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ABSTRACT:

Non-alcohalic fatty liver isa common disease closely related to theincreasing prevalence of obesity and type 2 diabetesin the
general population. The eSSrats display a non obese type 2 diabetic syndromewith an insulin resistant state characterized by
hyper glycaemia, hypertriglyceridemia and hyperinsulinemia. In 12 month-old eSS males glycaemia, fructosamine,
triglyceridemia and reactive species to oxygen wer e evaluated, and the hepatic histology was studied. I ncreased basal glycaemia
and fructosamine values correlate directly with those of lipid peroxidation and inver sely with antioxidant values. Diffuse
steatosis was detected. Cytoplasmatic PAS positive granularity decreased towar ds the center of thelobule. Binucleated
hepatocytes wer e observed, aswell asregular mobilization of Kupffer cells. The pattern of lipidic depositsin eSSrat's
hepatocytes was similar to the one observed in biopsies of type 2 diabetic patients. As eSS displays a diabetic syndrome without
obesity, these findings suggest the capacity of increased levels of oxidative stressto induce hepatic steatosis.

Key words: Rats, biologic models, hepatic steatosis, diabetes, oxidative stress

RESUMEN:

El higado graso no alcohdlico (HGNA) es una entidad de prevalencia creciente en todo el mundo vinculada ala obesidad y ala
diabetestipo 2. Lasratas eSS presentan un sindrome diabético tipo 2 espontaneo, sin obesidad, con un estado deresistenciaala
insulina caracterizado por hiperglucemia, hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia. En machos eSS de 12 meses fueron evaluadas
glucemia, fructosamina (FH2), trigliceridemia y especiesreactivas al oxigeno, asi como la histologia hepéatica. Se verificd
aumento dela glucemia basal y dela FH2 cuyos valor es cor relacionan dir ectamente con los de los indicador es de per oxidacion
lipidica einver samente con antioxidantes totales. Se observé esteatosisy granularidad citoplasmatica PAS positiva en los
hepatocitos. Asimismo, se detectar on imagenes de binucleacion hepatocelular y regular movilizacion de células de Kupffer. El
patrén delos depdsitoslipidicosy dela granularidad citoplasmética en los hepatocitos es anélogo al observado en biopsias de
pacientes diabéticostipo 2. De esta maner a, €SS presenta un sindrome diabético sin obesidad lo cual sugierela capacidad del
estrés oxidativo resultante deinducir esteatosis hepatica.

Palabras clave: ratas, modelos biolGgicos, esteatosis hepética, diabetes, estr és oxidativo
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INTRODUCCION
El higado graso no alcohdélico (HGNA) incluye un amplio espectro de lesiones hepéticas que van desde |a esteatosis, pasando por
la esteatohepatitis hasta la fibrosis y, eventualmente, la cirrosist.

L a esteatosis hepatica no alcohdlica, caracterizada por la acumulacion delipidosvisibles en el citoplasma de los hepatocitos de
pacientes sin antecedentes de consumo de alcohol, fue consider ada lar go tiempo una entidad de cur so benigno?. Actualmente se
admite que |a esteatosis aumenta la vulner abilidad del hepatocito frente a otras agresiones3, pudiendo ser e primer paso de un
proceso de dafio hepatico en que se agreguen lesiones inflamatorias de mayor gravedad4.

La obesidad, la diabetestipo 2 y la hiperlipemia son causas primarias del HGNAS, Se estima que &l 75% de los pacientes
diabéticostipo 2 presenta en mayor o menor grado alguna delas etapas de HGNA. Su etiopatogenia esta vinculada con la
resistencia alainsulina, el estrés oxidativo asi como a factor es genéticos y ambientales no bien conocidos®. Selo havinculado a
procesos adaptativos de supervivencia de poblaciones humanas y animales en ambientes muy friosy con escasa disponibilidad
alimenticia’.

Lasratas eSS desarrollan espontaneamente una diabetestipo 2, sin obesidad, mas marcada en los machos. Hasta € afio se
produce € aumento de la glucemia junto a niveles crecientes deinsulina circulante lo que indica resistencia a la insulina8®.
Durante el segundo afio, se comprueba la disminucién progresiva de las concentraciones deinsulinay el agravamiento del
sindrome3-9. L as alter aciones del metabolismo lipido son precocesy se ha comprobado niveles aumentados detriglicéridos
plasmaticos en machos de 5 meses de edad, aun euglicémicoslo.

