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RESUMEN

La enfermedad hepédtica esteatdsica asociada a disfuncién metabdlica (EHmet, o MASLD
en inglés) antes conocida como esteatosis hepatica o higado graso no alcohélico (HGNA)
que se caracteriza por el incremento de colesterol (COL) y triglicéridos (TG) en los
hepatocitos; generalmente progresa a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) que implica,
ademas, un proceso inflamatorio y necrético, puede continuar evolucionando hasta
desarrollar cirrosis y hepatocarcinoma (HCC). Algunos otros padecimientos estan
relacionados con el desarrollo de EHNA, por ejemplo, la dislipidemia (DSL) que es la
hipercolesterolemia (HCOL) e hipertrigliceridemia (HTG); estos padecimientos causan un
gran numero de muertes a nivel mundial, por ello es importante continuar con la busqueda
de nuevas alternativas para su tratamiento. El interés por el consumo de alimentos
funcionales ha incrementado recientemente debido a los efectos benéficos que pueden
proporcionar a la salud. El pulque es una bebida fermentada mexicana, de bajo contenido
alcohdlico en la que varios estudios realizados han mostrado la presencia de un gran
numero de especies consideradas probibticos, y también se han registrado algunos de sus

efectos sobre trastornos metabalicos y dafio hepatico.

En este trabajo se realizaron analisis microbiolégicos y quimicos al pulque para conocer su
composicion; ademas, se evalud su efecto en un modelo agudo de DSL y EHNA inducidas
por tiloxapol (TI) y tetracloruro de carbono (TC, CCls), respectivamente. Para ello, se
utilizaron 16 grupos de ratas Wistar macho (grupos sin dafio n=8; grupos con dafo n=10)
con una masa de 180-200 g; fueron administradas durante 28 dias con pulque envasado o
natural (PE, PN), Enterogermina® (EN) o solucién isocaldrica diariamente (6 mL/kg) y
posteriormente con Tl (400 mg/kg, i.p.) o TC (2.5 mL/kg, p.o.). Al finalizar el tratamiento, se
llevaron a cabo las determinaciones bioquimicas, histolégicas, y moleculares. Con ello se
pretendidé obtener evidencias que avalaran su uso futuro como alimento funcional con efecto

protector contra EHmet y dislipidemia.



ABSTRACT

Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (METD, or MASLD in English),
previously known as hepatic steatosis or non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), is
characterized by increased cholesterol (COL) and triglycerides (TG) in hepatocytes; it
generally progresses to non-alcoholic steatohepatitis (NASH), which also involves an
inflammatory and necrotic process; it can continue to evolve until it develops cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC). Some other conditions are related to the development of
NASH, for example, dyslipidemia (DSL), which is hypercholesterolemia (HCOL), and
hypertriglyceridemia (HTG); these conditions cause a large number of deaths worldwide, so
it is important to continue searching for new alternatives for their treatment. Interest in
consuming functional foods has recently increased due to the beneficial effects they can
provide to health. Pulque is a Mexican fermented beverage with a low alcohol content.
Several studies have shown the presence of many species considered probiotics, and some

of its effects on metabolic disorders and liver damage have also been recorded.

In this work, microbiological and chemical analyses were performed on pulque to determine
its composition; in addition, its effect was evaluated in an acute model of DSL and NASH
induced by tyloxapol (Tl) and carbon tetrachloride (TC, CCls), respectively. For this purpose,
16 groups of male Wistar rats were used (groups without damage n=8; groups with damage
n=10) with a mass of 180-200 g; they were administered for 28 days with bottled or natural
pulque (PE, PN), Enterogermina® (EN) or isocaloric solution daily (6 mL/kg) and
subsequently with Tl (400 mg/kg, i.p.) or TC (2.5 mL/kg, p.0o.). At the end of the treatment,
biochemical, histological, and molecular determinations were carried out. The aim was to
obtain evidence to support its future use as a functional food with a protective effect against

EHmet and dyslipidemia.



