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[. ABSTRACT

Different observational studies report that coffee consumption improves the liver
profile by decreasing liver enzymes, in addition to reducing the risk of developing a chronic
liver disease. However, the mechanism of action has not been established.

The aim of this study was to evaluate the hepatoprotective properties of coffee in a
model of liver damage produced by a diet rich in fat and 20% fructose drink (HFD) in male
rats of the Wistar strain, for 18 weeks. Concomitantly, boiled, unfiltered coffee was
administered daily at a dose of 250 mg / kg orally through an orogastric cannula. Coffee was
administered in the same way to the control group.

The lipid profile was analyzed (cholesterol, HDL, LDL and triglycerides). The activity of
Alanine Amino Transferase (ALT) and Gamma Glutamyl Transpeptidase (y-GTP) in plasma was
quantified. In samples of liver tissue, the content of collagen, lipidic peroxidation and
reduced glutathione (GSH) was determined. Histopathological study was carried out and
expression of TGF-B was measured by means of Western blot.

The consumption of a western diet during 18 weeks produced an important
dyslipidemia, increased the levels of y-GTP and partially those of ALT. In the liver there is an
increase in lipid peroxidation, a decrease in reduced Glutathione (GSH) and collagen content,
as well as glycogen depletion. In addition there was an increase in TGF-B expression.

Coffee prevented most of the alterations produced by HFD. It was able to prevent the
increase in the activity of liver enzymes as well as oxidative stress and the depletion of both

collagen and glycogen.




Il. RESUMEN

Distintos estudios observacionales reportan que el consumo de café mejora la funcién
hepatica, corroborandose por la disminucién de las enzimas hepaticas, ademas de reducir el
riesgo de desarrollar una enfermedad hepatica crdnica. Sin embargo, el mecanismo de
accion no ha sido establecido.

El objetivo de este estudio fue evaluar las propiedades hepatoprotectoras del café en
un modelo de dafio hepatico producido por una dieta rica en grasas y bebida de fructosa al
20% (HFD) en ratas macho de la cepa Wistar, durante 18 semanas. De manera concomitante
se administré diariamente, café hervido, no filtrado a dosis de 250 mg /kg via oral mediante
una canula orogastrica. Se administrd café de la misma manera al grupo control.

Se analizé el perfil lipidico (colesterol, HDL, LDL Yy triglicéridos). Se cuantifico la actividad
de la Alanino Amino Transferasa (ALT) y Gamma Glutamil Transpeptidasa (y-GTP) en plasma.
En muestras de tejido hepatico se determind el contenido de Colagena, peroxidacion liidica
y el Glutation reducido (GSH). Se realizd estudio histopatoldgico y por medio de Western blot
se midio la expresion de TGF-B.

El consumo de una dieta occidental durante 18 semanas produjo una dislipidemia
importante, aumentod los niveles de y-GTP y parcialmente los de ALT. En higado se muestra
un aumento de la peroxidacion lipidica, una disminucién del Glutation reducido (GSH) y del
contenido de colagena asi como una deplecion del glucdégeno. Ademads hubo un incremento
en la expresién de TGF- B.

El café previno la mayoria de las alteraciones producidas por HFD. Fue capaz de
prevenir el aumento de la actividad de las enzimas hepaticas asi como del estrés oxidativo y

la deplecidn tanto de colagena como de glucdgeno.




1. INTRODUCCION

3.1 Generalidades del higado

El higado es el drgano interno mas grande del cuerpo de forma triangular que se
localiza, justo por debajo del diafragma, lateral al colon transverso y estémago, por encima
del rifdn derecho, abarcando casi la totalidad de abdomen superior. Tiene un color marron-
rojizo, de superficie lisa, consistencia suave, con un peso aproximado de 1500 gramos
correspondiendo al 2.5% del peso total del adulto [Rouviére y Delmas, 2005].

Presenta dos caras, una diafragmatica y otra visceral. En su cara diafragmatica se
pueden distinguir dos ldbulos, derecho e izquierdo divididos por el ligamento falciforme. Su
cara visceral tiene una orientacion inferoposterior y a la izquierda, y esta dividida por tres
surcos: la fisura del ligamento redondo, la fosa de la vesicula biliar y el porta hepatico. Estos
surcos dan lugar a cuatro segmentos: ldbulo izquierdo, I6bulo derecho, Iébulo cuadrado y

|6bulo caudado (figura 1) [Rouviére y Delmas, 2005].
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Figura 1. Esquema anatdmico del higado. Este 6rgano se divide en el Iébulo derecho e izquierdo, los cuales
estan separados por el ligamento falciforme. (Tomado de Rouviére, H., Delmas, A. Anatomia humana
descriptiva, topografica y funcional, 11° ed. Masson).




El higado estd cubierto por una envoltura de tejido conectivo que es independiente del
revestimiento peritoneal, se conoce como capsula de Glisson. A la altura del porta hepatico,
esta capsula rodea tanto a vasos sanguineos como conductos penetrando en el tejido
hepatico y forma la cdpsula fibrosas perivascular.

Aunque este drgano conforma el 2.5% del peso corporal de un hombre adulto, recibe
aproximadamente el 25% del gasto cardiaco, a un flujo de 30 ml/min/kg por medio de la
vena porta hepatica (que aporta dos tercios del flujo sanguineo hepatico) y la arteria hepatica
(aporta aproximadamente 20% del flujo sanguineo). El drenaje venoso llega a las venas
hepaticas y posteriormente a la vena cava inferior (figura 2). El drenaje linfatico se lleva a
cabo por los vasos linfaticos superficiales, procedentes de los espacios interlobulillares
superficiales y profundos, que se originan en el parénquima hepatico. La inervacion se origina

por nervios del plexo celiaco, del nervio vago izquierdo y del nervio frénico derecho.
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Vena hepitica derecha
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hepatica
Vena porta
Vesicula biliar Conducto biliar Triada porta
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Figura 2. Distribucion del flujo sanguineo hepdatico. (Tomado de Rouviére, H., Delmas, A.
Anatomia humana descriptiva, topografica y funcional, 11° ed. Masson).




El higado posee una gran cantidad de funciones vitales para el organismo, incluyendo
desde funciones metabdlicas hasta el mantenimiento de la homeostasis, que se pueden
englobar en las siguientes categorias:

- Sintesis: de la mayoria de las proteinas plasmaticas, hormonas, acidos biliares,
colesterol.

- Metabolismo: de lipidos, lipoproteinas, acidos biliares, nutrientes, xenobidticos y
productos de desecho (figura 3).

- Secrecién: de bilis.

- Almacenamiento: de glucdgeno, de hierro y de vitamina A (Muriel, 2017].
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Figura 3. Funciones del higado. El higado posee numerosas funciones metabdlicas. Los nutrientes ingeridos
y absorbidos a través de tracto gastrointestinal se metabolizan para producir el ATP (adenosin trifosfato)
o bien, almacenar estos nutrientes. La glucosa puede almacenarse en higado y en musculo en forma de
glucdgeno, por medio de glucogenogénesis. Los acidos grasos llegan al higado en forma de quilomicrones,
se liberan los acidos grasos en el higado o tejido adiposo y estos se almacenan en forma de TG
(triglicéridos). Los acidos grasos pueden pasar por la via de la gluconeogénesis o pasar a la circulacién como
VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad). (Tomado de Jesus A. Ferndndez-Tresquerras: Fisiologia
humana, 4e. McGraw-Hill).




3.2 Lobulillo hepatico.
La unidad funcional basica es el lobulillo hepatico, una estructura cilindrica de varios
milimetros de longitud y de 0.8 a 2 milimetros de diametro. El higado humano contiene entre

50,000 y 100,000 lobulillos (figura 4) [Treyer y Misch, 2013].
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Figura 4. Estructura basica del lobulillo hepatico. Se observa la unidad funcional del higado con las placas
celulares hepaticas, los vasos sanguineos, el sistema conductor de la bilis compuestos por el espacio de
Disse. (Tomado de Rouviére, H., Delmas, A. Anatomia humana descriptiva, topografica y funcional, 11°
ed. Masson).

Las células del parénquima hepatico se encuentran ubicadas alrededor de las ramas
terminales de una arteriola hepdtica y una vénula porta (figura 5). Estas células
parenquimales, también llamadas hepatocitos, se disponen en forma radiada en torno a una
vena central o centrolobulillar, conectados a manera de un sincitio y conforman los lobulillos

hepaticos de los cuales estd compuesto el higado, siendo estos la unidad funcional basica del
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organo y se encuentran dispuestos en forma de placas hexagonales. Se encuentran
separados entre si por fisuras interlobulillares que aumentan de tamafio conforme se
aproximan a la union de cuatro lobulillos, formando los espacios perisinusoidales. Los
espacios perisinusoidales contienen el espacio de Disse, células endoteliales, células de
Kupffer y células estelares. Los canaliculos hepdticos se forman del contacto de un
hepatocito con otro, dando lugar a los conductillos biliares, los cuales van confluyendo hasta

formar el conducto hepatico comun que lleva la bilis hasta la vesicula biliar [Lautt, 2009].

E ED CB H

Figura 5. Tipos celulares hepaticos y su localizacidn. Célula de Kupffer
(CK), poro sinusoidal (PS), célula estelar (CE), hepatocito (H),
conductillo biliar (CB), espacio de Disse (ED), endotelio (E). (Tomado de
Desmet V. Organizacional Principles, in The Liver: Biology and
Pathobiology, Tercera ed., Ed Raven Press Ltd., 1994).

3.3 Tipos celulares.

Las células que conforman el higado son distintas con diferentes funciones (cuadro 1):
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- Células parenquimatosas.

Los hepatocitos o células del parénquima son las células mas abundantes en el higado
conforman aproximadamente el 70% del peso del érgano en el hombre adulto. Son células
epiteliales muy polarizadas, lo que les confiere dos dominios membranales, uno sinusoidal y
otro canalicular. EI mantenimiento de esta polaridad de la membrana de los hepatocitos
permite que exista una excrecion biliar normal y la eliminacion de xenobidticos, es decir, para
gue conserve sus funciones metabdlicas, exdcrinas y enddcrinas que son esenciales para la

vida [LeCLuyse y Alexandre, 2010].

Cuadro I. Organizacion de las distintas poblaciones
celulares no parenquimatosas existentes en el higado

Células no
parenquimatosas  Tipo celular Importancia
40% Células Profibrogénicas
estelares hepaticas
20% Endoteliales Intercomunicacion
(sinusoidales) celular
20% Células de Kupffer Respuesta
inflamatoria ante
un estimulo
20% Linfocitos Respuesta
intrahepaticos inmune y/o
tolerancia

- Células de Kupffer.

Las células de Kupffer son los macréfagos especificos del higado y forman parte del sistema
inmunoldgico del huésped. Provienen de células monociticas, conocidas como células de Pit.
Se encuentran localizadas en el sinusoide, en contacto con el endotelio de este, en donde se
ven expuestas a la circulacion esplacnica por medio de la vena porta y a la circulacién de la
arteria hepatica. Se encuentran en mayor cantidad en la cercania de la vena porta que en la
proximidad de la vena central, siendo el primer contacto para ejercer su papel de defensa

ante la llegada de algun agente dafiino (virus, bacterias, hongos). Son capaces de secretar

12




mediadores inflamatorios como citocinas, endotelinas, prostanoides y oxido nitrico [Lautt,

2009].

- Células estelares (CE).

