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Resumen

Loépez, A.A.; Marquez, Y.C.; Salas, Y.J.; Plaza, M.A.; Murillo, M.D.: Niveles plasmdti-
cos de glucosa y triglicéridos en ratones con higado graso inducido por DL-etionina. Rev.
Vet. 33: 1, 23-28, 2022. El objetivo del presente estudio fue determinar las modificaciones
plasmaticas de la glucosa (Gluc) y de los triglicéridos (TG) en el higado graso no alcohdli-
co (HGNA) inducido por DL-ctionina en ratones IRMN (imagen por resonancia magnética
nuclear) machos y hembras. Se distribuyeron en dos grupos de 10 animales de cada sexo:
uno control y otro tratado con etionina (7,5 mg/20 g peso corporal). Después de un ayuno
de 48 horas, por venopuncion coccigea se obtuvo una muestra de sangre con anticoagulante
v en los plasmas se cuantificaron las concentraciones de Gluc y de TG mediante kit comer-
cial. La eutanasia se practicé bajo ligera anestesia con éter. Se disecé el higado, se evalud
su aspecto macroscdpico y se obtuvo el homogeneizado hepatico, en el que se determiné la
concentraciéon de TG. Una pequefia porcion de higado fijado en formol tamponado al 10%
fue utilizado para su estudio histopatolégico. El analisis estadistico se realizé mediante el
programa SPSS version 17.0 para Windows. Tanto en los machos como en las hembras, la
administracién de DL-ctionina indujo metamorfosis grasa hepdtica con vacuolas lipidicas en
el citoplasma de los hepatocitos, asi como un aumento de la concentracién de TG en el tejido
hepatico (p<0,001). En las hembras se observé que el HG provoca un descenso de los niveles
de TG plasmaticos (p<0,01), resultado que estd de acuerdo con la aumentada glicemia que
presentaron (p<0,05). Tales efectos se deberian a la resistencia a la insulina, anormalidad cla-
ve en el HGNA. En los machos no se modificé el nivel de TG circulantes, lo que responderia
a la glicemia normal que mostraron. Como conclusion, la induccion de HG por accién de la
DL-ctionina afectd los parametros plasmaticos estudiados en forma diferente en machos y
hembras, quizas debido a variables adaptativas ante el HG, propias de cada sexo.
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Abstract

Loépez, A.A.; Marquez, Y.C.; Salas, Y.J.; Plaza, M.A.; Murillo, M.D.: Variation of
plasma levels of glucose and triglyceride in adult NMRI mice of both sexes with DL-
ethionine-induced fatty liver. Rev. Vet. 33: 1, 23-25, 2022. The objective of the present
study was to determine the plasma modifications of glucose (Gluc) and triglycerides (TG) in
non-alcoholic fatty liver (NAFL) induced by DL-ethionine in male and female mice NMRI
(nuclear magnetic resonance imaging). They were distributed in two groups of 10 animals
of each sex: one control and the other treated with ethionine (7.5 mg/20 g body weight).
After fasting for 48 hours, a blood sample with anticoagulant was obtained by coccygeal
venipuncture and the plasma concentrations of Gluc and TG were quantified using a com-
mercial kit. Euthanasia was performed under light ether anesthesia. The liver was dissected,
its macroscopic appearance was evaluated and the liver homogenate was obtained, in which
the concentration of TG was determined. A small portion of liver fixed in 10% buffered for-
malin was used for histopathological study. Statistical analysis was carried out using SPSS
software program version 17.0 for Windows. In both males and females, the administration
of DL -cthionine induced hepatic fat metamorphosis with lipid vacuoles in the cytoplasm of
hepatocytes, as well as an increase in the concentration of triglycerides in the liver tissue
(p<0.001). In females, it was observed that NAFL causes a decrease in plasma TG levels
(p<0.01), a result that is in agreement with the increased glycemia they presented (p<0.05).
Such effects would be due to insulin resistance, a key abnormality in NAFL. In males, the
level of circulating TG was not modified, which would respond to the normal glycemia they
showed. In conclusion, the induction of NAFL by the action of DL-cthionine affected the
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plasma parameters studied differently in males and females, perhaps due to adaptive vari-

ables to NAFL, specific to each sex.

Key words: fatty liver, DL-cthionine, glucose, triglycerides, NMRI mice.