I. MARCO TEORICO
Enfermedades hepaticas y dislipidemia

El higado es considerado uno de los érganos mas importantes debido a que lleva a cabo
diversas funciones entre las que destaca el metabolismo de proteinas, carbohidratos, y
lipidos (Kuntz & Kuntz, 2006). Entre sus funciones, cabe destacar la inactivaciéon y
desintoxicacion de hormonas y sustancias extrafias, sintesis de sales biliares y conjugacion
de pigmentos biliares (bilirrubina), entre otras; por ello, es vital mantener su integridad

morfoldgica y funcional (Muriel, 2017).

Factores diversos pueden dafiar al higado poniendo en riesgo la salud e incluso la vida de
las personas; entre las causas principales relacionadas con el dafio hepatico se encuentran
el consumo excesivo y persistente del alcohol, el uso constante de algunos farmacos
(paracetamol), la exposicion continua a diversos agentes quimicos (solventes), algunos
virus, una dieta desequilibrada, algunos habitos (tabaquismo, sedentarismo), o factores
genéticos (Kuntz & Kuntz, 2006; Muriel, 2017). Estos, causan principalmente dos tipos de

dafio:

Colestasis se define como un desorden agudo o crénico en la colepoyesis y la secrecion
biliar en los hepatocitos y células ductulares, lo que se considera como colestasis
intrahepatica, asi como el estancamiento mecanico o funcional del flujo biliar en los
conductos biliares intra y extrahepaticos con los componentes de la bilis pasando a la
sangre, lo que se considera colestasis extrahepaticas (Kuntz & Kuntz, 2006; Fernandez-
Martinez, 2017). La colestasis presenta como sintoma principal el aumento de acidos
biliares y bilirrubinas en suero, ademas, incrementa el nivel de enzimas indicadoras de
colestasis; en consecuencia, se presenta ictericia, que es la pigmentacion amarillenta de

los tejidos por la acumulacion tisular de la bilis (Muriel, 2017).

Necrosis, es la muerte celular causada, por ejemplo, por procesos de estrés oxidativo e
inflamacion, en los cuales los radicales libres dafan considerablemente el tejido hepatico;
por ello, dicho proceso contribuye a la pérdida de la estructura y funcionalidad hepatica
(Kuntz & Kuntz, 2006; Muriel, 2017).

Ambos tipos de dafio conducen a enfermedades hepaticas como la fibrosis, EHmet, antes
llamada enfermedad por higado graso no alcohdlico o esteatosis hepatica, y la
esteatohepatitis (EHNA) que generalmente se agravan hasta el desarrollo de cirrosis, e

incluso, hepatocarcinoma (Hernandez-Conde & Calleja, 2023; Bernal-Reyes et al., 2019).
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Actualmente, se estima que afecta al 25% de la poblacién mundial; en 2019 se analizaron
las pruebas de laboratorio de aproximadamente 1500 pacientes y resulté una prevalencia
de 30.9%. Particularmente, la EHmet se reporta con una prevalencia de 45% en poblacion
hispana principalmente en hombres mayores de 50 afos con mala alimentacion
acompafada de sedentarismo; en poblacién pediatrica se estima una prevalencia entre 3 —
10% e incrementa hasta 70% en nifios con obesidad (Bernal-Reyes et al., 2023; Mantovani
et al., 2020). Dentro de los principales factores de riesgo estan padecimientos asociados
como la dislipidemia, de esta enfermedad se han reportado prevalencias a nivel mundial
hasta del 57 %. El 80 % de los pacientes con dislipidemia evolucionan a esteatosis hepatica
y, posteriormente, a esteatohepatitis que es considerada la hepatopatia cronica mas comun
a nivel mundial (Fernandez-Martinez et al., 2019). En los principales paises de
Latinoamérica, las prevalencias reportadas de hepatopatia crénica son 35 % en Brasil, 26
% en Colombia, 23% en Chile y se estima que en las proximas décadas alcance 50% en
México, ademas, se estima que el 43% de personas con esteatosis hepatica evoluciona a
esteatohepatitis (Fernandez-Martinez et al., 2019; de Oliveira et al., 2019). En general, se
estima una mortalidad de 15.4 personas con EHmet y 25.6 con EHNA por cada 1000

personas/afno (Mantovani et al., 2020).