Las células estelares o lipocitos hepaticos perisinusoidales tienen la capacidad de almacenar
grasas (en el citoplasma que contiene las gotas de lipidos en donde se encuentra almacenada
la vitamina A) y como su nombre lo dice se encuentran en el espacio perisinusoidal de Disse.
En su forma inactiva se llaman células de Ito y al activarse adquieren caracteristicas de
miocitos y expresan desmina, lo cual les confiere la capacidad de contraerse de manera
reversible. Por su ubicacidon, pueden comprimir a las células endoteliales y disminuir el

didmetro de los sinusoides [Kawada, 2013].

- Células endoteliales sinusoidales.
Estas células constituyen la pared del sinusoide hepatico. Forman una membrana fenestrada
y cada penetracion es de aproximadamente 0.17 um de didmetro. Esta barrera permite el
paso de liquido, solutos y pequefias particulas (quilomicrones, lipoproteinas) a manera de
intercambio entre la luz del sinusoide y el espacio de Disse. Poseen una gran capacidad

endocitica para moléculas, liquidos y particulas pequefias [Wisse, 1996].

- Células de Pit.
También conocidas como “natural killer”, son generalmente encontradas en el lumen del
sinusoide y por su polaridad estan en relacién principalmente con las células endoteliales,
pero también se encuentran a veces entre la célula endotelial y una célula de Kupffer. Las
células de Pit son una defensa antitumoral hepatica y también contra infecciones virales

[Brunt, 1788].
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IV. DANO HEPATICO.

El higado tiene una gran capacidad regenerativa y con funciones complejas. Esto se ha
comprobado experimentalmente después de producir algun tipo de dafio y tras el retiro del
estimulo, que en un principio produjo pérdida de tejido hepatico. La regeneracién es un

parametro fundamental de la respuesta hepatica al dafio [Kawasaki, 1992].

Las primeras células en regenerarse son las parenquimales empezando por las que se
encuentran en las zonas periportales, después las de las zonas pericentrales vy
posteriormente el resto de las células. Los hepatocitos en regeneracion forman
aglomeraciones (o nédulos regenerativos). Las células de Ito penetran en los nddulos de
regeneracion y expresan laminina que eventualmente inducird la reorganizacion de los
hepatocitos a su forma natural. Los capilares que irrigan los conglomerados de hepatocitos
crecen y forman los sinusoides hepaticos que estan rodeados de células de Kupffer y células
endoteliales pero en escasa cantidad. El contenido de la matriz extracelular cambia de tener
alto contenido de laminina a colagena tipo | vy lll, y fibronectina. En alrededor de siete dias,
los |6bulos hepaticos tienen un mayor tamafio que antes de la regeneracion [Michalopoulos

y DeFrances,1997].

El dafio hepatico puede ser agudo o crénico, se clasifica de acuerdo al tiempo en el
cual el higado se ve expuesto a un estimulo dafiino (figura 6). La principal patologia hepatica
es la cirrosis la cual tiene distintas causas o estimulos dafiinos (consumo de alcohol o de dieta
rica en grasas, enfermedades virales, etcétera) y su importancia radica en que es una causa
de mortalidad por los cambios en la arquitectura del parénquima que interfiere con la

funcion normal del higado.
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Figura 6. Esquema de tipos de dafio hepatico.

4.1 Clasificacion del dafio hepatico de acuerdo al tiempo.

411  Agudo.

En el dafio hepatico agudo, el tejido se ve expuesto a un estimulo de manera intensa
pero en un periodo limitado de tiempo, el suficiente que le da la oportunidad al érgano para
su regeneracion en la que los hepatocitos retoman su arquitectura normal [Boon-Bee y

McCullough, 2016].

4.1.2  Cronico.

Cuando sucede un dafio crénico, la respuesta del tejido hepatico es la fibrosis y
posteriormente, cirrosis. La cirrosis es la manifestacion final del depdsito de matriz
extracelular en el espacio de Disse, entre los hepatocitos y las células endoteliales del
sinusoide, lo que a su vez reduce el flujo sanguineo de los hepatocitos al espacio sinusoidal.

Ademas, el aumento de la matriz extracelular producido por las células estelares activadas
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produce una distorsion en la arquitectura hepatica debido a que se forma una cicatriz en el
parénquima que no puede ser sustituida por tejido normal. La fibrosis aumenta
progresivamente el dafio y en respuesta, el higado sigue tratando de regenerar su
parénquima, pero se ve impedido por el depdsito de coldgeno tipo |, tipo Il y fibronectina.
Este proceso de dafio-curacién, no permite una curacion adecuada porque la misma fibrosis
encierra a estas conglomeraciones de hepatocitos regenerados, dando lugar a nddulos de
regeneracion que pueden ser micronddulos y/o macronddulos, estableciéndose finalmente

la cirrosis hepatica [Boon-Bee y McCullough, 2016].

4.2 Enfermedad por higado graso no alcohdlica (EHGNA).

4.2.1 Definicién de la EHGNA.

La EHGNA es la manifestacién hepética del sindrome metabdlico. Esta se define como
la acumulacion de grasa en el higado en pacientes que no consumen alcohol. Su espectro
clinico y patolégico puede evolucionar de la esteatosis simple a la esteatohepatitis, a la
cirrosis y al carcinoma hepatocelular con sus consecuencias clinicas. Histoldgicamente, la
esteatosis hepatica se caracteriza por la acumulacion de triglicéridos en macro vy
microvesiculas en mas del 5% de los hepatocitos, distribuyéndose principalmente en la

regién perivenular [Boon-Bee y McCullough, 2016]

4.2.2 Epidemiologia de la EHGNA.

La EHGNA es la patologia mas frecuente en el mundo con predominio en paises
occidentales, y la causa mas comun de alteraciones en las pruebas de funcion hepatica,
afectando tanto a nifilos como a adultos y su prevalencia en la poblacidn general se estima
entre 2.8y 24%. Esla principal causa de elevacion asintomatica de enzimas hepaticas. Existe
un aumento en su prevalencia a nivel mundial relacionado con la epidemia de obesidad,
diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico. En el 2008 representd el 75% de todas las
enfermedades hepaticas cronicas. Para el 2015, en Estados Unidos se estimd que mas de 95

millones de adultos habian sido afectados. La historia natural establece la progresién de
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higado graso no alcohdlico a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), a fibrosis/cirrosis y a

hepatocarcinoma [Méndez-Sanchez y cols, 2010].

De acuerdo a la Organizacién para Cooperacion y Desarrollo Econdmico [OCDE, 2017],
México ocupa el primer lugar en obesidad a nivel mundial desplazando a E.E.U.U., siendo
esta uno de los principales factores predisponentes para el desarrollo de EHGNA. En estudios
poblacionales a nivel nacional se estima una prevalencia de 17.05% en pacientes
asintomaticos. La etnicidad también se considera un factor de riesgo ya que los hispanos y
la poblacién México-americana son los de mas alta prevalencia en Estados Unidos [Méndez-

Sanchez y cols, 2010].

4.2.3 Fisiopatogenia de la EHGNA.

La enfermedad por higado graso no alcohdlico se desarrolla como consecuencia de
disfuncién de diversas vias metabdlicas. La acumulacién de triglicéridos en el citoplasma de
los hepatocitos surge del desbalance entre la adquisicion lipidica, por medio del ingreso de
acidos grasos libres y de la lipogénesis de novo, y la remocion de lipidos, llevada a cabo por
la oxidacién mitocondrial y exportacion a la circulacién como particulas de VLDL [Guturu, P.,

Duchini, 2012].

La historia natural de la enfermedad indica que es un proceso de dafio cronico en el
cual el estimulo al que se ve expuesto el higado es el consumo de una dieta rica en grasas
que primeramente ocasiona una esteatosis hepatica, que es la simple acumulacién de grasas
en los hepatocitos. Si dicho estimulo continda, habrd una respuesta inflamatoria, llamada
esteatohepatitis, que es reversible. Sin embargo, si persiste el dafio progresara a fibrosis y
posterior cirrosis, e incluso, en algunos casos, hepatocarcinoma [Boon-Bee y McCullough.

2016].

La fisiopatologia la EHGNA es compleja y multifactorial. Anteriormente, la teoria mas

aceptada para explicar su desarrollo era la “hipotesis de los dos hits”. El primer hit es la
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acumulacion hepatica de lipidos secundario al estilo de vida sedentario, dieta rica en grasas,
obesidad y resistencia a la insulina, dejando al higado vulnerable a otros estimulos dafiinos.
El segundo hit activa cascadas inflamatorias y de fibrogénesis [Méndez-Sanchez y cols, 2010].

Sin embargo, esto no explica por completo la génesis de la EHGNA por lo que se
propuso la “hipdtesis de los multiples hits”. Esta Ultima consiste en que, por una parte, |a
genética de cada individuo y por otro los factores ambientales y del estilo de vida llevan al

desarrollo de obesidad y de resistencia a insulina [Méndez-Sanchez y cols, 2010].

La resistencia a la insulina es el principal factor para el desarrollo de esteatosis hepatica
y esteatohepatitis. También promueve un incremento en la lipogénesis de novo en el higado,
una disminucion en la lipolisis en el tejido adiposo lo que provoca un aumento en los niveles
de acidos grasos libres de modo que existe un ingreso masivo de lipidos al higado en donde

se acumulan en forma de triglicéridos [Malhotray Beaton, 2015].

La lipotoxicidad producida tiene como consecuencia disfuncidon mitocontrial con
aumento de la B-oxidacion lipidica y estrés oxidativo lo que conduce a la generacion de
especies reactivas de oxigeno y estrés del reticulo endoplasmico. La disfuncién mitocondrial
involucra alteraciones en la cadena respiratoria, asi como disminucién en la sintesis de
adenosin trifosfato (ATP) y en los niveles de ADN mitocondrial, por lo cual hay un declive en
la expresién proteica generando un desbalance entre la oxidacidén y la fosforilacion

mitocondrial [Malhotra y Beaton, 2015].

Otro de los factores involucrados es la alteracion de la flora intestinal ya que esto
conduce a la producciéon de acidos grasos en el intestino, asi como un aumento en la
absorcion de lipidos que lleva a la activacion de vias inflamatorias con liberacidn de citocinas
proinflamatorias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a). La inflamacion en higado produce dafio y muerte celular, vy

posteriormente, fibrosis (figura 7) [Buzettiy cols, 2016].
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4.2.3.1 Lipotoxicidad.

La lipotoxicidad se refiere a los efectos negativos generados por el aumento de acidos
grasos desencadenando la activacion de vias metabdlicas que provocan una pérdida de la
homeostasis de la célula por dafio a las membranas celulares y de los organelos que llevan a

muerte celular [Arauz y cols, 2016].

La B-oxidacion promueve la sintesis de glucdgeno vy la inhibicion de la hexocinasa;
teniendo como resultado la inhibicidon de la captacion de glucosa. Al existir un aumento en la
disponibilidad de acidos grasos libres que los requerimientos celulares no precisan, se
produce una oxidacion de estos de manera compensatoria, para mantener el equilibrio
dentro de la célula. Pero esta B-oxidacién, es deficiente y falla, por lo que entran en juego
vias metabdlicas alternativas para intentar degradarlos o bien se almacenan en forma de

triglicéridos [Arauz y cols, 2016].