El presente estudio demuestra la presencia de lesiones car acteristicas del HGNA en machos eSS de un afio de edad, atribuiblesa
su dismetabolopatiay al consecuente estr és oxidativo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron machos eSSy controles Wistar (W) eumetabdlicos de 12 meses de edad. L os machos €SS provenian del bioterio de
la Cétedra de Biologia de la Facultad de Ciencias M édicas dela UNR. L os machos W pertenecian al bioterio de la Facultad de
Ciencias Bioquimicas-UNR. L as condiciones de cria incluyen regulacion de la temperatura (24°C) y delos ciclos luz-oscuridad
asi como €l recambio de aire. En todos los casos los individuos per manecier on alojados desde los 21 dias de edad, en jaulas
colectivas suspendidasy sin lecho. L os animalesrecibieron agua y alimento balanceado ad libitum. Este Gltimo en forma de
pellets secos (Cargill rata-raténR, Cargill Co., Buenos Aires) que cada 100 g contienen: proteinas 25.1%, grasa 3.5%, glucidos
(almidén) 43%, fibra 6%, minerales 8%, vitaminas 1.9% y humedad 12.5%. L a densidad calérica fue de 304 K cal/100 g.

El protocolo deinvestigacion fue examinado y considerado aceptable desde € punto de vista ético por la Comision de Bioética de
la Facultad de Ciencias M édicas-UNR.

1. Examenes de laboratorio:

Se emplearon 12 machos eSSy 10 W para la determinaron la glucemia basal (G0), la fructosamina (FH2) y lostriglicéridos
plasméticos (Tg). Asimismo, se deter minar on las especies 6xido reactivas con acido tiobarbiturico (TBARS) que es un marcador
dela peroxidacion lipidica basado en la reaccion del malondialdehido (M DA) con €l acido tiobarbitirico (TBA). Losfactores
implicados en la proteccion antioxidante fuer on evaluados mediante la deter minacion del estado de los antioxidantes totales
(TAS), d acido arico (Ur) y la super 6xido dismutasa (SOD).

Después de un ayuno de 10 hor as, se peso a los animales, selos anestesié y se obtuvieron las muestras de sangre por puncion
cardiaca. Las muestras fueron divididas en dos fracciones, una de las cuales recogida sobre EDTA (Img/ml) y dividida a su vez
en dos por ciones. Una de las alicuotas fue centrifugada durante 10 minutos a 1500 G, separ ado el plasma del paquete globular y
conservado a -20 °C hasta la determinacion de TBARS dentro delas 72 h, mientras que la otra por cion fue destinada a
determinar SOD y e contenido de hemoglobina, determinacionesr ealizadas después de la extraccion. La segunda fraccion de
sangr e enter a fue centrifugada durante 10 minutos a 1500 g, luego fue separado €l sueroy en una parte de éste se cuantificaron
glucemiay FH2, mientras que otra porcion se conservo a -20 °C hasta la determinacién de TAS, dentro de los 14 dias siguientes.

Previa deter minacién del contenido de hemoglobina, se midié la SOD utilizando el Kit Ransod de los labor atorios Randox L td.
(Cat. N° SD125). Se centrifugaron alicuotas de sangre, selisaron los hematies. El lisado se utilizé parala medida de la SOD.

En la determinacion de TBARS, e procedimiento analitico empleado fue adaptado de los métodos desar rollados por Hendriksy
Assman!ly por Richardy col.12. 50 ml de plasma (o la solucion standard de trabajo de MDA) se colocaron en un tubo de vidrio
de 10 ml conteniendo 1 ml de agua destilada a los que se les adicion6 1ml de solucién conteniendo 29 umol/L de TBA, en acido
acético (pH entre 2.4 a 2.6). Las muestras fueron colocadas en un bafio de agua durante 1 h a 95-100 °C. El producto coloreado
fue extraido por agitacion con n-butanol. Se separ 6 la capa de n-butanol por centrifugacién a 1500 G durante 10 minutosy se
midio la absorbancia a 532 nm). Seanaliz6 el TAS utilizando un Kit de Laboratorios Randox Ltd. (Cat. N° NX2332). Respecto
de eSS, se complet6 el procedimiento en 8 muestras.