Especificamente, la fibrosis se define como el depdsito excesivo de proteinas de la matriz
extracelular, principalmente colagena; esto genera una cicatrizacién anormal como
respuesta a la aparicion de necrosis. Las células estelares (HSC por sus siglas en inglés),
en el curso de hepatopatias crénicas sufren una activacion en la que adquieren funciones
similares a miofibroblastos, secretando citocinas proinflamatorias y profibrogénicas. La
distribucion del material fibroso puede aparecer en zona periportal o en zona pericentral; en
fases avanzadas, las bandas de colagena son muy evidentes y unen varios espacios porta

que se denominan puentes de fibrosis (Kisseleva & Brenner, 2021).

La EHmet o esteatosis hepatica se define como un trastorno metabdlico caracterizado por
la acumulacioén de lipidos hepaticos y conlleva un incremento de COL y TG en hepatocitos,
ademas, es considerada el componente hepatico del sindrome metabdlico e incrementa a
la par de trastornos como la obesidad y la diabetes tipo 2 (Hernandez-Conde & Calleja,
2023; Bernal-Reyes et al., 2019).

La EHmet, generalmente progresa a esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), en la que se
involucra un proceso necroinflamatorio, por lo que, a nivel histolégico se presenta

inflamacién principalmente en zonas lobulillar y portal, degeneracién balonizante, asi como
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infiltracién de neutrdéfilos y linfocitos; este proceso se debe a la secrecion elevada de
citocinas proinflamatorias, principalmente el factor de necrosis tumoral (TNF)-q, interleucina
(IL)-6, e IL-1B cuya produccion se asocia con la activacion del factor nuclear NF-kB; la

EHNA, puede progresar hasta cirrosis e incluso, hepatocarcinoma (Figura 1).
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Figura 1. Progreso de la enfermedad hepatica metabdlica (EHmet). La EHmet progresa a
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), produciendo cirrosis hasta el establecimiento de
carcinoma hepatocelular (HCC) o hepatocarcinoma (Bernal-Reyes et al., 2019; Li et al., 2018;
Fraile et al., 2021).

Se considera que la cirrosis desarrollada por el progreso de EHmet sera la principal causa
de trasplante en algunos afios (Bernal-Reyes et al., 2019. Li et al., 2018; Fraile et al., 2021).
Existen factores diversos asociados a la EHNA, entre ellos, la obesidad, diabetes mellitus
(generalmente tipo 2 por resistencia a la insulina), procedimientos quirirgicos como el
“bypass” intestinal o gastroplastia, habitos alimenticios, factores genéticos, el tratamiento
con algunos farmacos, y la exposicion a agentes quimicos hepatotoxicos e incluso,
personas no obesas o que no cumplen con el diagnéstico de sindrome metabdlico pueden
presentar EHNA (Bernal-Reyes et al., 2019; Ampuero et al., 2018). Otro factor importante
es la alteracion de la microbiota gastrointestinal que puede afectar al higado facilitando al
traslocacion bacteriana, alterando el metabolismo de acidos grasos, o mediante la
alteracion del metabolismo de los acidos biliares mediante la inhibicion de algunos

receptores (Ampuero et al., 2018).

Con relacion a lo anterior, también se desencadena estrés oxidativo que conduce al inicio
del proceso de apoptosis, la alteracion de la respuesta del sistema inmunitario y la

activacion de células estelares (HSC) que participan en el proceso de desarrollo de fibrosis.
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Durante el dafo oxidativo, el organismo es capaz de responder, mediante la produccién de
antioxidantes enddgenos, tales como la catalasa (CAT) y superéxido dismutasa (SOD),
entre otros; este proceso de protecciéon se asocia con la activacion del factor membranal
Nrf-2, que esta implicado en la regulacion positiva de genes antioxidantes (Muriel, 1998;
Zhang et al., 2020). Sin embargo, el riesgo principal al desarrollarse alguna de las
hepatopatias antes mencionadas, es el progreso o la evolucion a cirrosis, que representa
el estado final de una hepatopatia crénica en la cual gran parte del tejido hepatico funcional
ha sido reemplazado por tejido fibroso; aquella se caracteriza por una fibrosis difusa y por
la conversion de la arquitectura hepatica normal en nédulos de estructura anormal. El tejido
fibroso reemplaza al tejido normal del higado y forma bandas constrictoras que interrumpen
el flujo en los canales vasculares y las vias biliares hepaticas. La interrupcion de los canales
vasculares predispone a la hipertension portal y sus complicaciones, a la obstruccién de los
canales biliares y a una pérdida de células hepaticas que lleva a la insuficiencia hepatica.
La reversion de este estadio final del dano hepatico es compleja y persiste el riesgo del
desarrollo de hepatocarcinoma (HCC); por ello, generalmente se requiere de trasplantes
hepaticos y el pronéstico es poco prometedor (Sheka et al., 2020; Sanchez-Criséstomo et
al., 2019; Younossi et al., 2021; Schwabe et al., 2020; Li et al., 2018).