Los productos de la lipoperoxidacién incluyen malondealdheido (MDA), propranal,
hexanal y 4-hidroxinonenal (4-HNE), son estudiados en el dafio experimental por estrés
oxidativo, pueden ocasionar dafio directamente al acido desoxirribonucleico (ADN) [Muriel,

2017].
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Figura 7. Teoria de los multiples hits.
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4.2.3.2 Estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno, tales como H,0,, OH", O, conocidos por sus siglas
en inglés como (ROS reactive oxygen species) desempefian importantes funciones
fisioldgicas y también puede causar un extenso dafio celular. Los seres vivos poseen un
conjunto de sistemas fisioldgicos que se encargan de eliminar las ROS ocupandose de
mantener el estado de equilibrio que existe entre oxidantes y antioxidantes. Se define al
estrés oxidativo como un desequilibrio entre la generacién de ROS vy la capacidad de defensa
antioxidante de la célula, el cual afecta a los principales componentes celulares, incluyendo

los lipidos, proteinas y ADN (figura 8) [Evans y Halliwell, 2001].
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Figura 8. Estrés oxidativo. El desequilibrio entre el sistema antioxidante y la generacién de ROS genera
una pérdida de la homeostasis celular. (Tomado de Jonatham Isaac Arauz-Cabrera, Annals Hepatol
2016).

El estrés oxidativo es un punto importante en la fisiopatologia de la EHGNA, pero

también de la enfermedad hepdtica alcohdlica y de la hepatitis C. Es un que lleva a




lipoperoxidacion directa de las membranas mitocondriales produciendo pérdida del

citocromo C lo que inicia apoptosis y muerte celular [Méndez-Sanchez, 2004].

Las ROS se producen de manera natural por organismos aerobios y participan en
funciones celulares como transduccion de sefiales, como la defensa contra microorganismos,
la regulacion expresion genética, entre otros. El higado es el principal encargado de la
homeostasis metabdlica por lo que es un productor de ROS, los cuales se elaboran por medio
de varias enzimas: diamina oxidasa, aldehido deshidrogenasa, oxidasa dual de triptofano,
deshidrogenasa hepatica y el sistema del citocromo P450. Los organelos involucrados son las
mitocondrias, los neutroéfilos y las células de Kupffer. El aumento en la produccion de ROS
durante el dafio hepatico, media muchos de los efectos fibrogénicos del factor
transformante B (TGF ), que induce la expresion del factor de crecimiento de tejido

conectivo (CTGF) en hepatocitos y fibrogénesis [Arauz y cols, 2016].

4.3 Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo.

Los seres vivos poseen un conjunto de sistemas fisiolégicos que se encargan de
eliminar las ROS ocupdndose de mantener el estado de equilibrio que existe entre oxidantes
y antioxidantes. La gran diversidad en la vida media de los distintos prooxidantes, desde
nanosegundos para el caso del radical hidroxilo hasta varios segundos para los radicales
peroxilo o el dxido nitrico y peroxinitrito pone de manifiesto la gran variedad de sistemas de

defensa necesarios para hacerles frente [Sies, H., Stahl, 1995].

Los sistemas antioxidantes pueden prevenir o inhibir la oxidacion, y evitar una reaccion
en cadena de oxidacidon masiva, protegiendo del dafio indiscriminado a lipidos de
membranas, proteinas y al ADN, que se produce al secuestrar un atomo de hidrdogeno de

estas moléculas [Muriel, 2017].

Existen dos tipos de sistemas antioxidantes:
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e Enzimaticos: superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), catalasa
(CAT) y hemoxigenasa-1 (HO-1) [Arauz y cols, 2016].
e No enzimaticos: dcido ascérbico, a-tocoferol, glutatién reducido (GSH), entre

otros [Arauz y cols, 2016].

Antioxidantes enzimaticos.
La funcion de los antioxidantes enzimaticos es prevenir la iniciacion de las oxidaciones

en cadena, al eliminar las ROS (O2e-y H202). En este grupo encontramos 3 enzimas:

- Catalasa. La catalasa es una hemoproteina tetramérica cuya funcién es reducir el
peroxido de hidrégeno para formar oxigeno molecular y agua. Asi mismo, posee

actividad peroxidasa [Nohl y Hegner, 1978].

- Superdéxido dismutasa. Son un grupo de enzimas que catalizan la dismutacion del

radical superéxido para formar peroxido de hidrogeno [Peppin y Weiss, 1986].

- Glutation peroxidasa. Complementa la actividad de la catalasa como sistema
reductor del perdxido de hidrégeno. Esta enzima clave del ciclo del glutation, actda
ademas sobre grandes moléculas de perdéxidos lipidicos y sobre productos derivados

de las reacciones catalizadas por la lipooxigenasa [Arauz y cols, 2016].

Antioxidantes no enzimaticos.
Ademas de los mecanismos enzimaticos anteriormente mencionados, la célula dispone
de un conjunto de mecanismos no enzimaticos que permiten contrarrestar la agresion

oxidativa que causan los radicales libres.

- Vitamina C. La vitamina C o acido L-ascérbico es hidrosoluble, y bajo la mayoria de
condiciones fisiolégicas se encuentra en su forma desprotonada. Se le considera un

antioxidante muy importante en fluidos extracelulares. Actua eficientemente
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atrapando los radicales peroxilo en fase acuosa, antes de que éstos puedan iniciar la
peroxidacion lipidica; de esta forma el acido ascorbico puede proteger a las
membranas del dafio peroxidativo. Ademas, la vitamina C puede llevar a cabo esta
proteccion frente a la peroxidacion aumentando la actividad del a-tocoferol [Sies y
Stahl].

Glutatién.  El glutation es un tripéptido ubicuo, y-glutamil-cisteinil-glicina,
descubierto por Hopkins en 1921. Es el tiol no proteico, soluble en el citoplasma, mas
abundante en la célula y juega un papel central en la defensa antioxidante. La
molécula de glutation puede encontrarse en dos estados de oxidacion distintos: en
forma reducida, como tiol (GSH) y en forma oxidada, compuesta por 2 moléculas

unidas por un puente disulfuro (GSSG) [Luy cols, 1991].

Las células eucariotas poseen tres reservorios principales para el GSH. Casi el 90% del
GSH celular esta en el citosol, el 10% en la mitocondria y un pequefio porcentaje en
el reticulo endoplasmatico. Mientras que en este ultimo compartimento la
proporcion GSH/GSSG es de 3:1, en el citoplasma y la mitocondria este cociente
sobrepasa la proporcion 10:1. Centrandonos en su funcion antioxidante, el GSH en
presencia de una GSH- peroxidasa selenio-dependiente, reduce a los perdéxidos
producidos de manera endogena (Figura 9). Como resultado de esto, el GSH se oxida
a GSSG, que es nuevamente reducido a GSH por la GSSG reductasa, a expensas del

NADPH, formando asi un ciclo redox [Meredith y Reed, 1982].

El GSH es el mayor sistema antioxidante intracelular no enzimatico, junto con su
forma oxidada (GSSG) participan en el equilibrio oxido-reduccién. Ademas es un
cofactor de sistemas enzimaticos antioxidantes como la GPx, participa en el
transporte de aminoacidos a través de la membrana plasmatica y colabora en la
regeneracion de las formas activas de acido ascérbico y a-tocoferol [Arauz y cols,

2016].
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- Vitamina Ay B-carotenos.  La vitamina A y sus derivados biolégicamente activos,
retinal y acido retinoico, junto con un gran numero de andlogos sintéticos
comprenden el grupo de compuestos denominados retinoides. La vitamina A es
esencial para la vision, la diferenciacion y proliferacion celular, la reproduccion, el
normal desarrollo neonatal y la integridad del sistema inmune. Su naturaleza lipofilica
y su localizacion en el compartimento hidrofébico de las membranas bioldgicas y
lipoproteinas hacen que la vitamina A sea un compuesto efectivo en la reduccién de
la peroxidacion lipidica, actuando como inhibidor de las reacciones de oxidacion en

cadena [Evans y Kaye, 1999].

- Vitamina E.  El tocoferol es el compuesto principal de esta vitamina, corresponde
guimicamente a un derivado metil-6-hidroxicromano, con una cadena alifatica de 16
carbonos laterales. La vitamina E se encuentra ampliamente distribuida en los
alimentos, de estos las grasas y aceites contienen mas vitamina E, otras fuentes son
los cereales, aves, carnes, pescados, etc. Esta vitamina tiene diversas funciones
metabdlicas, entre ellas tal vez la mas importante y mejor estudiada es el papel
protector de las membranas bioldgicas, ya sea evitando la oxidaciéon de sus
componentes celulares esenciales o evitando la formacion de productos toxicos de
oxidacion como los perdxidos de dcidos grasos, actuando asi como estabilizador de

la estructura lipidica de los tejidos [Evans y Kaye, 1999].

4.3.1 Diagnéstico y tratamiento de la EHGNA.

Hasta el momento el tratamiento de todas las formas de la enfermedad por higado
graso no alcohdlico va dirigido a mejorar las comorbilidades como la obesidad central,
dislipidemia, hipertensién y diabetes [Guturu y Duchini, 2012]. Una de las principales
estrategias terapéuticas es la modificacion en el estilo de vida que consiste en dieta y
ejercicio regular. En cuanto al manejo dietético, se indica una disminucién de la ingesta
caldrica con énfasis en la restricciéon de fructosa y/o sacarosa, y de grasas saturadas [Molloy

y cols, 2012].
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Actualmente no existe un tratamiento farmacoldgico que sea universalmente efectivo
para el manejo de la EHGNA, por lo que se han probado varios elementos. Uno de ellos es la
vitamina E por sus efectos antioxidantes, pero su uso se restringe a individuos no diabéticos
con EHNA comprobada histoldgicamente debido a sus efectos secundarios > 22, También
se ha probado con hipoglucemiantes orales como las tiazolidinedionas (pioglitazona),
aunque el uso de estos no ha demostrado diferencias significativas con respecto a los grupos

control y se deben considerar los efectos secundarios [Braviy cols, 2013].

Otros farmacos probados han sido los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina y los antagonistas de los receptores de angiotensina, dentro de los cuales
telmisartan es el Unico que ha mostrado mejoria significativa en los niveles de transaminasas,
en la resistencia a insulina y a nivel histolégico en los casos de EHNA asociada a hipertension

[Sanyal y cols, 2010].

V. EL CAFE Y SU RELACION CON LAS ENFERMEDADES HEPATICAS.

5.1 Generalidades del café.

El café es una de las bebidas mas consumidas a nivel mundial, de acuerdo a la Sociedad
Americana del Café, con un consumo aproximado de 7.983 900 ton/afio. Es una bebida
compleja con beneficios que contiene muchos compuestos bioactivos incluyendo: acidos
fendlicos, diterpenoides y cafeina. Las principales especies de café son Coffea arabica, y
Coffea canephora variedad robusta, el primero se encuentra en mayor cantidad a nivel

mundial [Georgescu y cols, 2009).

Las propiedades del café se ven alteradas por multiples factores como la especie, las
condiciones de cultivo del grano, la altura, temperatura y humedad en la que se cultiva, vy el
modo en que se prepara un extracto de café. Por ejemplo, las bebidas hechas con café

robusta tienen mayores cantidades de antioxidantes y cafeina [Ludwig y cols, 2014].
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5.2 Efectos benéficos del café sobre la salud humana.

Uno de sus componentes principales es la cafeina (1,3,7- trimetilxantina) que es un
alcaloide que ha demostrado muchos efectos benéficos, entre ellos en la enfermedad de
Alzheimer por su actividad estimulante a nivel de sistema nervioso [Bond, 2012]. También
ejerce un efecto ergogénico al momento de realizar actividad fisica [Prediger, 2010]. Se ha
probado que tiene ciertas propiedades quimiopreventivas contra melanoma maligno
[Laurence y cols 2012]. Por ultimo, tiene una actividad antioxidante asi como también se

considera un inhibidor de la ciclooxigenasa -2 [Liu y cols, 2013].