Parala determinacion de FH2, se midio la absorbancia en la reaccién reduccion del azul de nitrotetrazolium. Los niveles de
glucosa séricay detriglicéridos se determinaron en autoanalizador Hitachi 912.
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En eSS, fueron calculadaslas correlacionesentre TBARSY GO; TBARSyY FH2; TASy GO; TASy FH2; TBARSyY TASYy entre
TASy SOD. Asimismo, seestimé la correlacion entre Tgy TAS, TBARS Y SOD, respectivamente.

2. Estudio anatomopatol 6gico:

En 6 machoseSSy 6 W, seregistr6 la biomasa, selos sacrificd einmediatamente se extrajo el higado y selo peso. Parte del
organo fuefijado en parafina pararealizar cortes histolégicosy tefiirlos con H-E y PAS. Otra parte fue sometida a la técnica de
cortespor congelacion y tincién especial (Oil Red o Rojo O) para visualizar lipidos. Posteriormente serealizd el estudio con
microscopia optica.

3. Métodos estadisticos:
L osresultados se expresan como media + ESy se analizaron mediante la pruebat de Student. L as correlaciones bivariadas entre
TBARS, GO, FH2, TASy SOD se calcularon mediante el coeficienter de Pearson. Se asumié un nivel de significacion de p<0.05.

L os animalesfueron tratados respetando las nor mas éticas que rigen e empleo de animales de investigacion.

RESULTADOS

GO, FH2y Tg fueron significativamente superiores en eSS mientras que los valores de la biomasa no difirieron. En lasratas
diabéticas se verificaron niveles mas altos del marcador de lipoper oxidacion TBARSYy una disminucion significativa del estado
delos antioxidantestotales TASrespecto de los animales controles. En cuanto a la actividad SOD y la concentracion de Ur, no
hubo diferencias significativas entre lineas (Tablal).

Linea Peso GO Tg FH2 TBARS TAS Ur SOD

(9) (mg/dl) | (mg/dl) (umol/l) | (mmol/l) |(mg/dl) |U/g Hb
eSS 424 148 167 193 11 0.48* 1.38 2060
(n=12)

+11 7.7 7.4 +16.4 +1.8 +0.027 +0.5 +100

Wistar 413 99 53 101 3.4 0.88 1.22 2111
(n=10) +33 7.3 4.1 +18.7 +0.62 +0.047 +0.4 +83
P >0.05 <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 <0.001 >0.05 >0.05

Tabla 1: Peso, glucemia basal (G0), triglicéridos séricos (Tg), fructosamina (FH2), sustancias acido reactivas con acido
tiobarbitdrico en suero (TBARS), antioxidantestotales (TAS), concentracién sérica de &cido Urico (Ur) y actividad dela
super oxido dismutasa en ratas machos diabéticas eSSy controles Wistar (W) de 12 meses de edad.

L os valores se expresan como media+ ES*: L osvalores corresponden a 8 animales

Se verificaron correlaciones significativas entre los nivelesde TBARSy GO (r: 0.909), asi como entre TBARSy FH2 (r: 0.911).
También se comprobaron correlaciones negativasy significativasentre GOy TAS(r: -0.9), FH2y TAS(r: -0.921) y TBARSY
TAS(r: -0.943) (Figuras 1, 2, 3, 4y 5). No hubo correlaciones significativasentre TBARSy TAS ni entre TBARSY SOD.
Tampoco se verifico correlacion entre Tg con ninguna de las variables consider adas.