INTRODUCCION

El higado graso (HG) es relevante en medicina ve-
terinaria ya que afecta a diferentes especies animales,
entre ellas al ganado bovino productor de leche, parti-
cularmente en el periodo del peri-parto. Es considerada
la mayor alteracién metaboélica del peri-parto, con dis-
minucién de la ingesta de alimento y de la produccioén
de leche %**. Por ello, compromete tanto la produccion
como la salud animal, con un impacto econémico nega-
tivo en el sector agropecuario * .

Las expectativas de la vaca lechera de alta produc-
cién abarcan las de concebir y llevar a buen término la
prefiez, simultaneamente a una elevada produccion le-
chera. La condicién después del parto de 1a vaca, afecta
la totalidad de los parametros de funcidén ovarica y de
fertilidad, asociados con los cambios funcionales de
adaptacion ! .

Se ha establecido que durante los primeros 90 dias
en produccion, la aplicacién de colina a vacas recién
paridas, como medida preventiva para evitar el HG,
mejora la produccidn lactea, disminuye la cetosis al-
rededor del parto y por consiguiente el riesgo de sufrir
enfermedades del periparto y de la lactancia 7.

Los modelos experimentales para investigar el HG
(hepato-esteatosis) en animales de laboratorio, no sélo
han aportado informacién relevante en la fisiopatologia
del HG no alcohdlico (HGNA), sino también en rela-
cion al uso de agentes terapéuticos naturales 2° y en el
disefio de nuevos tratamientos de la esteato-hepatitis
humana '*,

En el higado se producen todas las rutas metabdli-
cas, con algunas excepciones, como la oxidacién de los
cuerpos cetonicos. La principal funcidn del higado es
suministrar una fuente continua de energia, regulada
por factores hormonales y nerviosos que modifican el
flujo de combustibles en base a la demanda celular.

En condicién absortiva, gran parte de los nutrientes
que llegan por la circulaciéon portal son metabolizados,
distribuidos al resto de 6rganos o almacenados como re-
servas para ser movilizados posteriormente en condicion
post-absortiva *. La regulacion de la glucemia es riguro-
sa en ¢l organismo; constituye el principal combustible
del cerebro, los eritrocitos y 1a médula suprarrenal.

El higado ocupa un lugar central en la homeostasis de la
glucosa * , por su capacidad de almacenarla como glucogeno
en condicién absortiva (glucogeno-génesis) y de producirla del
glucogeno almacenado (glucdgeno-lisis) o sintetizarda a partir
de precursores no glucidicos (gluco-neogénesis), en condiciones
de ayuno o gjercicio, como ser: el lactato obtenido de Ia oxida-
cién de la glucosa en anaerobiosis, los aminoacidos glucogéni-
cos provenientes de la protedlisis nmscular y del glicerol deriva-
do de las grasas almacenadas en el tejido adiposo.

Un nivel normal de glucosa es necesaria para el
funcionamiento del sistema nervioso central, pues la
utiliza como combustible, ain en el ayuno. Si éste es
superior a 24 horas, el cerebro utiliza cuerpos cetdni-
cos, con decremento de la demanda de glucosa y por
consiguiente de la gluco-neo-génesis. La regulacion de
la sintesis y el transporte de los 4cidos grasos a los teji-
dos es otra de las funciones del higado, orientada hacia
el mantenimiento de la homeostasis calorica .

En el higado, el exceso de glucosa puede ser con-
vertida a acidos grasos, re-esterificados y transporta-
dos como lipoproteinas en la sangre para ser almace-
nados en territorios tisulares distantes, como el tejido
adiposo, para su posterior utilizacion. La sintesis de
acidos grasos en ¢l citosol del hepatocito estd bajo el
control de la insulinay de la disponibilidad de la acetil
CoA proveniente del piruvato obtenido de la glucosa.

Esta bien establecida la participacion del higado en
la movilizaciéon sanguinea de los lipidos a los tejidos
periféricos, asi como su influencia en el metabolismo
de los lipidos del organismo .

Esta investigacion se planted con ¢l objetivo de
determinar la variacién de los niveles plasmaticos de
glucosa y triglicéridos en ratones IRMN adultos de am-
bos sexos con higado graso experimental, inducido por
DL-ctionina.

MATERIAL Y METODOS

Animales, manejo. El estudio fue conducido de
acuerdo al Cédigo de Bioética y Bioseguridad de FO-
NACIT-Venezuela, 2009. Se utilizaron ratones (Mus
musculus) adultos hembras y machos, provenientes
de la poblacion de ratones de la cepa NMRI del Bio-
terio Central de la Universidad Centroccidental L.A.
(UCLA).