Otro componente es el acido clorogénico (acido 5-cafeolquinico) al cual se le han
atribuido muchos de los efectos del café como su efecto hipolipemiante que puede llevar a
la disminucion de peso, efecto antioxidante protector de macromoléculas y cierta actividad
antiviral contra el virus de hepatitis C e influenza HIN1 [Wang y cols, 2009; Urushisaki y cols,

2011].

Los diterpenos principales del café son kahweol y cafestol se encuentran en este como
ésteres y le dan a la bebida su sabor amargo. Se encuentran en gran cantidad en el café
hervido y sin filtrar. Su efecto antioxidante radica en la regulacion del factor nuclear eritroide
2 (Nrf2) y los genes dependientes de ARE (elemento de respuesta antioxidante). Ademas, se
ha visto involucrado en la reduccién del riesgo para desarrollar diabetes mellitus tipo 2 [Bghn

y cols, 2014).

La trigonelina ha demostrado actividad antibacteriana contra Streptoccocus mutans,
agente causal de caries, al interferir con su mecanismo patogénico de adhesién asi como

contra Salmonella enterica [Mellbye y cols, 2015].

Las melanoidinas son obtenidas Unicamente a través de la dieta por lo que encuentran

en altas cantidades en el tracto gastrointestinal en donde ejercen una accion antiabsortiva
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de acidos grasos de modo que previenen la peroxidacién de lipidos y sus consecuencias

[Almeida vy cols, 2006].

El acido nicotinico (nicotinamida) se puede obtener intrinsecamente o como
suplemento alimenticio de la vitamina B3. Tiene efectos antiinflamatorios demostrados
mediante la mejoria clinica en dermatosis inflamatorias [Tagliazucchi, 2010]. La niacina
controla los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y de triglicéridos, siendo efectiva en casos de dislipidemias en estudios

clinicos [Niren, 2006].

Por todo lo anterior, exponiendo las propiedades de solo unos pocos componentes del
café, observamos que es una bebida de gran complejidad y con muchas posibles
aplicaciones. Sin embargo, es muy dificil unificar la composicién de éste a nivel mundial por

lo cual alin no se dilucida con exactitud todas las propiedades en conjunto.

5.3 El café en las enfermedades hepaticas.
Los antioxidantes presentes en el café producen un efecto benéfico en el cuerpo,
especialmente a nivel hepatico en donde las ERO se producen en grandes cantidades por el

alto metabolismo mitocondrial en este érgano.

5.3.1 Mecanismos hepatoprotectores del café.
El estrés oxidativo ejerce de manera directa un efecto en la generacion y progresion de
enfermedades hepaticas en general. Pero el café y sus compuestos pueden prevenir esto

por sus efectos antioxidantes y antifibrogénicos por medio de varios mecanismos (figura 10):

- Promueve la fosforilacion del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) y su liberacion de la
membrana plasmatica, lo cual permite su traslocacion al nucleo en donde activa la
expresion a los genes dependientes de ARE (elemento de respuesta antioxidante, por

sus siglas en inglés) que incluyen genes que llevan a la expresion de las enzimas de
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fase 2 y otras proteinas antioxidantes incluyendo a CAT, SOD, HO-1, GPx Y GSH)
[Bghn, 2014].

- Inhibe la expresion hepatocelular del factor de crecimiento de tejido conectivo
(CTGF) a través de la elevacién de las concentraciones intracelulares de adenosin
monofosfato ciclico (cCAMP), lo cual lleva a la degradacién del efector de TGF [, Smad

2 por medio de la ubiquitin ligasa Smurf 2 [McKenney, 2003].

- Estimula el receptor de adenosina, A2A llevando a la produccién de cAMP, y a la
activacion de la quinasa dependiente de AMPc (PKA) y a la fosforilacién del CREB
(elemento de respuesta de cAMP unido a proteina), inhibe la actividad transcripcional
del factor NF-kB (factor nuclear de cadenas ligeras kappa de las células B) vy
subsecuentemente suprime la expresidon de citocinas. El café aumenta los niveles de

cAMP inhibiendo a la fosfodiesterasa de cAMP (PDE) [Conolly 2010 y Arauz, 2013].
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Figura 9. Mecanismos hepatoprotectores del café. (Tomado de Jonathan Isaac Arauz-Cabrera, Liver
Pathophysiology, Elsevier 2017).
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VI. MODELOS EXPERIMENTALES DE DANO HEPATICO.

6.1 Generalidades.

Un modelo experimental es un sistema bioldgico capaz de simular de manera parcial o
total el proceso a estudiar. El sistema bioldgico puede ser desde una célula, tejido u érgano
hasta un animal, con la finalidad de semejar las mismas circunstancias y condiciones para

obtener resultados objetivos.

La EHGNA es un proceso que involucra un amplio espectro de trastornos asociado a
multiples vias de dafio por lo cual existen modelos experimentales de dafio y al ser una
patologia relativamente nueva, su estudio va en auge por lo que se han implementado pocos

modelos experimentales de dafio hepatico para desarrollarla.

Los dos principales modelos de dafio son mediante la ingesta de una dieta rica en
grasas y mediante una dieta a base de fructosa esto con el de generar la enfermedad vy

proporcionar posibles blancos terapéuticos.

6.2 Modelo de higado graso por consumo de dieta rica en grasas.

Este modelo murino consiste en la administracion de una dieta alta en grasas (HFD,
high fat diet) hecha a base de 88 g de purina normal para rata, 10 g de manteca de cerdoy
2 g de colesterol. Las ratas de la cepa Sprague-Dawley fueron alimentadas y sacrificadas a las
4,8,12, 16, 24, 36 y 48 semanas y se compararon con grupos control. Se logré reproducir
de manera exitosa la EHNA alrededor de la semana 12 a la 48 comprobdndose con una
funcion hepatica alterada y confirmandose mediante cortes histoldgicos. Al final de la
semana 48 se observd un aumento de la obesidad visceral, hiperlipidemia, aumento de
acidos grasos libres, y de factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) corroborando la inflamacion
ocasionada. La ventaja de este modelo es su manufactura sencilla y el bajo costo, lo que

permite la reproduccion de este modelo [Tan y cols, 2006].
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6.3 Modelo de higado graso por consumo de fructosa.

Las dietas ricas en carbohidratos se relacionan con un aumento en el contenido de
grasa intrahepatica ya que promueven la lipogénesis por medio de la activacién del ChREBP
(proteina de union del elemento sensible a hidratos de carbono y al SREBP-1c (proteina de
union del elemento esterol-regulador-1c). La fructosa es un componente de la dieta
occidental presente en una amplia variedad de bebidas azucaradas. El metabolismo de la
fructosa tiene ciertas particularidades que promueven de manera mas intensa la
enfermedad por higado graso. Primero, esta se absorbe por la via porta y se distribuye hace
el higado en mayor concentracion que en otros tejidos. Por otro lado, la fructosa promueve
la lipogénesis cuando hay un estado de Resistencia a la insulina puesto que la fructosa no
requiere insulina para ser metabolizada y estimula directamente SREBP1c. Por ultimo, la
fructosa también lleva a la deplecion de ATP y a la supresion de la oxidacién mitocondrial de
acidos grasos aumentando la produccién de ROS [Softic, 2016]. Este modelo ha sido probado
en ratas de la cepa Wistar, las cuales se dividieron en 4 grupos, uno con dieta normal, otro
con HFD, otros con dieta normal y agua con fructosa al 25%, y el ultimo con dieta HFD y agua
con fructosa al 25%. Se sacrificaron las ratas al inicio, a los 2 y 8 meses. Esto demostro que
la combinacién de grasas y carbohidratos llevan al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2,
sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, dislipidemia, etc. La dieta HFD mas fructosa
ademas produjo esteatosis hepdatica complicada con inflamacion y fibrosis, lo cual se
corrobord mediante cortes histologicos, y también se observd un aumento en los niveles de
glucégeno hepatico. Sin embargo, el solo consumo de dieta con fructosa indujo solamente
insulinoresistencia, intolerancia a la glucosa e hipertrigliceridemia, con un aumento en el

glucégeno hepatico [Xu vy cols, 2010].
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VII. JUSTIFICACION

La EHGNA es un trastorno global frecuente con prevalencia estimada entre 2.8 y 24%
de la poblacion general, la cual continda en incremento secundario a la epidemia de obesidad
y sindrome metabdlico. Afecta principalmente a paises occidentales, teniendo el primer lugar
México y en segundo lugar Estados Unidos en donde la prevalencia es de 17.05% [Méndez-
Sanchez, 2010].

La historia natural de la EHGNA indica que, de no tratarse adecuadamente, puede
progresar a EHNA, ésta a cirrosis y a hepatocarcinoma. En la actualidad las estrategias
utilizadas para tratar esta enfermedad se basan en modificacién de los habitos en el estilo
de vida como dieta y ejercicio. Golabiy Locklear en 2016 publicaron que la combinacion de
dieta mas ejercicio es mas efectiva que Unicamente la dieta para reducir los triglicéridos
intrahepaticos. Y por otro lado tanto el ejercicio aerdbico como el ejercicio intenso constante

también resultaron estrategias efectivas para reducir el contenido intrahepatico de
triglicéridos y la cantidad de grasa abdominal asi como para mejorar la presién arterial, sin

embargo, este se tiene que realizar por un periodo minimo de 6 a 12 meses para obtener el
beneficio [Zhang y cols, 2017]. Por lo que se han agregado tratamientos farmacoldgicos que
no son totalmente efectivos para erradicar este problema de salud publica [Bernal-Reyes y
cols, 2019].

El café es una bebida compleja con amplia distribucion a nivel mundial que posee gran
variedad de propiedades benéficas para la salud como se menciona previamente. En salud
hepatica se ha probado con otros modelos experimentales. En el modelo de dafio hepatico
por dimetilnitrosamina el café, disminuyd la expresién de TGF-R a nivel hepdtico con
diferencia estadisticamente significativa, previniendo la fibrosis hepatica (Lozano y cols,
2016). Ademas, nuestro grupo de trabajo comprobd los efectos antioxidantes del café
regular, café descafeinado y cafeina en el modelo de dafio hepatico mediante ligadura de
conducto biliar mediante la disminucion de los niveles de MDA y el mantenimiento de los

niveles de GSH [Arauz y cols, 2016].
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Por todo lo anteriormente mencionado, proponemos que la evaluacién de los efectos
del café en la EHGNA inducida experimentalmente puede otorgar resultados importantes

para considerarla una alternativa farmacoldgica para el tratamiento de esta enfermedad.

VIIl.  HIPOTESIS

La administracion de café retrasara la progresion de la EHGNA producida
experimentalmente en un modelo murino debido a la amplia variedad de moléculas con

propiedades antioxidantes y antifibrogénicas.

IX. OBIJETIVOS

9.1 OBJETIVO GENERAL:
Evaluar el efecto hepatoprotector del café en la prevencion de la EHGNA generada

experimentalmente en un modelo murino.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Inducir la EHGNA en un modelo murino de la cepa Wistar administrando una dieta
hipercaldrica.

2) Evaluar el efecto hepatoprotector del café a través de la determinacién de enzimas
hepaticas (y-glutamil transpeptidasa y alanino aminotransferasa) y el perfil lipidico
(colesterol, triglicéridos, LDL y HDL).

