de antrona 0.2% en concentrado de H,S0,4. Esta solucion debe
prepararse en cada determinacién. Se afiadi6 2 ml a cada tubo agitando

cuidadosamente (con ayuda de bureta) y enfriando sobre hielo para prevenir la
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generacion de calor excesivo. Se taparon los tubos frios y se pusieron en un bafio de
agua hirviendo por 15 minutos para el desarrollo del color. Se enfriaron de inmediato

sobre agua con hielo y se ley6 por espectrofotometria a 620 nm.

El contenido de colagena se llevé a cabo por determinacion del contenido de
hidroxiprolina, un aminoacido derivado de la prolina componente constitutivo del
coladgeno, utilizando el método de Rojkind y Gonzalez (1974). Se pesaron las muestras
(0.1 g) previamente secado con papel filtro y se colocaron en una ampolleta a las
cuales se le agregaron 2 ml de HCI 6N. Las ampolletas fueron selladas con mechero,
para posteriormente colocarlas a 100°C en el horno durante 24 horas. Una vez
hidrolizada la muestra, se abrieron las ampolletas y se colocaron nuevamente en el
horno a 60-80°C aprox. Por 24 horas o hasta secas. Las muestras secas se
resuspendieron con 2 ml de solucion amortiguadora y se agitaron vigorosamente en
vortex, vaciando posteriormente el contenido en tubos de ensayo. Se centrifugaron
(3000 rpm durante 15 min) y en un tubo que contenia una porcién de anorita se
depositdé el sobrenadante, se agitdé y centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos. Se
recolecté 1ml del sobrenadante y se agregd 1 ml de agua y 1 ml de cloramina T. Se
dej6 reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Se hizo un blanco. Después se
adicionaron 0.5 ml de tiosulfato de sodio 2M, 1 ml de NaOH 1N y aproximadamente 29
de NaCl, agitando inmediatamente para detener la reacciéon. A cada tubo se le
agregaron 6 ml de tolueno y se agitaron por 1 minuto. La fase de tolueno se utiliza para
la determinacion de prolina y la fase acuosa para la hidroxiprolina. Primero se extrajo la
capa de tolueno y la porcién acuosa se cubrié y se coloco en bafio de agua hirviendo
por 20 minutos. Se dejaron enfriar los tubos y se les agregaron 6 ml de tolueno
agitandose durante 1 minuto. De la fase de tolueno se tomaron alicuotas por duplicado
de 1 ml y se les agregd 4 ml del reactivo de Ehrlich agitdndose vigorosamente. Se
dejaron reposar por 30 minutos para la reaccion colorimétrica y se realizo la

espectrofotometria posteriormente a 560 nm.
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Histopatologia del higado

Las muestras previamente fijadas en formaldehido a 10% fueron lavadas,
deshidratadas y fijadas en parafina. Se realizaron cortes histolégicos (6-7um) que
fueron teflidos con hematoxilina y eosina (H y E) para evaluacion convencional del
tejido asi como para andlisis de la presencia de esteatosis y posible dafio inflamatorio.
El analisis se llevd a cabo por un patélogo certificado de la ciudad (Dra. Ma. Elena
Marin, Unidad Médica Marbe, Mexicali, B.C) y se utilizé el sistema de puntaje descrita
por Brunt et al.. y modificado por Kleiner et al.. NAS (NAFLD activity score) que valora y
da puntaje a la presencia de esteatosis, inflamacién lobular y balonizacion
hepatocelular, y se aplicé de la siguiente manera: esteatosis(%): <5=0, 5-33=1, 33-
66=2, = 66=3; inflamacion lobular ante presencia o ausencia de celular inflamatorias:
ninguno=0, foco de <2=1, 2-4=2, 24=3; balonizacién hepatocelular: ninguno=0,
moderada=1, evidente=2.

Analisis por Western blot:

Se llevé a cabo la extraccion de proteinas de muestras almacenadas a -80°C, asi
como electroforesis en gel SDS-PAGE y Western Blot respectivamente para la

determinacién de la expresion de la proteina TGF-B en tejido hepatico.

Las muestras de tejido hepéatico se homogenizaron en buffer de lisis. Se tomé un
volumen equivalente a 25 ug de proteinas de las muestras (determinado por método de
Lowry) y se transfirieron al gel de poliacrilamida al 12%. Una vez separadas las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) en
una camara de transferencia humeda. Posteriormente las membranas fueron
bloqueadas e incubadas con una dilucion de leche descremada en polvo al 5% con los
anticuerpos primarios respectivos (dirigidos contra factor de crecimiento transformante-
B (TGF-B) (GeneTex, Irvine, CA) por la noche en frio (4°C). Al siguiente dia las
membranas se lavaron, se bloquearon y se incubaron con anticuerpo secundario (anti-
rabbit 1gG (HRP), anti-TGF-B)(GeneTex, Irvine, CA) por 2 horas a temperatura

ambiente. Después se lavé y se visualizO mediante anticuerpo secundario de
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peroxidasa de rabano y el kit de deteccion TM Plus-ELC (NEN Life Science Products,
Elmer LAS linc., Boston, MA, EEUU). El contenido de B-actina se utilizé6 como control
interno. Las bandas de interés se digitalizaron y la medicion semicuantitativa de la
expresion de proteinas se llevé a cabo mediante el andlisis de densitometria utilizando
el software Lab Works 4.0.