Uno de los principales factores para el desarrollo de la EHNA es la dislipidemia, que implica
una alteracion en la concentracion de lipidos en la sangre; principalmente, se presenta
como HTG o HCOL, es decir, un incremento en los niveles séricos de TG o COL y de baja
densidad (LDL), respectivamente, asi como una disminucion del COL de alta densidad
(HDL). Los factores de riesgo principales en esta enfermedad son el tabaquismo, la
hipertensién arterial, cardiopatia coronaria, antecedentes genéticos, sexo, edad, y habitos
alimenticios junto con la falta de actividad fisica; ademas, este trastorno metabdlico no
causa sintomas, lo que hace mayor el riesgo de desarrollar EHNA, ateroesclerosis, o
cualquier trastorno cardiovascular o metabdlico a los que se asocia (Pappan et al., 2024;
Lozano, 2005; Vega-Badillo, 2017).

La relacion entre ambos padecimientos se debe a que durante el desarrollo de EHmet, se
presenta un incremento en la lipdlisis, lo que conduce a un aporte elevado de acidos grasos
libres al higado; de este modo, hay una sobreproduccion de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y su secrecién es insuficiente, provocando la acumulacion lipidica. Lo

anterior, sumado a una baja actividad de la lipoproteinlipasa, conducen finalmente a HTG,



HCOL, e incluso al desarrollo de ateroesclerosis. El proceso mencionado se esquematiza

en la Figura 2 (Pathak & Chiang, 2019).

Incrementa la lipélisis — Ac. grasos libres (:“/:!
R -.. (o &
(:]} Sobreproduccién de VLDL

Higado graso -
(HGNA — EHNA) i
:
B \ Disminuye la
: 1 actividad de la
: : lipoprotein lipasa
Qo
P Hiperlipidemia
R — —» Incremento de niveles de colesterol sérico
p —» Incremento de niveles de triglicéridos séricos

> Hpertrigliceridemia

Ateroesclerosis

Figura 2. Relacion entre dislipidemia y EHmet. La dislipidemia se manifiesta como
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, resulta del incremento de los niveles séricos de
triglicéridos, colesterol total, LDL-C y/o la disminucion de HDL-C; por tanto, supone el principal
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades como la aterosclerosis y la EHmet. Ambos
trastornos son componentes del sindrome metabdlico; sin embargo, también se presentan,
por ejemplo, en personas sin obesidad, sin diabetes o sin resistencia a la insulina. Ademas,
se estima que la prevalencia de ambos aumenta a la vez y que la EHmet podria ser la principal
causa de hepatocarcinoma y, por tanto, la primera indicacién de trasplante hepatico (Kwak &

Kim, 2018; Fraile et al., 2021; Rodriguez-Pastén et al., 2023; Younossi et al., 2021).

Mecanismos de inducciéon de EHNA y dislipidemia experimentales

El tetracloruro de carbono (TC, CCls), es un agente quimico que, al ser hepatotoxico, ha
sido utilizado ampliamente como modelo experimental de dafio hepatico y su mecanismo
esta mediado por la formacion de radicales libres, provocando estrés oxidativo (Ingawale et
al., 2014); TC es metabolizado en el citocromo P450 (CYP450), especificamente en las
isoformas CYP2E1, CYP2B1, CYP2B2, aunque también podria estar implicada la isoforma
CYP3A. El proceso de estrés oxidativo comienza cuando el TC sufre una deshalogenacién

que da lugar a la formacién del radical triclorometilo (CCls’), que puede ser reactivo con
5