3) Determinar la capacidad antioxidante del café en la EHGNA mediante Ia
cuantificacion de los niveles de MDA (malondealdeido), GSH (glutation reducido) y
antiinflamatoria mediante la expresién de TGF- B (Factor transformante B).

4) Determinar los cambios histoldgicos de los sujetos de estudio tratados mediante la

tincion de hematoxilina-eosina.

32




X.  METODOLOGIA
10.1 Disefio del estudio

- Tipo de estudio: Experimental, prospectivo, longitudinal, de casos y controles.

10.2 Grupo de estudio
- Poblacidon: Ratas macho de la cepa Wistar, de 6 semanas de edad.

- Periodo de estudio: 2017-2019.

10.3 Entorno
- Laboratorio de farmacologia y de biologia celular de la Facultad de Medicina de la

Universidad Autonoma de Baja California, campus Mexicali.

10.4 Procedimiento

Se utilizaron treinta y dos ratas macho de la cepa Wistar de 6 semanas de edad. Los
animales de estudio recibieron el cuidado y la atencién de acuerdo a las guias institucionales
y a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 correspondiente a las especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

Se inicié con un peso de 90-100 g obtenidas de UPEAL-Cinvestav (Unidad de
Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio), las cuales se mantuvieron en el
bioterio de la Facultad de Medicina de Mexicali, a temperatura (22 + 2°C) y humedad (50-60
%) controladas, el ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y con libre acceso a agua y alimento,
en jaulas de policarbonato. Posterior a la aclimatacién, al llegar a un peso de 110-120 g
fueron agrupadas de manera aleatoria en 4 grupos (n final=8) de la siguiente manera:

- Grupo 1: Control, ratas alimentadas con alimento comercial y agua natural ad libitum
durante 18 semanas.
- Grupo 2: EHGNA, ratas alimentadas con una dieta hipercaldrica rica en grasas (HFD)

y agua con fructosa al 20 % ad libitum durante 18 semanas.
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- Grupo 3: EHGNA + café, ratas alimentadas con una dieta HF y agua con fructosa al 20
% ad libitum, junto con la administracion de 1 mL de infusion de café, a dosis de 250
mg/kg por via oral diariamente durante 18 semanas.

- Grupo 4: Café, ratas alimentadas con alimento comercial y agua natural ad libitum
mas la administracion diaria de Café a la dosis y via de administracién antes

mencionada durante 18 semanas.

Se realizd pesaje semanal de los sujetos de estudio. Al término de cada uno de los
tratamientos (18 semanas), los animales fueron sometidos a un ayuno durante la noche y
seran sacrificados a la mafiana siguiente bajo anestesia con la inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital a dosis de 50 mg/kg (Nembutal©), y a través de una puncién cardiaca, se
obtuvo la mayor cantidad de sangre posible y guardada a -20°C hasta su analisis, a partir de
la cual se determinaron los marcadores biogquimicos. Se extrajo el higado en su totalidad, se
pesd y se lavd inmediatamente y posteriormente fue dividido, una parte se destind a la
realizacién de estudio histopatolégico por lo que se colocd en formaldehido y el resto fue

congelado en nitrégeno liquido a -80°C para posterior andlisis de proteinas (Figura 11).

* y-GTP y ALT.
' * Triglicéridos, colesterol, HDL y LDL.

» Grado de peroxidacion lipidica.
» Contenido de GSH.
» Expresion de TGF-B—> WAB.

» Cortes histoldgicos: HE y Tricrémica.

Figura 10. Determinaciones experimentales.
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10.5 Analisis bioquimicos
El perfil lipidico se realizé cuantificando niveles de triglicéridos, colesterol, LDLy HDL a
nivel sérico mediante un analizador automatico multicanal (Roche Diagnostics, GmbH,

Manheim, Alemania) con apoyo de laboratorio Dorado (Mexicali, Baja California).

10.6 Analisis enzimatico.

La sangre recolectada mediante puncion cardiaca se centrifugd a 15 000 g por 15
minutos para obtener el suero, a partir del cual se realizé la medicién de la actividad de alanin
aminotransferasa [ALT; Reitman y Frankel, 1957) y vy-glutamil transpeptidas (y -GTP;
Glossman y Neville, 1972].

10.7 Actividad de ALT.

La actividad de la enzima alanina aminotransferasa se determind por el método de
Reitman y Frankl, en el que se mide el complejo colorido formado por el piruvato y la 2,4
dinitrofenilhidrazina, que se absorbe a 515 nm. Se rotularon los tubos correspondientes a

blancos y a problemas para cada muestra.

10.8 Actividad de y-GTP

La determinacion de la actividad enzimatica de la y-GTP se realizé de acuerdo a
Glossmanny Neville. Previa incubacién por 19 minutos a 37° C se agregaron 200 uL de plasma
iniciando la reaccion del sustrato la glutamil-p-nitroanilida, en presencia de la enzima y-GTP.
Se incubd nuevamente a 37°C durante 30 minutos y se agregaron 2 mL de acido acético 1.5
M para detener la reaccidon. Se cuantificaron los niveles de p-nitroanilina con un
espectrofotometro a 410 nm. La actividad enzimatica se determiné interpolando el valor de
la muestra en una curva estandar de p-nitroanilina y se reporta en umol de substrato

hidrolizado por litro de plasma por minuto.
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10.9 Determinacién de glucégeno hepatico.

La determinacion del glucégeno hepatico se realizé con la técnica de la antrona [Seifter
y cols, 1950]. Se tomaron 0.5 g de higado y se colocaron en tubos de tapdn esmerilado, se
les adiciond 1.5 mL de KOH al 30%, se cerraron y se colocaron en bafio de agua durante 30
minutos. Se paso la solucidon a un matraz volumétrico de 25 mL y se afora con agua, de lo
cual se recolectaron de 40 a 160 plL con pipeta volumétrica, llevandolo a 1 mL. Se prepard
una soluciéon de antrona 0.2% en H2SO4 concentrado. Se afiadieron 2 mL a cada tubo
enfriado sobre hielo agitando suavemente con ayuda de una bureta. Se colocaron
posteriormente en bafio de agua hirviendo por 15 minutos. Se sometieron inmediatamente
a enfriamiento con agua y hielo. Se leyd con espectofotdémetro a 620 nm. Se expresaron los
resultados como gramos de glucogeno/100 g de higado teniendo en cuenta las diluciones

realizadas. Se realizaron los célculos con la siguiente féormula:

20 x A(mtra)

m = ug sw glucodgeno en la alicuota
A(mtra) = Absorbancia de la muestra.

A(std) = Absorbancia del estandar.

10.10 Determinacién de proteinas por método de Bradford.

Esta determinacién se efectla por el método de [Bradford, 1976], en el que las
proteinas se unen al azul brillante de Coomasie. Este ultimo presenta dos coloraciones, rojo
y azul. La forma de color rojo se convierte en azul cuando se une a las proteinas. Se tomaron
100 pL del homogenado y se llevd a 1,000 pl el agua tridestilada. Posteriormente se tomaroén
alicuotas para proteinas las cuales se llenaron con 20 mL de la dilucién anterior y con 80 mL
de agua tridestilada. Se agregaron 2.4mL del reactivo. Por Ultimo se leyé absorbancia a 595
nm. Fue necesario prepara una curva de calibracién utilizando albumina sérica bovina (1

mg/mL), colocando 0, 10, 15, 25, 20, 30, 35, 40, 45, 50 uL completando con agua a 100 pL.

10.11 Determinacion de MDA (Malondealdheido).
El grado de peroxidacion lipidica se determind en homogenizado de higado mediante

el método del acido tiobarbiturico (TBA) que reacciona con el Malondialdeido y sus
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subespecies reactivas oxidadas (Buege y Aust, 1978). Se pesaron 0.5 g de higado se
homogenizaron en 5 mL de agua de lo cual se tomaron 300 pL del homogenado al 10% y se
le agregaron 700 pL de Tris-HCl 150 mM para completar 1 mL. Posteriormente se incubaron
las muestras a 37° C por 30 minutos. Después se agregaron 2 mL de TBA al 0.375% disuelto
en dacido tricloroacético (TCA) al 15% y se pusieron en ebullicién por 45 minutos seguido de
centrifugacion a 3000 X g durante 10 minutos. Se obtuvo el sobrenadante y la absorbancia

de este se midid a 532 nm.

10.12 Determinacién del contenido de hidroxiprolina

La técnica se basa en el método de Rojkind y Gonzdlez [1974} para la determinacién de
hidroxiprolina. Se pesaron 0.1 g de higado de rata previamente secado con papel filtro y se
colocaron en una ampolleta a las cuales se le agregaron 2 mL de HC| 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 vy se colocaron
nuevamente al horno a temperatura de 60-80°C aproximadamente 24 horas. Las muestras
ya secas se resuspendieron con 2 mL de solucién amortiguadoray se agitaron vigorosamente
en el vortex, vaciando el contenido en un tubo de ensayo. Se centrigaron las muestras a 3000
X g durante 15 min. Se extrajo el sobrenadante y se colocé en un tubo que contenia una
porcion de anorita volviendo a centrifugar a 3000 X g por 15 minutos. Del sobrenadante se
recolectd 1 mLy se agregd 1 mL de H20y 1 mL de cloramina T. Se deja reposar exactamente

20 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se adicionaron 0.5 mL de tiosulfato de sodio 2 M, 1 mL de NaOH 1INy
aproximadamente 2 g de NaCl, agitanado vigorosamente para detener la reaccién. 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. La porcién acuosa se cubrid y se colocé en bafio de agua hirviendo durante
20 minutos. Se dejaron enfriar los tubos y una vez frios se les agregaron 6 ml de toluenoy

se agitaro durante 1 minuto. De la fase de tolueno se tomaron alicuotas por duplicado de 1
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mL y se les agregaron 4 mL del reactivo de Ehrlich y se agitaron vigorosamente. Después de

reposar por 30 minutos se realizd la espectometria y se leyd a 560 nm.

10.13 Analisis de Western Blot de TGF- B.

Se utilizé el reactivo TriPure (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EEUU) para aislar
proteinas totales del tejido hepatico. El tejido fresco se homogenizd en 1 mL del reactivo
TriPure, se le afiadié 0.2 mL de cloroformo y se tratara con isopropanol para precipitar las
proteinas totales. Las muestras se centrifugaron a 15 000 g por 10 minutos a 4 °C, después
se realizaron tras lavados con 0.3M de hidrocloruro de guanidina en etanol a 95%. Se hizo un
lavado final con etanol al 100%, se volverda a centrifugar para ser suspendido en SDS
(dodecilsulfato soddico) al 1%. Se tomara un volumen equivalente a 50 mg de proteinas
(determinadas por el método de Lowry) y se transferieron al gel de poliacrilamida al 12%.
Una vez separadas, las proteinas se transferieron a una membrana de PVDF (fluoruro de
polivinilideno) InmunoBlotTM (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU).

Las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 7% por 60 minutos a
temperatura ambiente y se incubaron independientemente durante la noche a 4°C con el
anticuerpo especifico contra TGF-B 1 (GTX101147 (HO1) GeneTex Inc, Irvine, CA). A la
mafiana siguiente las membranas fueron lavadas y se veran expuestas a un anticuerpo
secundario etiquetado con peroxidasa de rabano (Goat anti-Rabbit 1gG (HRP) GeneTex Inc,
Irvine, CA) en la solucién bloqueante por una hora a temperatura ambiente. Los paneles
serdn lavados y las proteinas seran reveladas mediante el sistema de deteccion
quimioluminiscente TM Plus-ECL (NEN Life Sciences Products, Elmer LAS Inc., Boston, MA,
EEUU).