En los animales autopsiados se comprob6 que €l peso del higado fue superior en eSS respecto de W (eSS: 25.07+5.63 g vs.
16.42+1.28 g; P < 0.001) pese a tener biomasas similares (eSS: 420+6.33 g vs. W: 435+38 g; p>0.05).
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Fig. 1: Correlacion entrelos valor es de sustancias acido reactivas con acido tiobarbitdrico en suero (TBARS) medidos en
umol/L, y los de la glucemia basal (GO) dosada en mg/dl, en 12 ratas machos diabéticas de linea eSS, de 12 mesesde edad (r =
0.909; p<0.001).
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Fig. 2: Correlacion entrelos valor es de sustancias &cido reactivas con acido tiobarbitdrico en suero (TBARS) medidos en
pumol/L, y losdela fructosamina glucosilada (FH2) en 12 ratas machos diabéticas de linea eSS, de 12 meses de edad (r=0.911;
p<0.001).
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Fig. 3: Correlacion entrelosvalores dela fructosamina (FH2) y los de antioxidantes totales (TAS) medido en umol/L en 8 ratas
machos diabéticas de linea eSS, de 12 meses de edad (r=-0.900; p<0.01).
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Fig. 4: Correlacion entrelos valores de la glucemia basal (GO) dosada en mg/dl, y los de antioxidantes totales (TAS) medido en
pmol/L en 8 ratas machos diabéticas de linea eSS, de 12 meses (r=-0.900; p<0.01).
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Fig. 5: Correlacion entrelos valores de la fructosamina (FH2) y los de antioxidantes totales (TAS) medido en umol/L pmol/L en
8 ratas machos diabéticas de linea eSS, de 12 meses de edad (r=-0.921; p<0.01).

Al estudiar la histologia hepética, se observé que en eSS las estructuraslobulillar, trabecular y portal no presentaron
alteraciones. L os animales diabéticos exhibieron esteatosis car acterizada por vacuolas de distintos tamafios mas abundantesen la
zona centroy mediolobulillar (figs6y 7), que se colorean con Oil Red (fig 8), asi como granularidad citoplasmética de los
hepatocitos (fig 9). Se observa la presencia de balonizacion, binucleacion hepatocelular, asi como incremento delas célulasde
Kupffer (fig 10). Con latincién de PAS se aprecia una positividad difusa, caracteristica de los depésitos de glucdgeno, que
disminuyen hacia el centro del lobulillo (fig 9). En algunas zonas existian focos de colestasis (fig 11). No se detecté signos de
inflamacién lobulillar ni portal, ni defibrosis.

Al L S \

epética. Vacuolizacion disper. HE-200X

Fig.6: Esteatosis
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Fig. 8: Hepatocitos con gotas lipidicas.
Corte por congelacion y coloracién de Oil Red. 400X
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Fig. 9: Granularidad y vacuolizacién del
citoplasma hepatocelular. Depdsitos PAS positivos. PAS-400X

Fig. 10: Vacuolas de distintos tamafiosy balonizacion.
Hepatocito binucleado en € centro. Células de Kupffer prominentes. HE-400X
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Fig. 11: Presencia de colestasis en el centro del campo. PAS-400X

En lostestigos Wistar la estructura de loslobulillos, la disposicion de lastrabéculas, la confor macién de los espacios portalesy
las car acter isticas citoplasmaticas no presentar on alter aciones.

DISCUSION

La presencia de esteatosis y balonamiento hepatocelular, asi como la movilizacion de células de Kupffer en el higado delasratas
€SS, sugiere un higado graso no alcohdlico. Cabe mencionar quela Asociacion Americana para € Estudio de las Enfer medades
del Higado definié como criterios para e diagnéstico dela EHNA en humanos la presencia de esteatosis en combinacion con
hepatocitos balonizados, asi como de infiltrado inflamatorio mixto acompariado, en ocasiones, de fibrosis!3. Como este dGltimo
criterio no se observé en los animales eSS, se estaria ante la etapa inicial de su esteatohepatitis.

El primer paso de la enfermedad hepatica no alcohdlica, la esteatosis apar entemente es causada por laresistencia periféricaala
insulina que incrementa el transporte de acidos grasos al higado y la sintesisintrahepética detriglicéridos!4. A su vez, esto
promueve mayor acumulacion detriglicéridos atravésdelainhibicion de la oxidacion mitocondrial de los acidos grasos!d. Tales
fendmenosintervendrian en la aparicion de esteatosis en larata eSS, ya que la linea diabética presenta niveles crecientes de
insulina circulante hasta € afio edad junto a glucemias cada vez méas elevadas lo que indica resistencia a la insulina8,

Esinteresante sefialar que eSS no presenta obesidad, uno de los factores de riesgo claramente asociados al HGNA. Sin embar go,
s bien la esteatosis esté presente en el 70% delos pacientes diabéticos obesos, también lo esta en el 35% de los pacientes con peso
normall4, El higado graso no parece ser un rasgo uniforme del sindrome metabdlico y pareceria existir una gran variacion
individual en su desarrollo’.