Analisis estadistico:

Las determinaciones se realizaron por duplicado. Se obtuvo la media, desviacion
estandar y el error estandar para cada uno de los diferentes indicadores medidos en los
grupos de tratamientos. El andlisis de las medias de cada grupo y su comparacion se
realizo a través del método ANOVA y posteriormente una prueba de Tukey. Toda la
base de datos fue examinada con Prisma (GraphPad, versién 2.0). Se considerd que

hubo una diferencia significativa cuando el valor de P< 0.05.

12. RESULTADOS

Andlisis del peso corporal

Fig. 1 muestra los pesos corporales totales al finalizar las 18 semanas de
tratamiento. Se observo un aumento progresivamente mayor y significativo en el peso
total de las ratas con dieta occidental (DO) en comparacion con el grupo control. El
grupo niacina mostré una menor ganancia de peso en comparacion con el grupo
control y significativamente menor en comparacién con el grupo DO. Interesantemente
la administracién de niacina en conjunto con una dieta occidental mostro una ganancia
de peso significativamente menor en comparacion con el grupo de DO. Estos datos
demuestran que se induce un sobrepeso notable en el grupo DO lo cual es importante
en nuestro modelo de dafo. También los datos sugieren a la niacina como farmaco

preventivo en la ganancia de peso total con o sin dieta occidental en este modelo.

Fig. 1. Pesos corporales totales
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Control

DO

DO + NIACINA

NIACINA

18 semanas

563.63+50.70

749.93+90.322

643+77.26°

510.714+21.82°

Figura 1. Pesos corporales totales al finalizar las 18 semanas.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.
b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05.

Anélisis macroscoépico y de peso hepético

Al extraer los higados se observaron cambios macroscopicos y de peso

importantes, tal como se aprecia en Figura 2 y Figura 3. Los higados pertenecientes al

grupo de DO se mostraron grandes en tamafio, longitud y anchura, también friables al

tacto, de color amarillento/palido, no lustroso, en comparacion con los higados del

grupo control. En cambio, los higados pertenecientes al grupo DO + niacina mostraron

cambios sin embargo no se mostraban con cambios de color tan importantes, sin un

tamafio importante.
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Figura 2. Imagenes representativas de los higados de los diferentes grupos experimentales. La
administracion de niacina previene cambios macroscépicos compatibles con esteatosis en higado. A.
Higado representativo de grupo Control a las 18 semanas. Peso del higado promedio: 16.03 g (n=8). Se
aprecia el color rojo grosella del higado, brillante. B. Higado representativo de grupo DO a las 18
semanas. Peso del higado promedio: 29.72 g (n=8). Se aprecia un higado con cambio de color significativo
(blanco-amarillo), friable a la manipulacion. C. Higado representativo del grupo niacina a las 18 semanas
de tratamiento. Peso del higado promedio: 12.73g (n=8). No se aprecian cambios macroscopicos
significativos, solo un cambio sutil de color. D. Higado representativo del grupo DO + Niacina a las 18
semanas de tratamiento. Peso higado promedio 20.98g. (n=9). Se observa un higado menos friable con un

cambio de color menos importante que el observado en grupo DO.

Fig. 3 . Peso de Higado

40- a

gramos

Figura 3. Pesos totales de higados al finalizar las 18 semanas de consumo de dieta occidental.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.
b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05.

Figura 3 muestra la gréafica de los pesos del higado. El peso total y promedio del

higado perteneciente al grupo DO mostro una ganancia y diferencia significativa con
respecto al grupo control. De manera interesante, el grupo DO+NA previno una
ganancia importante de peso, mostrando una diferencia significativa en comparacion

con el grupo DO. Cabe mencionar que el peso total y promedio del grupo NA mostré



una menor ganancia de peso en comparacion con el grupo control lo cual nos sugiere
la eficacia de la niacina como farmaco hipolipemiante y en este caso preventivo en el

peso total probablemente secundario a la acumulacién de lipidos intrahepaticos.

Actividad enzimatica de la alanino aminotransferasa (ALT) y gamma-glutamil

transpeptidasa (y-GTP)

La ALT es una enzima presente en los hepatocitos la cual se utiliza como
marcador de dafio hepatocelular mediante su incremento al ser liberada al espacio
extracelular tras el dafio y pérdida de integridad de la membrana plasméatica. Aunque
esta enzima se encuentra en otros tejidos y no es la Unica utilizada para valorar dafio
hepatico, la ALT se encuentra presente en mayores concentraciones en el higado en
comparacién con otros tejidos, haciéndola mas especifica para valorar enfermedad
hepatica. La y-GTP se utiliza para valorar el dafio hepatico y especificamente el dafio
colestasico (en vias biliares). En la figura 4-A se puede observar el aumento de la
actividad de la enzima ALT de manera significativa en el grupo de dafio DO. El grupo
de dafo tratado simultaneamente con niacina muestra una prevencion del incremento
de la actividad de esta enzima de manera significativa en comparacién con el grupo
DO. El grupo NA mostré valores similares al grupo control. Estos resultados sugieren
un probable efecto hepatoprotector de la niacina al afiadirse a una dieta occidental en
nuestro modelo experimental. Asi mismo se demuestra que las dosis del farmaco
utilizado no fueron hepatotéxicas, lo cual es importante mencionar ya que uno de los

principales efectos adversos de la niacina es el posible dafio hepéatico.
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Figuras 4A y 4B. Actividad enzimatica de la alanino aminotrasferasa, ALT y y-glutamil
transpeptidasa, y-GTP.