Posteriormente las membranas fueron cortadas e incubadas con anticuerpos
monoclonales contra B-actina (Garcia-Tovar et al., 2001) para ser utilizados como control de
carga. Para cortar las membranas se lavaron cuatro veces con PSB a un pH de 4 (0.015 M,
0.9% NaCl), después seran inmersos en 100 mM de 2-mercaptoetanol, dodecilsultato sédico
al 2% y Tris-HCL 62.5mM con pH de 6.7 por 30 minutos a 60 °C. Las membranas se lavaron

nuevamente tres veces con Tween-20 al 0.05% en PSB. Se digitalizaron las imagenes con el
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sistema BioDoc-It (UVP, Upland, CA, EEUU) y se analizaran con densitometria mediante el
software Lab Works 4.0 para la adquisicion y analisis de imagen.

El reactivo “TripureTM lIsolation Reagent (Roche)” fue utilizado para aislar la proteina
total de las muestras de tejido de higado de acuerdo con las instrucciones del fabricante para
la obtencién de una fraccion enriquecida en proteinas en la cual se determind la
concentracion de estas por el medio el método del dcido bicinconinico. Posteriormente, 50
ug de proteina de cada muestra fue cargada en un gel de poliacrilamida-SDS al 12% para su
separacion por electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Una vez hecho este proceso,
las proteinas separadas en el gel fueron transferidas a una membrana PVDF (BIO-RAD) por
medio de una cdmara de transferencia humeda. Posteriormente, las membranas fueron
tratadas durante 30 min con una solucion de bloqueo de leche descremada al 5 % y Tween
20 al 0.05 %. Las membranas fueron incubadas durante toda la noche con anticuerpos

primarios dirigidos contra las citocinas TGF-, (Millipore Corp. Billerica, MA, USA).

Al dia siguiente las membranas fueron lavadas y posteriormente expuestas al
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (Zymed) durante 2 horas.
Finalmente la deteccién de las bandas de interés se llevd a cabo con un kit de
quiolumininscencia (Amersham). La intensidad de las bandas de sefial para la proteina de
interés fueron digitalizadas y analizadas por densitometria utilizando el software lab Works
4.0 imaging. Se llevaron a cabo correcciones de la cantidad de proteina cargadas con el gel
utilizando un anticuerpo monoclonal con la proteina estructural B-actina (Pérez-Severiano y

cols, 2002).

10.14 Analisis de GSH

Se midieron los niveles de glutatién reducido (GSH) en tejido hepatico con un método
enzimatico con un kit comercial disponible en catdlogo (numero 371757, Calbiochem,
Darmstadt, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se recolectaron las
muestras de tejido hepatico para la medicién de GSH para ser homogenizados (0.3 g) con

politron y se incubaron a temperatura ambiente por 2-10 minutos. Posteriormente las
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muestras fueron acidificadas con acido metafosférico al 5 % y se centrifugaron a 12 000 rpm
por 20 minutos a 4° y se extraera el sobrenadante 0.1 mL). Se agregaron 2.1 mL de solucion
de fosfatos y 0.25 mL del reactivo de Ellman, que producird un producto detectable por

espectofotometria a 412 nm.

10.15 Histopatologia

La técnica utilizada fue la tincién de Hematoxilina y Eosina (HE) en la que se tifien los
nucleos azulados y al citoplasma y matriz de diferentes tonos de rosa y rojo. Para realizar
esta tincidn, los cortes de higado se depositaron en un vial conteniendo una solucion fijadora
de formaldehido (formol) al 10% en PBS, durante un tiempo minimo de fijacién de 24 horas.
Después, los cortes se lavaron con agua corriente, se deshidrataron en alcoholes y se
embebieron en parafina. Se hicieron cortes de 6-7 micras de grosor y se cubren con silano.
Posteriormente las rebajadas de tejido se baflaron con Xileno durante 5 minutos para
desparafinizacién y una vez lograda, se hidrataron con etanol en concentraciones
decrecientes: absoluto, al 90% y al 70%) por 7 minutos en cada uno y se enjuagaron con agua
destilada por 7 minutos. Se les agrego Hematoxilina de Harris por 6 minutos. Se enjuagaron
con agua corriente por otros 5 minutos y luego con etanol al 96% por 1 minuto. Se agregd
Eosina-Floxina dejandose durante 5 minutos. Se sumergen nuevamente en etanol pero en
concentraciones crecientes: al 70% por 5 segundos, al 90% por 5 segundos y en etanol
absoluto por 5 minutos, para deshidratarse. Después se sumergieron en xileno por 5
segundos y se dejaron secando. Por ultimo, se sumergieron nuevamente en xileno pero esta

vez por 5 minutos y después se dejaron secando.

10.16 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando el promedio * error estandar.
Las comparaciones entre grupos se realizaron a través de un analisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba de Tukey y se utilizd T de Student pareada cuando se compararon los

grupos Control vs Café y HFD vs HFD + Café, utilizando el programa Graphpad Prisma para
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Windows (versién 2.0). Se consideraron diferencias significativas cuando el valor de P fue

menor de 0.05.

XI. RESULTADOS

11.1 Ganancia de peso corporal.

La ganancia de peso corporal forma parte de las manifestaciones clinicas que surgen
como consecuencia de una dieta rica en grasas, por lo tanto es un elemento importante a
evaluar para poder observar los cambios clinicos que surgen en la EHGNA. En la Figura 11 se
muestra la diferencia de peso en los cuatro grupos al final de las 18 semanas. Se observd un
aumento de peso significativo en el grupo de dafio (HFD) con respecto al control (p<0.05).
Esta ganancia de peso se redujo al estar administrando café de manera concomitante con la

dieta rica en grasas. Los grupos control mostraron pesos similares.

Peso corporal final
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Figura 11. Peso corporal final. 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 HFD p<0.05.
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11.2 Peso final del higado.

La EHGNA es un cuadro clinico por lo general asintomatico, encontrando como hallazgo
algun tipo de hepatomegalia. En la figura 12 muestra que hubo una hepatomegalia marcada
en el grupo HFD, al finalizar las 18 semanas, al compararla con el grupo control. Observamos
que el café disminuyd esta ganancia de peso hepatico en el grupo HFD + Café. En cambio se

muestra como el café por si solo no afecto el peso de este drgano.
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Figura 12. Peso total del higado.
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error
estandar.

11.3 Ingesta caldrica bisemanal.

Previamente observamos que el café previno la ganancia de peso corporal aun cuando
se consumiod una dieta rica en grasas, por lo que fue importante cuantificar la ingesta de
alimento y corroborar si hubo alguna diferencia entre los grupos. En la siguiente tabla se
observa la ingesta de alimento promedio bisemanal que presentd cada grupo de estudio,
(representado en gramos). Se realizd una prueba T pareada comparando los grupos HFD vs
HFD + Café y Control vs Café obteniendo un valor de p de 0.7578 y 0.0615, respectivamente,

siendo una diferencia no significativa.
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SEMANAS CONTROL HFD HFD + CAFE CAFE
MEDIA DE MEDIA DE MEDIA DE  MEDIA DE

2 106.07 554 14396 28.73 12592 10.86 106.25 4.81
4 121.67 198 159.92 25.13 172.14 1453 122.42 2.28
6 169.14  6.49 133.21 2826 146.42 22.44 170 6.58
8 163.28 7.34 149.71 9.56 148.53 7.89 167.46 6.19
10 167.60 2.77 14396 4395 146.21 19.64 168.28 3.99
12 189.25 544 307.14 2131 291.14 4395 192.14 449
14 228.14 1635 338.93 10.1 | 340.60 12.26 228.14 16.35
16 261.28 6.78 315.44 17.81 3485 13.60 271.09 6.15
18 264.78 499 22834 3872 216.68 6.86 26587 543

Tabla 1. Ingesta de alimento bisemanal.
Se muestra la ingesta promedio en gramos que tuvo cada grupo experimental durante las 18 semanas.

De manera esquematica se observa lo anterior en la figura 13. Muestra que no hubo
diferencia significativa en la ingesta de alimento entre los grupos a los que se le administré

la dieta rica en grasas junto con fructosa ni entre los grupos que recibieron una dieta regular.
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Figura 13. Ingesta caldrica bisemanal.
Cada barra representa el promedio de cada grupo. Se compararon los grupos a los cuales se les otorgd una dieta
rica en grasas (HFD) con y sin café. Se considero significativo si p<0.05.

11.4 Actividad enzimatica de ALT y y-GTP.
La ALT es una enzima que se utiliza en la clinica como un marcador de dafio

hepatocelular porque, al encontrar niveles séricos elevados, implica que hubo una disrupcion
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membranal del hepatocito, es decir, necrosis. En la figura 14-A se muestra hubo una
tendencia a la elevacion de los niveles séricos de ALT en el grupo HFD, pero sin llegar a ser
estadisticamente significativo. Me manera interesante, en el grupo al cual se administro café
junto con la dieta occidental hubo una disminucion significativamente menor incluso que los
controles (p<0.05).

Por otro lado, en la figura 14-B, la y-GTP es un marcador de dafio colestdsico,
observandose una marcada elevacién en el grupo HFD al compararse con los grupos control,
mientras que en grupo HFD + Café no se observa un aumento, lo cual se puede traducir en

que el café previene un dafio a nivel del conducto biliar aun cuando hubo una ingesta

hipercaldrica.

ALT gGTP

u/L
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Figura 14. Actividad enzimatica de la alanino aminotrasferasa, ALT(A) y y-glutamil transpeptidasa, y-GTP (B).
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 HFD p<0.05.
11.5 Cuantificacién del perfil lipidico
Uno de los hallazgos observados en EHGNA es la dislipidemia. En la figura 15 se
muestra las mediciones de los diferentes elementos que conforman un perfil lipidico. Se
muestra como en el grupo sometido a una dieta rica en grasas hubo una elevacién

importante en los niveles séricos de colesterol total (Figura 15-A), triglicéridos (Figura 15-B)

y LDL (Figura. 15-D).
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También se observé una disminucion en los niveles de HDL al compararlos con el grupo
control (Figura 15-C). Sin embargo, llama la atencién la elevacion en los niveles de

triglicéridos séricos en el grupo HFD + café, aun mayor que en el grupo HFD (Figura 15-B).

Colesterol Triglicéridos
250+
180+ a,b
2001 1504 a
= 1
_ | b 120+ -
E 150 o
5 — >
1004 E
N i
0~ T
¢ ¢
A s & B S
&
HDL LDL
707 a 07 2
T
B ab 401 e b
5 ab s o
g O N o
1S a =
° & & $ &
C & o & D o o
L &

Figura 15. Determinacion del perfil lipidico: Colesterol (A), Triglicéridos (B), HDL (C) y LDL (D) 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 HFD p<0.05.

11.6 Medicion de GSH y peroxidacién lipidica.

El estrés oxidativo juega un papel importante en las enfermedades hepaticas por lo
que se realizd la medicion de un sistema antioxidante no enzimatico (GSH) y un producto de
dafio por oxidacion a nivel membranal (MDA). En la siguiente figura 16-A observamos que
hubo una deplecion de GSH en el grupo de dafio y se observa como en el grupo HFD + café,

la administracién de este Ultimo previno la disminucién en los niveles de GSH, aunque sin
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mantener los niveles como en los grupos control. En la figura 16-B se muestran los niveles
de MDA, el cual se incrementd de manera importante y significativa en el grupo HFD
comparado con el grupo control. La administracién de café junto con la dieta rica en grasas
fue capaz de prevenir el incremento de manera total en la produccién de MDA, producto de

la peroxidacion lipidica. De manera general, el grupo HFD presentd estrés oxidativo.