aminoacidos, lipidos o nucleoétidos (Weber et al., 2003; Chung et al., 2005). A partir de las
24 h posteriores a la administracién comienza el proceso de necrosis, y la induccidén de
esteatosis comienza por el bloqueo de la secrecion de VLDL de los hepatocitos a
circulacion, ya que dafia el funcionamiento del aparato de Golgi afectando asi la sintesis,
maduracion, y secrecion de VLDL, ademas, induce dafo en las membranas (afecta la
permeabilidad), promueve la vacuolizacién ya que hay un incremento excesivo en la
sintesis de acidos grasos vy triglicéeridos acompafada de la inhibicién de proceso de B-
oxidacion; la exposicion persistente al CCls, se ha asociado con fibrosis, cirrosis, y
hepatocarcinoma (Weber et al., 2003; Boll et al., 2001; Yu et al., 2002).

Por otro lado, el tiloxapol (TI) (Tritbn WR1339), es un agente surfactante que ha sido
utilizado ampliamente como modelo experimental en animales para inducir hiperlipidemias,
debido a que bloquea el aclaramiento de lipoproteinas ricas en TG y el dafio comienza a
partir de las 24 h posteriores a la administracion intraperitoneal; su efecto se debe a que
produce la alteracién de las enzimas lipoliticas que son responsables de la hidrdlisis de
lipidos séricos (Rasouli et al., 2016; Ansarullah et al., 2009); también, afecta a las VLDL
haciéndolas refractivas a las lipoproteinlipasas, y de este modo, promueve un retardo en su
remocion y estimula la actividad de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-
CoA), que es la principal implicada en la sintesis de COL intrahepatico, por lo tanto conduce

a un incremento de COL y TG séricos (de Sousa et al., 2017; Levine & Saltzman, 2007).

Marcadores de daino hepatico y dislipidemia

Durante el dafo hepatico, el incremento de algunas enzimas esta asociado con procesos
de colestasis, necrosis, 0 estrés oxidativo, asi como algunos marcadores no enzimaticos
que sefalan dano membranal, funcionalidad hepatica, y que tienen relevancia clinica; es
posible detectar colestasis mediante la cuantificacién sérica de algunas enzimas citosdlicas
debido a que, desde etapas tempranas, comienzan a fugarse como consecuencia del
incremento de la permeabilidad membranal, y si el dafio progresa y comienza un proceso
de necrosis, las enzimas mitocondriales seran liberadas y su nivel sérico incrementara. A
continuacion, se describen los principales marcadores del perfil hepatico (Woodman, 1988;
Kumar & Anamika, 2023).

Fosfatasa alcalina (FA), es una enzima que cataliza la hidrélisis de ésteres de fosfatos
organicos con un pH alcalino éptimo, por lo tanto, el incremento de esta enzima en plasma
es un indicador de colestasis; esta enzima se encuentra en la mayoria de los tejidos, pero
particularmente en concentraciones mas elevadas en los osteoblastos del hueso y las
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células del tracto hepatobiliar, la pared intestinal, los tubulos renales, y la placenta (Kumar
& Anamika, 2023). Otro indicador, es gamma-glutamil transpeptidasa (GGTP), esta cataliza
la transferencia del grupo y-glutamil de péptidos a otros péptidos o aminoacidos, por lo
tanto, su liberacion a plasma es el marcador mas sensible de colestasis o de lesién hepatica
y permite medir la funcién excretora de la bilis; se encuentra principalmente en higado,

rifones, pancreas y prostata (Zhang et al., 2019; Kumar & Anamika, 2023).