Cada barra representa el promedio de cada grupo * el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05.

La figura 4-B muestra un aumento significativo en la actividad de la enzima v-
GTP en el grupo de dafio DO en comparacién con el grupo control, lo cual sugiere un
posible dafio colestasico causado por una dieta occidental. El grupo de dafio DO + NA
revela una disminucion significativa en la actividad de esta enzima en comparacién con
el grupo DO. Esto nos demuestra un posible efecto hepatoprotector proporcionado por
el farmaco al afiadirse a una dieta occidental en nuestro modelo experimental. El grupo

NA mostré niveles similares al grupo control.

Efectos en lipidos séricos

Las dislipidemias son componente del sindrome metabdlico y son factor de
riesgo en el establecimiento de higado graso. El aumento de lipidos en sangre es un
factor importante para el depdsito de lipidos intrahepaticos en forma de triglicéridos. Un
aumento en lipidos séricos nos lleva a un aumento en el depdsito intrahepatico y de
lipotoxicidad en este 6rgano. Se analizaron los niveles de triglicéridos , colesterol total y

colesterol HDL y LDL al finalizar el tratamiento. El colesterol total aumenté de manera

50



significativa en el grupo DO (figura 5-A) en comparacion con el grupo control. El grupo
DO+NA mostro una prevencion total en el aumento de colesterol al mostrar una
diferencia significativa con el grupo DO y al mostrar niveles similares al grupo control.

El grupo niacina no mostro cambios significativos en los niveles de colesterol.

En la figura 5-B se muestran los niveles de triglicéridos séricos al finalizar las
18 semanas. Los triglicéridos aumentaron de manera significativa en el grupo de dafio
DO en comparaciéon con el grupo control como resultado de una dieta alta en grasas.
Interesantemente, la administracion de niacina en conjunto a la dieta alta en grasas
(grupo DO+NA) mostré una disminucion significativa de los niveles de triglicéridos en

comparacién con el grupo DO, indicando una prevencion parcial en el aumento de

triglicéridos .
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Figuras 5A y 5B. Determinacion de Colesterol y Triglicéridos en suero.
Cada barra representa el promedio de cada grupo * el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05.
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Figuras 6A y 6B. Determinacion de HDL y LDL en suero.

Cada barra representa el promedio de cada grupo * el error estandar.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05.

Los niveles de colesterol HDL (figura 6-A) se encontraron drasticamente
disminuidos en el grupo de DO con respecto al grupo control. A pesar de que el grupo
DO + NA mostré niveles disminuidos de HDL en comparaciéon con el grupo control,
interesantemente, mostrd niveles significativamente mayores en comparacién con el
grupo de dafio DO lo que sugiere una prevencion en la disminucion de este tipo de
colesterol. No hubo cambios significativos en comparacion del grupo NA y control. En
cuanto al colesterol LDL (figura 6-B), los niveles aumentaron de manera significativa
en el grupo DO en comparacion con el grupo control. Relevantemente se mostré una
prevencion total en la elevacion de LDL en el grupo de DO + niacina lo que refleja la
potente accién hipolipemiante del farmaco.

Contenido de glucégeno y colagena

La cuantificacion de colagena es otro método util para valorar dafio hepatico. La
colagena se utiliza como marcador de proceso fibrotico. En la figura 7-A es posible

apreciar una disminucion significativa de colageno en el grupo de dafio DO en
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comparacion con el grupo control el cual se puede explicar por la caracteristica Unica
de reversibilidad al dafio que tiene el érgano y al considerarse una fase temprana del
dafio hepatico, donde son degradados componentes de la MEC. El grupo DO + NA
mostré un aumento significativo con respecto al grupo DO, sin embargo no mostro
cambios significativos en comparacion con el grupo control lo que indica que la
administracion de niacina en conjunto con una dieta occidental no tuvo un efecto
notable en el depdsito de colageno. El glucogeno hepético es indicador de la capacidad
biosintética y funcional del higado. En la figura 7-B se observa una importante y
significativa disminucién de glucogeno en el grupo DO en comparacioén con el grupo
control lo cual se relaciona con la posible lesion hepatica que causa una dieta
occidental. Asi mismo, de manera relevante, la administraciéon de niacina en conjunto
con una dieta occidental previene parcialmente y significativamente la disminucion de

glucogeno lo que refleja un efecto hepatoprotector.
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Figuras 7A y 7B. Determinacion de los niveles de colagenay glucégeno en higado.