GSH Peroxidacion Lipidica
0.59
a
b e o
a pre E
o g_'_ g
= =
o ey =
é o
E
o £ & «
Q ha
A Qg Q\?{< O?{( ©
ng

Figura 16. Determinacidn en higado de los niveles de glutation reducido (A) y peroxidacion lipidica (B).
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 HFD p<0.05.

11.7 Contenido de colagena y glucégeno a nivel hepatico.

La colagena es un componente fundamental de la matriz extracelular, lo cual le
proporciona sostén y brinda soporte al parénquima hepatico. En la figura 17-A observamos
una disminucion estadisticamente significativa de los niveles de colagena a nivel hepatico en
el grupo de dafio, al compararlo con los grupos control y en el grupo HFD+ Café, por lo cual
podemos deducir que el café previene la deplecidn de coldgena ya que se mantuvo en niveles

similares a los grupos controles.

Por otro lado, el glucdgeno nos indica la capacidad sintética del higado, en la figura

17-B  se muestra como en el grupo de dafio por HFD el nivel de glucdégeno disminuyd
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drasticamente al compararse con el grupo control, sin embargo solo se puede apreciar un

efecto protector por parte café los cuales mitigaron la disminucién del contenido de

glucdgeno.
Colagena Glucégeno
2.0 1.2
b o 1.0
o 1.5+ _I_ 1 °
3 S 0.6 b
2 a T ' —1
%3 1.0+ o 3 0.6+
= > a
g 8 0.4+ o
0.5+ d
. ©  0.24 i
0.0--K - : p) 0.0k R :
Q Q ' 5 > ' &
S & OC;S & s € 00@ o
A & : &

Figura 17. Determinacion de los niveles de colagena (A) y glucégeno (B) 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 HFD p<0.05

11.8 Estudio histopatoldégico.

En la siguiente figura se observan piezas representativas de los higados de cada uno de

los cuatro grupos.

Control HFD HFD + Café café

Figura 18. Visualizacion macroscopica de higados representativos de cada grupo de estudio.
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La primera imagen representativa corresponde al grupo control, en el cual se observa
el color marrén-rojizo caracteristico y con superficie lisa y conservada. La siguiente imagen
corresponde al grupo de dafio en el cual se muestra un incremento del tamafio,
correspondiendo a lo observado en la figura 12 (peso final del higado), ademads de un cambio
en la coloracion siendo de un color amarillo palido, de superficie laxa, muy labil. En la
siguiente corresponde a un higado del grupo HD+ Café en la que no hubo un incremento tan
significativo en el tamafio como en el grupo HFD y la coloracién es rosado, de un tono
intermedio entre el grupo control y el grupo HDF. Por ultimo, se muestra el higado del grupo

Café, el cual es de caracteristicas muy similares al grupo control.

Para corroborar los resultados de las pruebas bioquimicas, realizamos la tincién de
hematoxilina y eosina en cortes histolégicos de higado de rata de cada uno de los grupos. En
la figura 19 se presentan cortes de higado de grupo control, observamos la arquitectura
normal del higado, sin alteraciones patoldgicas. Por el contrario en la figura 20,
correspondiente al grupo HFD, se muestra claramente la distorsién importante del patrén
trabecular con esteatosis microvesicular en 60 % del parénquima hepatico correspondiendo

a una enfermedad por higado graso no alcohdlica tipo 2 con puntuacién de NAS 3 sin fibrosis.
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Figura 19. Visualizacion microscopica de muestras representativas del grupo control.
Se muestran cortes de parénquima hepatico sin alteraciones patoldgicas 10X (A) y a 40X(B).
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Figura 20. Visualizacion microscopica de muestras representativas del grupo HFD.

Se observa parénquima hepdtico con pérdida de su patron trabecular. Hay esteatosis microvesicular que
predomina en la zona 3 y afecta el 60% del parénquima. Se observan de 0-1 focos de infiltrado inflamatorio
lobulillar formado por linfocitos. No hay degeneracion balonoide. En los espacios porta no hay alteraciones
patoldgicas. No se observa fibrosis. 40X (A) y a 100X(B).

A continuacion observamos en la figura 21 los cortes histopatoldgicos de higado del
grupo que fue tratado con café (HFD + café. Se muestra esteatosis microvesicular en 5 —10%

del parénquima correspondiendo a una EHGNA tipo 2 con puntuacién de NAS 2.

Figura 21. Visualizacién microscépica de muestras representativas del grupo HFD + CAFE.

Se observa parénquima hepatico con pérdida de su patrdn trabecular. Hay esteatosis microvesicular
que predomina en la zona 3 y afecta aproximadamente el 5-10% del parénquima. Se observan de 0-
1 focos de infiltrado inflamatorio lobulillar formado por linfocitos. No hay degeneracién balonoide.

En los espacios porta no hay alteraciones patoldgicas. No se observa fibrosis. 40X (A) y a 100X(B).
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En la figura 22 observamos los cortes representativos del grupo Café mostrando
arquitectura conservada y presencia de macrovesiculas de grasa pero en menos del 1% del

parénquima hepatico.

Figura 22. Visualizacion microscopica de muestras representativas del grupo Café.

Se muestra parénquima hepatico con su arquitectura general conservada. Sélo muy escasos y aislados
hepatocitos presentan esteatosis macrovesicular que afecta menos del 0.1 % del parénquima. No hay
fibrosis ni otros datos de inflamacién. 40 x(A) y 100X (B).

Los resultados histopatoldgicos se resumen en la siguiente tabla en la cual que
comparan los cuatro grupos, observando el grado de dafio histolégico y el porcentaje de

esteatosis en muestras representativas.

GRUPO GRADO INFLAMACION ESTEATOSIS PUNTUACION  FIBROSIS NASH CRN

EHGNA  LOBULILLAR NAS
CONTROL  NA NO NO NA NO 0
HFD TIPO 2 sl 60% 3 NO 0
HFD + TIPO 2 S| 5—10% 2 NO 0
CAFE
CAFE NA NO 0.1% NA NO 0

Tabla 2. Grado histolégico de EHNA.

Se muestran los resultados histopatolégicos de cada grupo, comparando las puntuaciones de NAS (NAFLD
Activity Score). NAS: puntuacion de esteatosis (0-3) + puntuacion inflamacion lobulillar (0-3) + puntuacion
balonizacién (0-2). NAS de 5 puntos o mayor es compatible con EHNA (NASH), Puntuacién de fibrosis 1a:
ausencia, 1b: fibrosis en zona 3 y/o perisinusoidal; 1c: fibrosis portal; 2: fibrosis perisinusoidal + fibrosis
portal; 3: fibrosis en puentes; 4: cirrosis.

NASH CRN= Nonalcoholic Steatohepatitis Clinical Research
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11.9 Western blot de la citosina TGF-

El consumo de una dieta de tipo occidental por 18 semanas logré incrementar
significativamente la expresion del TGF-f 1 con respecto al grupo control, sin embargo
cuando se administrd café (HFD + Café) se logrd disminuir el incremento de la expresion de
TGF-B (figura 23). Por otro lado, de manera interesante la administracién de café pudo

prevenir de manera casi total la expresién de la citosina proinflamatoria.

6-
_ 2 Figura 23. Expresion de TGF-B.
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XIl. DISCUSION

Las principales causas de enfermedad hepdtica que culminan en cirrosis o
hepatocarcinoma incluyen el abuso en el consumo de alcohol, infecciones a causa de virus
de hepatitis B o C, y Ultimamente ha cobrado suma importancia el consumo de una dieta rica
en grasas considerando a la EHGNA como el componente hepatico del sindrome metabdlico
y su prevalencia se ha incrementado junto con la de la obesidad, de la diabetes mellitus tipo
2 y del propio sindrome metabdlico. Hasta el momento, es la enfermedad hepatica mas
comun [Kwak y Kim, 2018]. Debido a la creciente epidemia mundial de obesidad y diabetes,
se espera que la EHGNA sea la principal causa de Hepatocarcinoma y la primer indicaciéon de
trasplante hepatico, lo cual no es un panorama alentador a mediano plazo [Byrne y Targher,
2015]. Esto ultimo es preocupante en nuestra comunidad debido a que nuestro pais ocupa

el primer lugar en obesidad a nivel mundial, y de acuerdo a la Encuesta Nacional de Nutricion
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(ENSANUT 2012), Baja California esta ocupando los siguientes lugares: en nifios el segundo
lugar en sobrepeso (24.9%) y el décimo primero en obesidad (17.3%), y en adultos el lugar
ndmero 29 en sobrepeso (35.4%) y el séptimo en obesidad. Por lo anteriormente suscitado,
se sabe que México tiene una poblacién que relne varios factores de riesgo para presentar
EHGNA que desafortunadamente se encuentra subdiagndsticado pero se estima que su
prevalencia es de alrededor del 50% y esta podria ir en aumento por lo cual el panorama no

es muy alentador.

La EHGNA comprende una amplia variedad de sucesos que constituyen un dafio
hepatico. Inicialmente se encuentra una esteatosis hepatica simple. Al continuar con la
exposicion a la dieta rica en grasas, hay una respuesta inflamatoria resultando en una
esteatohepatitis no alcohdlica, etapa en la cual puede haber depdsito de colagena vy, de
continuar, se establece una fibrosis y su consecuencia final, la cirrosis, la cual se caracteriza
por la formacién de nédulos de regeneracion y disfuncion hepatica, ya que el paréngquima
hepatico se ve sustituido por matriz extracelular. En nuestro modelo experimental empleado

en este estudio durante 18 semanas se establecid una esteatosis hepatica no alcohdlica.

En este trabajo nos centramos en los efectos del consumo de café sobre la EHGNA
experimental, en el cual se observa que el café previene la progresion de la enfermedad,
donde probablemente los compuestos contenidos en la mezcla del café juegan un papel

importante.

En el grupo HFD hubo un aumento de peso corporal estadisticamente significativo al
compararlo con el grupo control y al administrar de manera concomitante el café vimos que
disminuyd de manera importante esta ganancia de peso lo cual se puede atribuir a los
propios mecanismos intrinsecos del café y no a su efecto propiamente anorexigeno como se
ha reportado en estudios en pacientes [Schubert, M.M. y cols, 2017], puesto que no hubo
una disminucion en la ingesta de alimento en los grupos sometidos a una dieta rica en grasas

cony sin café como mostramos previamente en la tabla 1. Ademas, se muestra que el grupo
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HFD presenta una hepatomegalia marcada, observamos que el porcentaje de peso del
higado en el grupo control fue del 2.9%, en el HFD del 4.4%, en el de HFD + café de 4.1% y
en el de café fue de 2.7%. Este aumento de tamafio hepatico se debid al depdsito de lipidos
gue se dio de manera ectépica en este tejido el cual se acumuld en forma de vesiculas de
triglicéridos corroborado por medio del estudio histopatolégico otorgandonos el

diagndstico, tal y como se confirma en pacientes [Chalasani y cols, 2018].