Alanina-aminotransferasa (ALT), es una enzima citosolica, que cataliza la transferencia de
un grupo a-amino de alanina al grupo a-cetoacido alfaoxoglutarico; el incremento de esta
enzima en plasma es un indicador de la destruccion celular, es decir, implica procesos de
necrosis, esta presente en el higado, musculo cardiaco y esquelético, rifiones y eritrocitos
(Kumar & Anamika, 2023; Zhang et al., 2019). La catalasa, es un antioxidante endégeno
que se localiza en los peroxisomas; es un indicador de estrés oxidativo y funcionalidad
hepatica, ya que cataliza la degradacion del perdxido de hidrégeno (H20-), involucra
reacciones redox mediante las cuales se produce la enzima libre, O, y agua; por lo tanto,
si la actividad de la catalasa disminuye, el H.O, se acumula desencadenando estrés
oxidativo (Contreras-Zentella et al., 2022). La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion (LP),
ocurre en respuesta al estrés oxidativo, esto se debe a que las especies reactivas de
oxigeno (ROS) oxidan a los lipidos que componen a las bicapas lipidicas de la membrana;
el grado de LP se puede determinar mediante la cuantificacion de especies reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS), principalmente el malondialdehido (MDA) producido en gran
medida durante la peroxidacion lipidica, por lo tanto, se utiliza para medir estrés oxidativo y

dafno membranal (Mas-Bargues et al., 2021).

Otros valores que se utilizan como indicadores de colestasis y funcionalidad/estrés
hepaticos son los niveles de bilirrubina sérica y glucégeno hepatico, respectivamente. La
bilirrubina, es el producto catabdlico de la hemoglobina; en forma no conjugada (bilirrubina
indirecta, Bl) ingresa al higado, donde se convierte en bilirrubina conjugada (bilirrubina
directa, BD) por la enzima UDP-glucuroniltransferasa; si la concentracion de bilirrubina
incrementa (indicador de colestasis), puede acompanarse de ictericia y el incremento de Bl
junto con la disminucién de BD se relaciona con sobreproduccion de bilirrubina o bien, de
la disminucion de la captacion hepatica o de la conjugacion (puede ser debido a ambas), lo
que refleja algun problema en la funcionalidad hepatica (Gowda et al., 2009). El glucégeno
hepatico, representa la principal fuente de energia y su almacenamiento en el higado es

primordial para mantener la homeostasis de la glucosa; por lo anterior, la alteracion del
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metabolismo del glucégeno en trastornos hepaticos y metabdlicos puede provocar una
disfuncion hepatica grave, ademas se considera un marcador muy sensible de estrés de

este 6rgano (Soon & Torbenson, 2023).

Los lipidos, se absorben en los intestinos, se transportan a través de lipoproteinas y tienen
funciones como fuente de energia, produccion de esteroides o acidos biliares; un perfil
lipidico considera principalmente el colesterol total (COLT), el colesterol de lipoproteina de
baja densidad (LDL), las lipoproteinas de alta densidad (HDL), los triglicéridos y lipidos
totales ya que, como se menciond previamente, la alteracion del equilibrio de estos provoca

dislipidemia (Pappan et al., 2024).

Tratamientos utilizados en dislipidemia y EHNA

En el tratamiento para la dislipidemia, se han utilizado alternativas como el consumo de
omega-3 y el acido nicotinico que reducen el dafio entre un 30 y 50%, la administracién de
estatinas (reduccion del dano entre 20-40%) vy, fibratos (reduccion del dafo entre 40-60%)
(Stewart et al., 2020; Husain et al., 2022; Lim, 2023).

Particularmente, para el tratamiento de la EHmet y EHNA, ademas de procedimientos
quirurgicos, el tratamiento consiste en la administracién de orlistat, colina, N-acetilcisteina,
vitamina E, vitamina C, betaina, acido ursodesoxicélico, acidos grasos libres
(hipolipemiantes), pentoxifilina, y en general algunos otros farmacos agonistas de
receptores activados por los proliferadores peroxisomales (PPAR)-q, vy, y ® (pioglitazona,
elafibranor, y saroglitazar) y receptor nuclear X de farnesoides (FXR, acido obeticélico);
también, es necesario un cambio en el estilo de vida, principalmente en la alimentacién con
la reduccién en la ingesta caldrica, el consumo de verdura, legumbres, frutos secos,
cereales y otros alimentos ricos en fibra con bajo indice glucémico con aporte de una
cantidad adecuada de antioxidantes, asi como la actividad fisica regular (Ampuero et al.,
2018; Zhang & Yang, 2021). Otra alternativa en la que el trabajo presente pone interés
particular y que ha sido ampliamente estudiada para validar su efecto como tratamiento o
proteccién contra estos dafos, ha sido el consumo de probidticos para la regulacion de la
microbiota gastrointestinal y el papel que tienen estos microorganismos y sus metabolitos

en la modulacién del metabolismo lipidico (Zhang et al., 2020; Craven et al., 2020).