Cada barra representa el promedio de cada grupo = el error estandar.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05
b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05

Andlisis de estrés oxidativo
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En las muestras de tejido hepatico se llevd a cabo la busqueda de marcadores
de estrés oxidativo. La peroxidacion lipidica es un proceso resultante de estrés
oxidativo en la membrana lipidica, posible de medir mediante el marcador indirecto
malondialdehido (MDA). En la figura 8-A se muestra como los niveles de MDA
aumentaron de manera significativa en el grupo de DO en comparacién con el grupo
control, lo cual nos habla de estrés oxidativo a nivel hepatico con una dieta occidental,
posible evidencia de lipotoxicidad. Los niveles de MDA muestran una disminucion
significativa en el grupo HDF + NA en comparacion con el grupo DO, mostrando niveles
muy similares a los del grupo control, por lo que la adicion de niacina a la dieta
occidental fue capaz de prevenir el incremento de MDA. Los grupos controles se
muestran similares sin mostrar un aumento en los niveles de MDA, posiblemente como
resultado de la ausencia de una dieta occidental. En la figura 8-B se presentan los
niveles de glutation en higado. El glutation es una molécula con un rol importante en el
estrés oxidativo ya que actla como molécula antioxidante y capaz de prevenir la
formacién de radicales libres. Se puede apreciar una disminucion con diferencia
significativa en el grupo DO y de manera similar en el grupo DO + NA en comparacion
con el grupo control. Interesantemente, el grupo NA mostro una disminucién
significativa en comparacion con el grupo control. Como conclusién, el farmaco no fue
capaz de prevenir la pérdida de glutation asi como tampoco hay un aumento al afadir
el farmaco a la dieta occidental.
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Figuras 8A y 8B. Determinacion en higado de los niveles de peroxidacion lipidica y glutation
peroxidasa.

Cada barra representa el promedio de cada grupo = el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05.

Anélisis histologico
Para integrar los hallazgos macroscopicos y bioquimicos, se realizaron tinciones
de las muestras de tejido hepatico mediante la técnica de Hematoxilina y Eosina (HyE).

Este método es indicado para poder estadificar los hallazgos histopatolégicos en el

sistema de estadificacion NAS (ref).

En la Figura 8 el panel A corresponde a una imagen representativa del grupo
control (C). El diagndstico otorgado por el patdlogo fue de “Higado normal”. Se observé
una arquitectura normal por lo que se describio sin alteraciones patolégicas. No hay
evidencia de esteatosis, inflamacion o fibrosis. Por el contrario el panel B muestra una
imagen representativa del grupo dieta occidental (DO) en la cual se observa claramente
parénquima hepatico con pérdida de su patron trabecular. Hay esteatosis
microvesicular que predomina en la zona 3 y afecta aproximadamente el 60% del
parénquima. Se observan de 0-1 focos de infiltrado inflamatorio lobulillar formado por
linfocitos. No hay degeneracién balonoide y no se observa fibrosis. Estos hallazgos son
compatibles con EHGNA y se le otorgd un puntaje NAS 3. El panel C. muestra un
acercamiento a la imagen B que muestra esteatosis manifiesta. En panel D. se muestra
la histologia representativa del grupo DO+NA. Se muestra el parénquima hepatico con
pérdida de su patrén trabecular. Hay esteatosis microvesicular que predomina en la
zona 3 y afecta aproximadamente el 15% del parénquima. Se observan de 0-1 fotos de
infiltrado inflamatorio lobulillar formado por linfocitos, no hay degeneracion balonoide ni
fibrosis. Se otorgo el diagnostico de EHGNA con un puntaje NAS 2.

El analisis histologico confirma los resultados obtenidos de peso hepatico y los
cambios macroscopicos observados en el higado perteneciente al grupo de DO + NA

en donde la niacina previene la acumulacion de esteatosis en higado.
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Fig. 8. Histologias, tincion Hy E

Dieta occidental (DO) Dieta Occidental + niacina (DO + NA)
(acercamiento)

Figura 8. La administracion simultadnea de niacina con una dieta occidental muestra una prevencion en el
desarrollo de esteatosis como se muestra en las imagenes histoldgicas representativas de cortes de
muestras hepéticas tefiidas con hematoxilina y eosina (HyE) de los diferentes grupos al finalizar las 18
semanas. A. Ratas control con dieta regular (200x). B. Ratas con dieta occidental (200x). C.

acercamiento a B. (400x) D. Ratas con dieta occidental + niacina (200x)

Analisis molecular

Mediante la técnica Western Blot de la citocina TGF-B, pudimos observar que la

alimentacion de una dieta occidental por 18 semanas en nuestro modelo experimental
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incremento significativamente la expresion de TGF- con respecto al grupo control. La
administracion conjunta de niacina y una DO logré prevenir significativamente el

aumento de la expresion de TGF-3 con respecto al grupo DO (figura 9).
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Figura 9. Analisis por Western Blot de TGF-8.

Los valores son expresados como el incremento de la relacion D.O. normalizada con el valor del grupo
control (control =1). Las barras representan el promedio de tres ratas * el error estandar. Se muestra el
control de carga B-actina.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de DO p<0.05.

13. DISCUSION

Entre las principales causas de enfermedad hepatica crénica se encuentran la
infeccion por el virus de la hepatitis B y C, el abuso en el consumo de alcohol
(Udompap, P. 2016) (Kim, D. 2018) y actualmente, se le ha atribuido a la EHGNA como
la enfermedad hepéatica cronica mas comun a nivel mundial (Younossi, Z. 2019). Esta
enfermedad afecta a una gran variedad de grupos etarios e interesantemente, se ha

demostrado que la presencia de EHGNA es el principal factor etiolégico para el
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desarrollo de CHC (Sanyal, A., 2010), posicionandose como una de las principales

indicaciones para trasplante hepatico en los Estados Unidos (Cholankeril, G. 2018).

La EHGNA es considerada como la manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico (SM) por su constante presencia en este sindrome asi como su implicacion
en las alteraciones del metabolismo lipidico y su asociacion con el aumento en la

prevalencia de obesidad.