Las hembras eran virgenes, colocadas en un labo-
ratorio diferente al de los machos, para evitar el efecto
de las feromonas. Mediante muestreo aleatorio simple
se seleccionaron 20 ratones adultos de cada sexo, cuyo
peso corporal promedio fue de 27,5 + 1,5 g, determina-
do en una balanza Ohaus para animales.

Fueron mantenidos en jaulas de acero inoxidable
individuales, bajo ciclos de 12 horas luz/12 horas os-
curidad, en las condiciones estandarizadas del Bioterio
de la Unidad de Investigaciéon en Ciencias Funcionales
“Dr. H. Moussatché¢” (UNIHM) del Decanato de Cien-
cias Veterinarias (DCV), con libre acceso al aguay a
un alimento comercial para ratones Ratarina® (Proti-
nal, Venezuela).

Induccion de HG. Para cada sexo, los 20 animales
se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos de 10
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animales cada uno, un grupo control y otro tratado con
DL-ctionina (Sigma Chemical Co, MO, EUA.).

La DL-ctionina fue disuelta en solucién fisiologica
estéril y administrada intraperitonealmente en dosis de
7.5 mg/20 g de peso corporal. A los controles se les
inyecto i.p. s6lo solucidn fisioldgica estéril, vehiculo de
la DL-etionina. Todos los animales se sometieron a un
ayuno de 48 horas con libre acceso al agua de bebida.
Este protocolo inductor genera HG seglin hemos des-
crito anteriormente .

Toma de muestras y andlisis. Terminado el ayu-
no de 48 horas, se obtuvo una muestra de sangre de
cada uno de los animales mediante venopunciéon coc-
cigea. La sangre fue depositada en un tubo Eppendorf
con anticoagulante (dcido etilendiamino tetra acético
(EDTA)-Na4 al 2%). Los plasmas se separaron por cen-
trifugacién (800 g, 20 minutos) en micro-centrifuga re-
frigerada Eppendorf 5402 (Brinkman Instr., NY, EUA).

Obtenidos los plasmas se colocaron en bafio de
hielo y se les cuantificd la concentracion de Gluc (en
mg/dL) por el método de Trinder * mediante el kit
comercial de Qualitest (Caracas, Venezuela) y la con-
centracion de TG (en mg/dL) por método de Patton
mediante el kit comercial Qualitest. En ambos casos s¢
ley6 la absorbancia a 510 nm en un espectrofotometro
Genesys 5 (Rochester, NY, EUA).

Una vez obtenida la muestra de sangre, a los anima-
les se les practico la eutanasia bajo ligera anestesia con
éter. Se diseco el higado, se evalud su aspecto macros-
copico v se homogeneizé 1,5 g de higado con 3 veces
su peso en tampdn Tris-sacarosa 250 mM pH 7,2 a 4°C
en un potter Bodine (Electric Comp., Chicago, EUA).

El sobrenadante del homogeneizado, diluido 1:40
con agua des-ionizada, se mantuvo refrigerado y se le
cuantificé la concentracién de TG (en mg de TG por
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Figura 1. Concentracidn de triglicéridos plasmaticos
en ratones machos y hembras NMRI adultos contro-
les y con higado graso inducido por DL-ctionina (7,5
mg/20 g peso corporal). Los valores son la media +
EE de 10 animales/grupo; ** p<0,01 con respecto al
grupo control; # # p<0,01 y # # # p<0,001 entre ma-
chos y hembras.

mg de proteinas). La concentracion de proteinas se de-
termind mediante el kit Pierce (Rockford, ILL, EUA)
basado en la técnica de Bradford *.

Una pequefia porcion de higado fijado en formol
tamponado al 10% se utiliz6 para su estudio histopato-
logico, realizado en el Laboratorio de Anatomia Patolo-
gica del Hospital Veterinario “Dr. Humberto Ramirez
Daza” del DCV-UCLA. Se obtuvieron secciones de
4 micras del tejido mediante el uso de un micrétomo
Jung AG (Heidelberg, Alemania) y posterior tincién de
los cortes con hematoxilina-eosina de acuerdo a la téc-
nica convencional.