Por otra parte, el diagndstico en seres humanos se apoya en estudios de laboratorio
(enzimas hepaticas como ALT, AST y GTP) junto con estudios de imagen, otra opcién es una
toma de biopsia, sin embargo, el elevado riesgo de un probable sangrado durante esta
practica conlleva un alto riesgo de complicaciones [Piccinino, Fy cols, 1986). Varios estudios
muestran un posible efecto favorable entre el consumo del café en la funcién hepatica y las
enfermedades del higado, los cuales se han acumulado en las Ultimas dos décadas. Estos
estudios abarcan; desde una reduccién en los niveles de las enzimas hepaticas, disminucion
en la probabilidad de desarrollar cirrosis y hepatocarcinoma, y por lo tanto constituyen una
muestra de datos epidemioldgicos, asi como evidencias bioldgicas y clinicas [La Vecchia,

2005].

Con base en lo anterior se pudo establecer la EHGNA mediante datos bioquimicos. La
actividad de ALT, aunque es un marcador especifico de dafio hepatico pero no de EHGNA,
en donde suele estar elevada. El perfil hepatico en este modelo se vio alterado,
corroborando que si se presenté una disfuncién hepatica. Aunque el aumento en los niveles
de la actividad de esta enzima no fueron significativos en el grupo HFD si hubo una tendencia
a la elevacion comparado con el grupo control y como publicaron Mofrad y colaboradores
en 2003, los niveles de ALT no se correlacionan directamente con la severidad de la
enfermedad. Los datos obtenidos muestran que la administracion de café previene la muerte
de los hepatocitos, al disminuir la actividad de la ALT en el grupo tratado con HFD
concomitantemente con café. Interesantemente, observamos que los niveles de ALT no se

vieron afectados en el grupo Café, grupo en el cual son sujetos de estudio con higados sanos
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y que esperdabamos una reduccion de los niveles de ALT, sin embargo, Urgert y colaboradores
en 1996, al comparar el café filtrado y no filtrado, estos produjeron una elevacién de
transaminasas en humanos sanos que se debe al efecto de Caweol y kafestol [Weusten y

cols, 1994] por lo tanto, se explica en parte este resultado.

Por otro lado, se observd que predomind el efecto protector del café del dafio
colestasico como puede verse por la disminucion de los niveles de y-GTP, lo cual es un efecto

ampliamente demostrado del café en distintos procesos hepaticos [Heath y cols, 2017].

De forma similar en los seres humanos, se logrd producir una dislipidemia importante
en el grupo sometido a una dieta occidental. Esto se mostré con la elevacion de colesterol
total a nivel sérico, pero también con el aumento de LDL y la disminucion de HDL. Sin
embargo, hubo un aumento estadisticamente significativo en los niveles de triglicéridos en
el grupo al que se le administré una dieta occidental junto con café hervido y no filtrado, lo
cual se correlaciona histopatoldogicamente en el corte correspondiente al grupo Café (figura
23) en la cual se observaron vacuolas de lipidos, sin embargo en un 0.5% del parénquima
hepatico lo cual no tiene mayor repercusion. Esto ya ha sido reportado desde 1989 por
Stenvold y colaboradores quienes encontraron que el consumo de café hervido tiende a
elevar tanto los triclicéridos como los niveles de HDL, y este efecto se ve mayormente en
hombres que en mujeres. Se sabe que el café contiene una gran fraccion lipidica, de la cual
el 75.2% esta compuesto por triglicéridos y al no filtrarse, se consumen. Esta elevacion de
triglicéridos no ha demostrado elevar el riesgo cardiovascular ya que logra mantener los

niveles adecuados tanto de HDL como de LDL [Jee y cols, 2001].

Estudios recientes han demostrado que el café es una fuente directa de antioxidantes
y esto se traduce en un beneficio para la salud por la capacidad de prevenir el dafio tisular
mediante la neutralizacién de los efectos de las especies reactivas de oxigeno (ROS). El café

es una mezcla de miles de compuestos tales como fendlicos, cafestol, kahweol, acido
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nicotinico y cafeina, los efectos que se han mostrado in vitro son propiedades antioxidantes
y anti-mutagénicas [Sanchez y cols, 2005].

El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio entre la generacion de las ROS y
las defensas antioxidantes de la célula, afecta a los principales componentes celulares,
incluyendo a los lipidos, proteinas y ADN. Este fendmeno estd estrechamente asociado con
muchas enfermedades degenerativas, incluyendo las patologias del higado [Cesaratto y cols,
2004]. Las células han desarrollado sistemas antioxidantes eficientes para prevenir el
aumento de las ROS y prevenir el estrés oxidativo. Uno de ellos es el GSH por lo cual en este
trabajo decidimos determinar los niveles de esta antioxidante. Observamos el grupo que fue
sometido a una dieta occidental presento una disminucion en los niveles de GSH de manera
significativa respecto al grupo control. Por otra parte, cuando se utiliza café se observd una
prevencién en la disminucién en la concentracion de este compuesto.

El dafio producido por HFD causa un aumento significativo en los niveles de MDA, uno
de los principales productos de la peroxidacién lipidica provocado por el aumento del estrés
oxidativo. Del mismo modo el café disminuyeron los niveles de MDA, mostrando de esta
manera una reduccion del estrés oxidativo a nivel de la membrana plasmatica. Los resultados
presentados aqui proporcionan informacién basica que puede explicar los efectos benéficos
observados en los ensayos clinicos que muestran correlaciones inversas entre el consumo de

café y la EHGNA [Catalano, D. y cols, 2010; Greater, T. y cols, 2015].

Los efectos benéficos del consumo del café se explican debido a sus propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias bloqueando la sobreexpresiéon de TGF- B y esta a su vez
disminuye la expresién de su mediador rio abajo el CTGF trayendo como consecuencia una
atenuacion del proceso inflamatorio [Arauz y cols, 2017]. El TGF-f es la citosina
profibrogénica por excelencia, sin embargo, en este modelo experimental no se establecid

fibrosis/cirrosis hepatica durante las 18 semanas.

En este estudio se muestra que el café no filtrado inhibié de manera significativa, el

aumento de la expresion de TGF-B 1 producida por el consumo de una dieta occidental y
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como consecuencia previnieron el establecimiento de una esteatohepatitis no alcohdlica.
Existe una relacion directa entre los niveles de TGF- $ 1y la colagena. Cabe resaltar que si
bien, no se llegd a una fibrosis, si hubo cambios en la composicion de la matriz extracelular
cuyo principal componente es la colagena. En el grupo HFD hubo una deplecién de la
coldgena, un componente fundamental de MEC, lo cual produjo una distorsion de la
arquitectura y de la consistencia del higado, correlacionandose con el corte macroscdpico.
Al administrar café concomitantemente con HFD, se conservaron los niveles de colageno. Sin
embargo, el café un una mezcla de miles de compuestos, donde cualquiera de ellos son

responsables de tener actividad farmacoldgica [McCusker y cols, 2003].

La medicién de los niveles de colagena en tejido hepatico no ha sido tan estudiada en
esta patologia. Es un hallazgo interesante. Chong y colaboradores reportaron en 2015 los
niveles de RNAm de coldgena tipo | en un modelo murino de EHGNA con una dieta deficiente
de colina y encontraron que sus niveles estdn aumentados en el grupo de dafio a las 4
semanas y a las 8 semanas, al compararlas con el grupo control. Por otro lado, Talavera-
Urquijo v colaboradores (2017) compararon la expresion de Coll en modelo experimental
de EGHNA, encontrando que a las 10 semanas habia una tendencia a estar disminuida con
respecto al control, sin embargo, no hubo significancia estadistica. Lo anterior nos puede
indicar que el comportamiento de los niveles de coldgena hepatica es de aumentar en las
primeras 8 semanas y a partir de la décima semana, estos ir en decremento, aunque se
necesitan mas estudios que impliquen la medicidon de los valores de colagena en la EHGNA

para definir este punto.

Por otra parte, se observd que existe una disminucién en los niveles de glucégeno
hepatico en el grupo HFD, indicandonos que el dafio producido afectd la capacidad anabdlica
del higado. El café evito esta deplecién al administrarlo junto con la dieta occidental, y lo hizo
de manera significativa al compararlo con el grupo de dafio. Este efecto se debe muy

probablemente a los efectos anteriormente mencionados.
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En este estudio, se utilizé el modelo de dafio hepatico inducido por el consumo crénico
de una dieta rica en grasas junto con el consumo de bebida rica en fructosa, es decir, una
dieta occidental. Este modelo induce la EHGNA con cierto grado de inflamacion sin llegar
EHNA asociada con la muerte de hepatocitos, dafio colestasico y estrés oxidativo. Ademas,
se caracteriza por la elevacién de las enzimas hepaticas tales como ALT y y-GTP [Hung, 2005;
Natarajan y cols, 2006; Park y cols, 2010]. Dichos efectos que ocasiona el consumo de una

dieta occidental fueron prevenidos por el consumo de café.

XIll. ~ CONCLUSIONES

La patogénesis de EHGNA es muy compleja debido a que ocurren muchos eventos de
manera simultdnea y aun no se dilucidan todas las vias por las cuales se da esa acumulacién
ectopica de lipidos en el parénguima hepatico. Se sabe que estrés oxidativo resulta en dafio
hepatico que puede producir inflamacion y e incluso fibrogénesis. Con lo anterior, es
entendible que no exista un tratamiento especifico para el manejo de esta patologia.
Actualmente la primera linea de manejo es tratar las comorbilidades. En esto radica la
importancia del estudio de las distintas vias moleculares para otorgar un enfoque de os

distintos bancos terapéuticos posibles.

Los presentes resultados muestran claramente que el café tiene un papel
hepatoprotector en el modelo de EHGNA inducida por dieta rica en grasas y fructosa.
Ademas, se proporcionan pruebas sobre su mecanismo de accién mediante la reduccion de
la citosina TGF-B que es clasicamente profibrogénica y también proinflamatoria. Por lo tanto,
la reduccion en los niveles de TGF-B puede estar vinculada a la atenuacion de los procesos

inflamatorios.

A su vez, se corrobord que el efecto antioxidante mediante el mantenimiento de los
niveles de GSH vy la neutralizacién del dafio a membrana plasmatica ocasionado por ROS, es

benéfico para la salud en enfermedad hepatica previniendo la progresién del dafio.
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Sin embargo, es dificil proporcionar una orientacion clara en cuanto a la "dosis de café"
necesario para obtener estos efectos benéficos ya que el método de preparacion del café,
por ejemplo, si es filtrada o hervida, y el tipo de granos de café puede cambiar
considerablemente con el tiempo vy variar geograficamente. Ademas de la equivalencia en

cuanto a su consumo en tazas a nivel mundial también es muy variable.

XIV.  RECURSOS FINANCIEROS E INFRAESTRUCTURA

Este proyecto se realizd en las instalaciones del laboratorio de farmacologia y de
biologia celular de la Facultad de Medicina Mexicali, los cuales constan de: centrifuga de la
marca Eppendorf, microscopio marca Wild, fotodocumentador, sonicador, potencidémetro,
parrilla con calor y agitacion, espectrofotdmetro, balanza de dos platos, balanza analitica,
horno de secado, homogeneizador, agitador de plataforma, agitador orbital doble
plataforma, purificador de agua: equipo Milli-Q Advantage, sistema de electroforesis para
proteinas, fuentes de poder para cdmaras de proteinas; lector de microplacas; termociclador
para PCR punto final, NanoDrop, bafio seco digital, refrigerador, ultracongelador, congelador

de -20°C. Ademas de una amplia variedad de anticuerpos para realizar WB.
El material y los consumibles que se ocuparon para la realizacion de este proyecto se
adquirio a través del apoyo PRODEP Apoyo a la Incorporacién de Nuevos Profesores de

Tiempo Completo (UABC PTC 570).
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