México ocupa el primer lugar en sobrepeso y obesidad infantil en América (FAO,
2013) (OECD, 2017). México tiene una poblacion que reune factores genéticos como
no-genéticos, asociados a habitos nutricionales y al estilo de vida, para presentar
EHGNA desde una temprana edad, lo que aumenta el tiempo de evolucién y
manifestacion de esta enfermedad. Desafortunadamente la EHGNA adn se encuentra
subdiagndsticada dado a la naturaleza asintomatica de la enfermedad ademas de que
la mayoria de los médicos no realizan regularmente la biopsia hepatica para confirmar
el diagnostico, por los riesgos de complicaciébn asociados, ya que se considera un
procedimiento invasivo, mostrando un pobre apego a las guias de practica establecidas
(Rinella, M.E., 2016).

La EHGNA es un trastorno metabélico que comprende un espectro de variables
presentaciones las cuales se pueden clasificar en 2: Higado graso (HGNA), que se
caracteriza por una infiltracién excesiva de lipidos en el higado, o esteatohepatitis
(EHNA) ante presencia de datos de inflamacion. El depésito de grasas persistente en el
HGNA tiene el potencial de progresar a EHNA, facilitando el desarrollo a fibrosis por
cambios importantes en la composicion de la MEC. De continuar la evolucién, se
desarrolla cirrosis, donde el tejido hepatico es sustituido por tejido cicatricial
incapacitando al higado para ejercer sus funciones fisiologicas.

Los resultados de este trabajo demuestran los efectos de la niacina en un
modelo de HGNA experimental el cual fue establecido exitosamente en un periodo de
18 semanas. Se observé una prevencion en el desarrollo de esteatosis y dafio hepéatico

con la administraciéon de niacina asociado a una dieta occidental.
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Optamos por un modelo animal murino dado al ventajoso tamafo del animal y su
costo de mantenimiento relativamente bajo. Ademas existe una extensa cantidad de
base de datos con el uso de la rata en el area que nos compete. Utilizamos
especificamente a la cepa Wistar, que se caracteriza por ser docil, lo cual seria
beneficioso ante la manipulacién diaria a la que se someteria el animal. Asi mismo, al
igual que las cepas C57BL/6 y Sprague Dawley, esta cepa se encuentra predispuesta
intrinsecamente a desarrollar DMII, obesidad y EHGNA (Van Herck, M.A., 2017). Se
opt6 por el uso de ratas macho ya que se ha mostrado una mayor susceptibilidad al
desarrollo de esteatosis en este sexo a una temprana edad (Lee, Y. et al.. 2016) lo cual
corresponde a lo observado en humanos (Pramfalk, C., et al.. 2015) (Ballestri, S., et al.,
2017) ademas de evitar el posible efecto de las fluctuaciones hormonales observado en
ratas hembra.

Nuestro modelo tuvo una duracién de 18 semanas ya que multiples referencias
establecen este tiempo como suficiente para el desarrollo de esteatosis hepatica (Xu,
Z.J., 2010) (Van Herck, M.A., 2017).

La EHGNA al ser una enfermedad hepética cronica, requiere de muchos afos para
su evolucion. 1 mes de vida de la rata es comparable con 3 afios humanos (Sengupta,
P., 2013); 18 semanas (la duracion de nuestro modelo) equivalen a 13.5 afios humanos
al tomar como referencia el dato anterior. Se ha demostrado mediante un estudio que
la tasa de progresion a fibrosis es mas rapida en la EHNA, mediante el calculo de la
tasa anual de progresion para la fibrosis. EI HGNA sin fibrosis inicial requiere de 14.3
afos para la progresion a 1 estadio de fibrosis. En comparacion, la EHNA mostré una
tasa anual de progresion que corresponde a 7.1 afios para alcanzar el mismo estadio
(Singh, S., 2015). Esta fue otra razon por lo que el tiempo de este modelo (18
semanas) fue considerado como suficiente por nosotros para establecer esteatosis, el

estadio de nuestro principal interés.

Escogimos un modelo que aumentara el aporte de energia mediante una dieta
hipercalorica (dieta occidental) asociado a un ambiente sedentario para el desarrollo de

sobrepeso, hiperlipidemia y esteatosis hepatica, por lo que nuestros animales
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permanecieron dentro de sus cajas durante el tiempo previamente establecido, sin

ningun objeto afiadido para prevenir el juego o ejercicio.

La dieta occidental (del inglés “Western diet”) se caracteriza por una dieta alta en
grasas saturadas y azulcar y se considera como factor de riesgo para el desarrollo de
SM y EHGNA. Esto se debe a que la combinacion de azlcares con una dieta alta en
grasas muestra un efecto aditivo con un desarrollo rapidamente progresivo de la

esteatosis hepatica y esteatohepatitis (Ishimoto, T., 2013).