El andlisis estadistico se realizé mediante el pro-
grama SPSS version 17.0 para Windows. Los resulta-
dos se expresaron como el promedio de los valores +
error estandar (EE). Para establecer la significacién
estadistica de los resultados se utilizé la prueba “t” de
Student exigiéndose un 95% de certeza (p<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el higado tienen lugar la mayoria de las rutas
metabdlicas y su normal funcionamiento asegura la
homeostasis celular. Las lesiones hepaticas agudas o
cronicas pueden alterar su capacidad biosintética y me-
tabolica, lo cual inducira diversos trastornos.

La principal funcién del higado es suministrar una
fuente continua de energia para ¢l organismo y en este
sentido los carbohidratos y lipidos tienen un papel re-
levante. Dicha funcion es regulada por factores hormo-
nales y nerviosos, que modifican ¢l flujo de combusti-
bles de acuerdo a la demanda celular.

En el presente estudio, el HG experimental afectd
a los parametros plasmaticos estudiados en diferente
forma segtin ¢l sexo. Asi, en los machos, los niveles
plasmaticos de TGy de glucosa no resultaron alterados
por el tratamiento con DL-etionina.

Sin embargo, en las hembras, la induccion de HG
disminuia significativamente (p<0,01) los TG plasma-
ticos (Figura 1), mientras que aumentaba los niveles de
Gluc plasmatica (p<0,05) (Figura 2). Este efecto podria
ser debido a una posible resistencia a la insulina en di-
chos animales, anormalidad clave en el HG V.

El disminuido nivel de la insulina en vacas leche-
ras contribuye a la regulacién metaboélica de adaptacion
(homeorresis), orientando a los nutrientes, particular-
mente a la Gluc, hacia territorios tisulares menos sensi-
bles a la accién de la insulina, entre ellos la placenta y
la glandula mamaria en lactacion ”.

La disminucién de la Gluc plasmatica dependiente
de la liberacion de insulina posprandial es un hallazgo
importante para comprender la disminuida accion de la
insulina después del parto en vacas lecheras » .

La hiperglicemia e hiperinsulinemia inducen la
sintesis de acidos grasos libres (AGL) a partir de Gluc,
asi como la inhibicion de la 3-oxidacion de AGL, cuyo
exceso se transforma a TG que se acumulan en ¢l higa-
do con disminuida secrecidén hepdtica de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) *°. En los machos no se
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Figura 2. Concentracion de glucosa plasmatica en
ratones machos y hembras NMRI adultos controles y
con higado graso inducido por DL-etionina (7,5 mg/20
g peso corporal). Los valores son la media +EE de 10
animales/grupo; * p<0,05 con respecto al grupo con-
trol; # # # p<0,001 entre machos y hembras.

modifico el nivel de TG circulantes lo que responderia
a la glicemia normal que mostraron.

En el metabolismo lipidico, normalmente los AGL
circulan entre el higado y el tejido adiposo periférico
sin que se produzca ninguna acumulacion aprecia-
ble en los hepatocitos *. En este sentido, dos son las
vertientes principales de AGL hacia el higado. Una
proviene de la hidrdlisis de los TG contenidos en los
adipocitos mediante la accion de la lipasa sensible a
hormonas. La otra via la constituye la hidrélisis de los
quilomicrones en los tejidos periféricos por efecto de la
lipasa lipoproteica.

Otro proceso generador de AGL es su propia sin-
tesis en el hepatocito, especialmente en condiciones de
exceso de Gluc dietaria, que por via lipogénica forma
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Figura 3. Concentracion de triglicéridos (TG) hepa-
ticos (mg/mg proteinas) en ratones machos y hembras
NMRI adultos controles y con higado graso inducido
por DL-etionina (7,5 mg/20 g peso corporal). Los
valores son la media + EE de 10 animales/grupo; ***
p<0,001 con respecto al grupo control; # # # p<0,001
entre machos y hembras.

AGL, que al esterificarse con glicerol-3P, se orientan
hacia el depésito de TG '°.

Los eventos metabolicos descritos son aplicables a
la movilizacion de reservas lipidicas, particularmente
desde el tejido adiposo, necesarias para satisfacer las
demandas energéticas de la lactancia en vacas. El exce-
so de lipidos movilizados se acumula en las células del
higado en forma de TG con instauracion de un HGNA .

En el presente estudio, el grupo control de los
machos mostré una concentracion de TG hepaticos
(0,69+0,05 mg TG/mg proteinas) significativamente
mayor (p<0,001 que el valor control de los ratones hem-
bras (0,18+0,01 mg TG/mg proteinas) (Figura 3).