En eSS la hiperglucemia se asocia con altos niveles de lipoper oxidacion asi como la disminucion de las defensas antioxidantes.
Losvalores elevados de FH2 indican que la hiperglucemia es sostenida en €l tiempo y, por lo tanto, capaz deinducir productos
finales de glicosilacién avanzada. Se sabe que los mismos estan involucr ados en la generacion de especies reactivas derivadas del
oxigeno altamente toxicas para las células!®. El desequilibrio glucémico crénico de eSSinduciria el incremento de radicales
libres capaces de atacar los dobles enlaces de los &cidos grasos poliinsaturados, induciendo lipoper oxidacién y un mayor dafio
celular oxidativo. Estos resultados coinciden con los hallazgos en la diabetes humana tipo 216, De este modo, s bien la resistencia
alainsulinaseria el factor clave en € inicio de la acumulacion grasa en el higado, una vez que la esteatosis se establece, €l estrés
oxidativo es un factor fundamental que promueve mayor dafio hepatocelular y la evolucion de las lesionesl4 17-18,

La movilizacion de células de Kupffer observada en eSSindicaria la existencia de un proceso inflamatorio hepatocelular. Se sabe
que su activacion conduce a la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, tales como el factor de necrosistumoral alfa,
vinculadas a la evolucion de la esteatosis a la esteatohepatitis!4 1920, Asimismo, como el hallazgo de binucleacion hepatocelular
esun indicio deregeneracion, par ecerian coexistir en forma simultanea lesiones alter ativas celular es e intentos compensatorios
gue se oponen a ellas.

En conclusion, los machos de la linea diabética eSS presentan al afio lesiones hepaticas propias del higado graso no alcohdlico.
Laresistencia alainsulina como fenémeno inicial y su combinacién con el estrés oxidativo debido a la persistencia de elevadas
glucemias, serian factores determinantes de su patogénesis. No se descarta la existencia de lesiones hepéticas en machos eSS mas
jovenesya que se sabe que laresistencia a la insulina esta presente desde los primer os meses de vida8-S,
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Comentario del revisor Dr. Valentin del Villar Sordo. Jefe del Servicio de Medciina Interna del Hospital General de Soria.
Catedrético de Medicina dela Universidad de Valladolid. Soria. Espafia

Higado graso no alcohalico en ratas machos de una linea con diabetes genética: Setrata de un trabajo experimental bien
disefiado con muestra pequefia, que obtiene resultados validos, y con aportacion de conocimientos sobr e la patogenia del higado
graso no alcoholico. En ratas eSS machos, de 12 meses que desarrollan diabetestipo 2 de for ma espontanea, sin obesisdad, se
objetivo esteatosis hepética, no presentando alter aciones hepaticaslasratas Wistar utilizadas como control. Determinan y
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correlacionan glucemia basal, fructosamina, triglicéridos, especies éxido reactivas con &cido tiobar bitdrico, antioxidantaes
totales, &cido Uricoy superoxido dismutasa. Laresistenciaalainsulinay el estrés oxidativo consecuencia de la hiperglucemia
persistente pueden consider ar se factor es patogénicos fundamentales. En lasratas eSS la cinética de las celulas de Kuffer apunta
la existencia deinflamacion hepatocelular.

Comentario del revisor Dr. Hernandez Céceres, PhD. Center for Cyber netics Applicationsto Medicine (CECAM). Havana,
Cuba.

Losautoresdel presentetrabajo logran mostrar que en ratas de la cepa eSS, que desarrollan diabetes, inicialmente por
resistenciaalainsulinay, a partir del segundo afio de vida, una modalidad més grave de la diabetes con déficit insulinico.

L os autor es muestran, mediante una elegante combinacion de técnicas bioquimicas e histolégicas, que en estasratas la diabetes
viene asociada a la presencia de higado graso, a pesar de que no hay presencia de obesidad.

Al mismo tiempo, los estudios de correlacion sugieren claramente que la presencia de higado graso esta asociada al desarrollo de
stress oxidativo como una apar ente consecuencia de laresistenciaalainsulina.

Estosresultados obtenidos en un modelo animal parecen brindar nuevas explicaciones a la etiologia del higado graso, y explicala
observacion de que un 30% de los pacientes diabéticos presentan higado graso sin ser obesos.
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