La fructosa se ha utilizado como el componente “azucarado” en una dieta alta en
grasas para replicar el SM e inducir higado graso en multiples estudios y modelos
animales (Ishimoto, T., 2013). Nosotros nos basamos en un modelo de dieta alta en
grasas con la distribucion cal6rica siguiente: 20% proteinas, 30% grasas y 50%
hidratos de carbono (Xu, Z.J., et al.. 2010). Cabe mencionar que las fuentes de energia
de una dieta normal son: 23% proteina, 10% grasa y 67% carbohidratos. Este modelo
reporta que se logré6 manifestar un aumento de peso y esteatosis hepatica de primer
grado a partir de la 4ta semana, estableciéndose HGNA en la 8va semana y un
aumento en colesterol total y enzimas hepaticas a partir de la 12da semana (Xu, Z.J., et
al. 2010). Adicionalmente, nosotros administramos en combinacién una bebida de
fructosa al 20% ad libitum ya que en un modelo de induccion de SM en ratas Wistar,
donde se compararon bebidas a base de fructosa en 2 concentraciones diferentes
(20% y 25%), la bebida de fructosa al 20% mostr6 ser mas facilmente bebible por las
ratas, por lo que la ingesta de calorias fue significativamente mayor en comparacion

con 25%, resultando en una obesidad mayor (Mamikutty, N., 2014).

En nuestro modelo experimental se observd un aumento de peso corporal
estadisticamente significativo en el grupo de DO en comparacion con el grupo control.
Interesantemente, se mostré6 una menor ganancia de peso por el grupo NA en
comparacién con el grupo control. Se han reportado datos similares en un modelo
parecido (Fang, H., et al.. 2020), en el cual se utilizaron ratones B6129 y donde la
administracion de niacina en grupos control mostro una disminucion en la ganancia de
peso sin cambios significativos en la ingesta de alimentos entre grupos, atribuyéndose

como causa el aumento de gasto energético. No se han reportado propiedades

60



anorexigénicas o de disminucion de peso en humanos con el uso de esta vitamina; sin
embargo algunos de los efectos adversos se manifiestan en el sistema gastrointestinal
tales como nausea, vomito, dispepsia y dolor abdominal y aunque podrian explicar los
hallazgos en nuestro modelo, no fue evidente ninguno de estos sintomas en los
animales, ni algun cambio en las heces en comparacion con el grupo control. Fueron
evidentes algunas huellas de rascado lo cual fue predecible ya que el prurito es el
efecto adverso mas significativo y comun de la niacina (Dunbar, R.L., 2010). Este
fendmeno denominado “flushing” se observa en dosis de 50-100 mg y es atribuido a
una vasodilatacion cutanea mediada por prostaglandinas, por lo que se recomienda la
administracion previa de acido acetilsalicilico para aminorar este efecto. Asi mismo se
observo que el grupo NA asociada a DO, previno de manera significativa la ganancia
de peso en comparacién con una DO por si sola. Un modelo murino de EHGNA similar
al nuestro ha sido reportado por Ganji, S.H et al.. (2014) en donde se emple6 una dieta
occidental complementada con niacina en concentraciones de 0.5% y 1.0%. La adicion
de niacina a una dieta occidental no mostré6 cambios significativos en el peso corporal,

al comparar con las ratas alimentadas con una dieta occidental por si sola.

Actualmente no hay guias que establezcan el uso de niacina como suplemento
alimenticio o que sugieran una dieta alta en niacina para la prevencion de la ganancia

de peso o tratamiento en sobrepeso u obesidad, lo cual podria ser de interés.

Los cambios morfolégicos del higado al final del tratamiento revelaron cambios
en la textura, coloracién y una notoria hepatomegalia secundaria al depésito de lipidos
intrahepéticos en el grupo de DO, mostrando un peso de higado promedio de 29.72 g
en comparacion a los higados de DO asociado a NA los cuales mostraron menores
cambios en coloracion, menor friabilidad y un peso de higado promedio de 20.98 g, lo
cual nos indica que la asociacién de niacina a una dieta occidental previene cambios
macroscopicos y el aumento de peso total del higado secundario al depdsito de lipidos
intrahepaticos. Esto se comprob6é una vez mas en el analisis histoldgico, donde el
higado representativo del grupo DO mostrd esteatosis microvesicular afectando el 60%
del parénquima hepatico. Al asociar NA a una DO se mostré un parénquima hepatico

con esteatosis microvesicular de aproximadamente el 15% del parénquima hepatico.
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Estos hallazgos los atribuimos a la disminucion de depositos intrahepaticos de
triglicéridos secundario al mecanismo de accion de la niacina, particularmente la
inhibicion de la expresion de DGAT2, enzima limitante involucrada en la sintesis de

triglicéridos.

Nuestros resultados son similares a los observados por Ganji, S.H et al.. en el
modelo murino antes mencionado; a pesar de que las ratas utilizadas fueron de raza
Sprague Dawley, se observé una prevencion total en el aumento de peso hepatico al

combinar niacina con una dieta occidental (Ganiji, S.H., et al., 2014).

La cuantificacion de enzimas hepéticas se utiliza ampliamente para la
valoracion de dafo hepatico y la aproximacion al diagnéstico clinico de EHGNA. Las
enzimas hepaticas (ALT y y-GTP) se manifestaron aumentadas en los perfiles séricos
del grupo DO lo cual revela un dafio hepatico probablemente secundario a la
lipotoxicidad en el 6rgano. El grupo DO + NA mostré una prevencion del incremento de
estas enzimas en comparacion con el grupo DO, mostrando un efecto hepatoprotector.
Ademas el grupo NA no mostré cambios en estas enzimas lo que demuestra que las
dosis utilizadas de NA no fueron hepatotdxicas, ya que se ha reportado hepatotoxicidad

como efecto adverso de la niacina a dosis altas (> 3g/dia) (DiPalma, J.R.,1991).