Este resultado es concordante con quienes, estu-
diando los niveles normales de TG hepaticos en nueve

Figura 4. Fotomicrografia de higado de ratones machos y hembras, controles y con higado graso (HG) inducido
por DL-etionina (7,5 mg/20 g peso corporal). Tinciéon hematoxilina y eosina, 40X. A) Ratén macho control. B)
Raton hembra control. En ambos se observo higado histolégicamente normal. C) Ratéon macho con HG. Se ob-
servo metamorfosis grasa moderada. D) Raton hembra con HG. Se observo metamorfosis grasa hepatica severa.
El citoplasma presenta numerosas vacuolas pequefias, que le dan apariencia espumosa.
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cepas diferentes de ratones machos y hembras !° , ob-
servaron un amplio rango de variacion, desde 49,7+5,5
mg TG/g proteinas presentado por la cepa SWR (ante-
cesora de la NMRI) hasta 316,5+25,8 mg TG/g protei-
nas en la cepa BALB/cByJ. Los autores indican que, en
todas las cepas, los ratones machos mostraron niveles
superiores de TG hepaticos que las hembras.

Nuestros resultados muestran que ¢l tratamiento
con DL-ctionina aumenta la concentracion de triglicé-
ridos hepaticos de forma estadisticamente significati-
va (p<0.001) tanto en los ratones machos como en las
hembras (Figura 3).

De forma coincidente, se ha descrito ampliamente
la presencia de una elevada concentracion de TG he-
patico en variadas condiciones inductoras de HGNA.
Entre ellas, la administracién i.p. de CCl, puro, en do-
sis unica de 0,2 ml/kg de peso, causa en ratas machos
albinas Wistar un aumento significativo del contenido
intrahepatico de triglicéridos '.

De igual manera, una dieta deficiente en metionina
y colina, administrada durante cuatro semanas a ratones
machos genéticamente obesos (db/db), de seis semanas
de edad, duplica la concentracién de TG en el higado
con respecto al nivel inicial * . También la administra-
cion durante cuatro semanas de una dieta con alto con-
tenido graso, induce en ratas machos Sprague Dawley,
un exacerbado depdsito de TG en los hepatocitos °.

En el presente estudio se observéd que las con-
centraciones de TG hepatico en ratones machos con
HG son mucho mayores que en las hembras con HG
(p<0,001). Sin embargo, estudios realizados en ratas **
mostraron una mayor acumulacion de TG hepaticos en
las hembras que en los machos, efecto que atribuyeron
a diferencias en la biosintesis de la fosfatidil-colina en
el higado de las ratas.

En el hepatocito, los cuerpos lipidicos no son al-
macenajes estaticos de grasa, sino que poseen un me-
tabolismo muy activo y una composicion que recuerda
a la de una lipoproteina > . Los TG son los princi-
pales involucrados en este depdsito hepatico ®, hecho
plenamente coincidente con los resultados del presente
estudio, en el cual la concentraciéon de TG hepaticos
se mostré aumentada significativamente en los ratones
machos y hembras con HG, en relacion a sus respecti-
vos controles.

Estos resultados corroboran los hallazgos histold-
gicos observados en la hepatoesteatosis micrdscopica
(Figura 4). Asi, en ¢l higado de ratones machos y hem-
bras se observaron vacuolas lipidicas en el citoplasma
de los hepatocitos, siendo la metamorfosis grasa hepa-
tica severa en las hembras y moderada en los machos.

A la Iuz de la evidencia acumulada, con respecto al
depdsito lipidico en el higado, autores * han expresado
que la sintesis de TG es el resultado de una adaptacion
fisiolégica ante condiciones agresivas enfrentadas por
los hepatocitos. Asi, la acumulacion grasa en muchos
casos no es dafiina, sino que mads bien es protectora,
porque es la respuesta a un consumo calorico aumen-
tado.

Los resultados obtenidos en el presente estudio
hablarian en favor a esta aseveracion, puesto que los
ratones machos con HG por DL-etionina mostraron un
dafio histologico moderado a diferencia de las hembras
con HG cuya metamorfosis grasa hepatica fue severa,
acompafiada con un depdsito de TG en el higado no-
tablemente menor que la observada en los machos con
HG.

Como conclusién, la induccion de HG por acciéon
de la DL-ctionina afectd los pardmetros plasmaticos
estudiados en forma diferente en machos y hembras,
quizas debido a variables adaptativas ante el higado
graso, propias de cada sexo.
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