Il. ANTECEDENTES
Microbiota y sus metabolitos activos

El microbioma humano es el material genético combinado de todos los microbios que viven
en y dentro del cuerpo humano, incluidas bacterias, hongos, protozoos y virus. La
microbiota es el conjunto de los microorganismos presentes en un entorno especifico,
mientras que el microbioma incluye también sus actividades y funciones (Shanahan et al.,
2021).

El tracto gastrointestinal contiene una comunidad microbiana diversa. Los filos microbianos
intestinales dominantes son Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria, y Verrucomicrobia, y los dos phyla Firmicutes y Bacteroidetes representan el
90% de la microbiota intestinal. El filo Firmicutes estd compuesto por géneros diferentes
como Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus, Clostridium, y Ruminococcus. Los géneros de
Clostridium representan el 95% de los filos de Firmicutes. Los bacteroidetes incluyen
géneros predominantes como Bacteroidesy Prevotella. Asimismo, el filo Actinobacteria esta
representado por el género Bifidobacterium y es proporcionalmente menos abundante
(Ruan et al, 2020; Johnson, 2020). Los miembros de Firmicutes son eficientes para llevar a
cabo la descomposicion de la fibra no digerible en carbohidratos simples, estos se absorben
y almacenan rapidamente como depdsitos lipidicos. Un exceso de Firmicutes significa que
se absorben hasta un 12% mas de calorias en cada comida, por lo tanto, los bacteroidetes
reconocen este exceso y metabolizan los carbohidratos excedentes para poder ser
excretados a través de las heces. El equilibrio entre Firmicutes y Bacteroides, denominada
eubiosis, depende de diversos factores, entre los principales, se encuentran, la dieta y el
consumo de diversos farmacos, principalmente antibiéticos. Sin embargo, la desregulacion
de la microbiota, llamada disbiosis (conocida también como disbacteriosis, puede
prevenirse y corregirse mediante el consumo de prebidticos y probidticos (Ruan et al, 2020;
Clavel et al, 2014; Johnson, 2020; Boer et al., 2019; Rodriguez-Pastén et al., 2023).

Los prebidticos se definen como "un sustrato que es utilizado selectivamente por los
microorganismos huésped que confieren beneficios para la salud", en general son fibras
vegetales, que modifican el medio intestinal y promueven o estimulan selectivamente el
crecimiento y actividad de microorganismos con efectos benéficos; por otro lado, los
probidticos se definen como "microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del hospedero" (Zendeboodi et

al., 2020; Gibson et al., 2017; Bindels et al., 2015). Para que un organismo sea considerado
9



probidtico, debe cumplir con varios criterios: no ser patdgenos, sobrevivir en un pH acido, y
ser resistentes al efecto de jugos gastricos y de sales biliares, ademas, deben tener
capacidad de adhesion a las células epiteliales y no desplazar a la microbiota presente por
naturaleza (Quigley, 2019; Thursby & Juge, 2017; Zendeboodi et al., 2020).

La combinacién de prebidticos y probidticos es llamada simbidtico. El uso de simbidticos
puede sinergizar el efecto beneficioso sobre el hospedero; por lo tanto, esta combinacion
se ha mostrado prometedora en el tratamiento y la prevencion de trastornos metabdlicos y
gastrointestinales. Se ha propuesto el término paraprobidtico para referirse a probidticos
muertos, células inactivas o fracciones celulares. Especificamente, se ha demostrado que
las "células no viables (intactas o no) o los extractos de células que confieren salud al
hospedero cuando se administran en cantidades adecuadas y benefician la salud", por
ejemplo, al inhibir la adhesidon de bacterias patégenas, y han mostrado resultados
inmunitarios positivos. Ademas, a diferencia de los probidticos, los paraprobidticos no
pierden bioactividad cuando se administran junto con antibidticos o agentes antifungicos
(Zendeboodi et al., 2020). Por lo tanto, pueden ser utiles en personas con inmunidad
reducida, barrera intestinal alterada, sepsis, y bebés prematuros. Del mismo modo, se ha
propuesto que los probidticos pueden producir postbiéticos. Los posbidticos se han definido
como sobrenadantes biogénicos libres de células, metabolitos y desechos metabdlicos de
la actividad probiética. También se define como cualquier efecto obtenido de los metabolitos
de los probidticos o cualquier molécula extraida o secretada que directa o indirectamente
ofrezca beneficios para la salud del hospedero. Estos incluyen enzimas, exopolisacaridos,
y endopolisacaridos, proteinas de superficie, vitaminas, acidos organicos, acidos grasos, y
péptidos (Zendeboodi et al., 2020; Gibson et al., 2017; Tsilingiri & Rescigno, 2013).