Respecto a otros hallazgos en el andlisis bioquimico, el grupo sometido a una
DO logro6 desarrollar una dislipidemia que fue manifestada por el aumento significativo
en los parametros del perfil lipidico tales como colesterol total, triglicéridos, c-LDL y
disminucién de c-HDL, lo cual replica lo observado en humanos. Atribuimos estos
cambios principalmente a la ingesta excesiva de grasas en la dieta, sin embargo, se ha
demostrado que el tejido adiposo es una fuente importante en el origen de estos lipidos
séricos. Es conocido que la expansion del tejido adiposo en la obesidad resulta en
hipertrofia de adipocitos y esto determina la tasa de lipolisis; los adipocitos de mayor
tamafio tienen una capacidad lipolitica aumentada (Wueest, S. et al.. 2009)
(Laurencikiene, J., 2011) liberando acidos grasos Yy triglicéridos en el torrente
sanguineo, contribuyendo asi al depdsito ectépico de grasas. En apoyo a esto,
Donnelly y colaboradores en 2005 definieron las fuentes de acidos grasos y triglicéridos

almacenados en el higado de pacientes obesos con EHGNA. Se demostré que mas de
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la mitad (59%) de los triglicéridos y acidos grasos son provenientes de la lipdlisis del
tejido adiposo (el resto proviene de sintesis de novo en higado (26%) y de la dieta
(15%)). Interesantemente en nuestro modelo la administracién conjunta de niacina a
una DO previno todos estos cambios. Hay que recordar que uno de los mecanismos de
accion de la niacina es la inhibicion de la lipdlisis en tejido adiposo haciéndolo un
farmaco atractivo para la prevencién de esta enfermedad, ademas de que los efectos
benéficos observados en el perfil lipidico podrian correlacionarse con una disminucion

en el riesgo cardiovascular observado en estos pacientes (D'Andrea, E,. 2019).

Las enfermedades hepaticas cronicas se caracterizan por un sistema
antioxidante deficiente. Estudios recientes han demostrado que la niacina posee
propiedades antioxidantes significativas, previniendo el dafio oxidativo al neutralizar los
efectos de las EROS que conforman uno de los insultos del “2do golpe” que intenta
explicar la patogénesis de la enfermedad. Se mostré un aumento significativo en los
niveles de MDA en el grupo de DO, efecto que se esperaba como resultado de una
dieta occidental y los efectos téxicos de los lipidos. Interesantemente, la asociacion de
niacina a una DO mostr6 un efecto antioxidante al prevenir de manera total la
lipoperoxidacion lipidica. Asi mismo determinamos los niveles de GSH, molécula
antioxidante. El grupo de DO present6 un estado de estrés oxidativo al mostrar una
disminucion en los niveles de GSH. Al asociar niacina, no obstante, no se mostré una

prevencién en la pérdida de GSH.

TGF-B es la citocina profibrogénica por excelencia. A pesar de que nuestro
modelo no representa un modelo de fibrosis, fue importante analizar el efecto de la
niacina sobre esta citocina en la fase de esteatosis. Se demostr6é que la administracién
conjunta de niacina y una DO logré prevenir significativamente el aumento de la
expresion de TGF-3 producida por el consumo de una DO. Este efecto “antifibrogénico”
por la niacina se ha reportado anteriormente (Arauz, J., 2015). La TGF-B activa a la
célula estelar la cual induce cambios en la composicion de la MEC.

La cuantificacion de colageno es un método util para la valoracion de los
cambios en la MEC, asi como para valorar el dafio hepatico. En el grupo de DO se

mostré una disminucion significativa de colageno en comparacion con el grupo control.
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Esto fue visible macroscépicamente al observar un higado friable. Al administrar
niacina con una DO se previno la perdida de colageno. La disminucion de los niveles
de coldgeno se puede explicar ya que la lesion hepatica temprana se caracteriza por
degradacion de componentes de la MEC, que interrumpe la homeostasis hepatica. Esto
se puede corroborar por las alteraciones en enzimas hepaticas observadas en este
grupo. Es importante recordar la caracteristica Unica de reversibilidad al dafio que
posee el higado. En la lesidon hepatica temprana, las celulas estelares activadas,
ademas de ser la principal fuente de colageno, secretan TIMPs y MMPs en diferentes
marcos de tiempo que provocan remodelamiento de la arquitectura hepatica. Las
MMPs con actividad contra colageno tipo IV (MMP-2) degradan la membrana basal
presente en el espacio subendotelial (Friedman, S.L., et al.. 2008). Asi mismo, los
macréfagos recrutados al higado secretan MMPs (MMP9 y MMP12) que ayudan a
degradar y fagocitar componentes de la MEC, disminuyendo la formacion de fibrosis
(Zhang, C.Y. et al. 2016)(Sun, M., y Kisseleva, T. 2015). Nuestro modelo de dafio
representa dafio hepético en una fase temprana de la enfermedad, ya que en el estadio
de esteatosis no hay datos de fibrosis.

Interesantemente, no se ha observado este efecto en otros modelos animales
similares de EHGNA. Uno de ellos utiliz6 una dieta deficiente en metionina-colina
(“MCD” por sus siglas en inglés) en ratas Wistar que mostré un aumento significativo en
la expresion de mRNA para colageno tipo 1 en un periodo de 8 semanas (Feng, Y., et
al.. 2019). Otro modelo en ratas C57BL/6NHsd utiliz6 una dieta occidental por 12
semanas y demostré un aumento en la expresion de genes codificantes para colageno
tipo 1 (Luo, Y., 2016). Estas disparidades pueden deberse a las diferencias entre cepas
animales, asi como las diferencias en las composiciones dietéticas, pues la dieta MCD
y la dieta occidental utilizada en el modelo previamente mencionado tienen un efecto
mas agresivo en la progresion de la EHGNA, asi como un mayor porcentaje de grasay

de concentracion en la bebida azucarada.

Es probable que los niveles de coladgeno cambien conforme avanza la
enfermedad en nuestro modelo, pues se espera que la expresibn aumentada y

sostenida de TIMPs inhiban mas adelante las MMPs y permitan asi la sintesis y
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depdsito de colageno tipo I, provocando el avance y progresion de la enfermedad a un
higado fibrético. Se necesitan mas estudios sobre el comportamiento de colageno en la

historia natural de la enfermedad de EHGNA.

14. CONCLUSIONES

La EHGNA es un problema de salud publica importante a pesar de la lenta
naturaleza en la progresiéon de la enfermedad. La complejidad en la patogénesis
permite un amplio abordaje de estudio y ofrece multiples blancos terapéuticos. No
obstante, el estrés oxidativo y la inflamaciébn son 2 procesos que evidentemente
promueven el dafio hepatico desde el inicio de la enfermedad. Es indudable que los
habitos en el estilo de vida, como la alimentacion, son factores de riesgo fundamentales
para el desarrollo de obesidad, SM y EHGNA.

La acumulacion ectoépica de lipidos en el higado es un evento primordial en la
patogénesis de la EHGNA, por lo que el abordaje temprano y de caracter preventivo
parece ser una estrategia prometedora para combatir la enfermedad. Actualmente no

existe un tratamiento farmacologico para la EHGNA, ni particularmente para el HGNA.

Los resultados de este estudio muestran un rol hepatoprotector de la niacina en
nuestro modelo de HGNA inducido por una dieta occidental mediante propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias. Se comprueba a lo largo del experimento el
mecanismo de accién del farmaco asi como el potente efecto hipolipemiante e
interesantemente la reduccion de la citocina TGF-B, la cual se caracteriza por
desempefiar una accién profibrogénica y proinflamatoria en los procesos de dafio
hepatico cronico.

Otro efecto hepatoprotector fue evidente a través de la prevencion de
lipoperoxidacién, es decir, se mostrd un efecto antioxidante que evita el dafio celular y
la iniciacién de la cascada inflamatoria con progresion del dafio. Estos efectos son
sumamente benéficos para evitar el inicio y la progresion del dafio en las enfermedades

hepaticas cronicas.
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Es necesario el estudio de compuestos faltantes para elucidar completamente el
mecanismo antiinflamatorio y de disminucion en la progresion de la enfermedad de la
niacina en este modelo. Seria de interés estudiar el comportamiento de parametros
inflamatorios tales como IL-10, IL-6, o la citocina proinflamatoria TNF-a, la cual ha
mostrado previamente en modelos similares un incremento entre las 12 y 16 semanas
(Xu, Z.J., et al.. 2010).

Asi mismo seria relevante analizar el efecto de la niacina en las adipocinas y en
el metabolismo de la glucosa en este modelo, que complementaria ain mas los
hallazgos de la compleja patogénesis de la EHGNA y su presencia en el sindrome

metabdlico.

Por ultimo, se requieren de mas estudios pre-clinicos y clinicos para considerar
la suplementacion de niacina o una dieta alta en niacina en pacientes con una dieta
occidental y/o que muestren pobre apego a los cambios en el estilo de vida para el
abordaje temprano y la prevencién del desarrollo de EHGNA, sin dejar de promover
como tratamiento de primera linea los buenos habitos de salud como una dieta

balanceada y el ejercicio fisico.

15. RECURSOS FINANCIEROS E INFRAESTRUCTURA

Este proyecto fue realizado en las instalaciones del laboratorio del departamento
de farmacologia y biologia celular de la Facultad de Medicina campus Mexicali. Entre
los materiales utilizados se encuentran: agitador orbital doble plataforma, agitador de
plataforma, balanza de dos platos, balanza analitica, centrifuga marca Eppendorf,
congelador de -20C, espectrofotometro, fotodocumentador, fuentes de poder para
camaras de proteinas, horno de secado, homogeneizador, lector de microplacas,
microscopio marca WILD, parrilla de calor y agitacién, potenciémetro, purificador de
agua Milli-Q Advantage, refrigeradorsistema de electroforesis para proteinas,
sonicador, ultracongelador, Los reactivos utilizados se adquirieron de Sigma (St. Louis,
Missouri, USA): Acido Nicotinico 298% (pyridine-3-carboxylic acid) y los siguientes

anticuerpos: anti-B-actina, anti-IL1, anti-TGF-B (GeneTex).
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El material y recursos necesarios para este proyecto fueron adquiridos mediante
el apoyo PRODEP (Apoyo a la incorporacion de Nuevos Profesores de Tiempo
completo) (UABC PTC 570).
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