Propiedades de los probiéticos en enfermedades hepaticas

Se han realizado estudios diversos que han demostrado que los probidticos tienen
capacidad moduladora sobre la microbiota, la permeabilidad intestinal, y la respuesta
inmunitaria, ademas de conferir beneficios frente a diversos padecimientos como trastornos
metabdlicos, diabetes y enfermedades hepaticas, tales como EHmet, EHNA, cirrosis, e
incluso en la prevencién de infecciones en personas con trasplante hepatico. Por ello, se
ha sugerido su uso como tratamiento de hepatopatias y otras enfermedades (Winston &
Theriot, 2020; Soriano et al., 2013). En general, la microbiota gastrointestinal juega un papel
crucial en enfermedades como la EHNA, debido a que es ampliamente conocido el hecho

de que el organismo es capaz de sintetizar acidos biliares primarios a partir del colesterol
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en los hepatocitos. Sin embargo, la biotransformacion de acidos biliares primarios (acido
colico y acido quenodesoxicolico) en acidos biliares secundarios (acido litocdlico,
desoxicolico, hiocdlico, hiodesoxicolico) unicamente puede ser llevada a cabo por las
bacterias que son parte de la microbiota gastrointestinal (Figura 3). En roedores, los acidos
biliares primarios, incluyen ademas del acido cdlico, el acido quenodesoxicélico, que es
convertido a acido a-muricélico y acido B-muricolico (mediante el citocromo CYP2C70,
especifico en roedores) (Winston & Theriot, 2020; Torres-Maravilla et al., 2016; Kurdi et al.,
2006; Ridlon et al., 2014).

Microbiota
gastrointestinal

Figura 3. Biotransformacion de acidos biliares. Los probidticos contribuyen a la regulacion y
el equilibrio de la microbiota gastrointestinal. La microbiota juega un papel importante en la
biotransformacion de acidos biliares. Los acidos biliares primarios (CA y CDCA) son
sintetizados en los hepatocitos a partir del colesterol y son conjugados con glicina o taurina.
Posteriormente, son secretados en la bilis, almacenados en la vesicula biliar y se secretan
en el duodeno. Finalmente, la microbiota gastrointestinal residente transforma los acidos
biliares primarios en acidos biliares secundarios (principalmente DCA, UDCA, LCA). La
biotransformacion se lleva a cabo por tres vias microbianas principales que son las
reacciones de desconjugacion, deshidroxilacion, y deshidrogenacion (Rodriguez-Pastén et
al., 2023).
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Existen diversos suplementos alimenticios que permiten mantener una microbiota regulada,
ademas de una variedad amplia de alimentos que contienen prebidticos y probidticos, por
ejemplo, alimentos fermentados, principalmente en productos lacteos como yogurt, kéfir,
algunas variedades de queso, productos encurtidos y algunas bebidas como leches
fermentadas y el pulque. En este sentido, diversos organismos considerados probidticos,
llevan a cabo procesos de fermentacion, que es un proceso mediante el cual habra una
obtencion de energia en ausencia de oxigeno; es decir, la transformacion de sustancias
organicas por diversos microorganismos como bacterias y hongos (levaduras) en
condiciones anaerdbicas. El proceso tiene lugar cuando las condiciones ambientales
permiten la interaccibn de microorganismos y los sustratos organicos susceptibles;
asimismo, los microorganismos fermentadores, les confieren el sabor y olor caracteristico
a los productos elaborados por procesos de fermentacion. Cuando el alimento es de tipo
acido y contiene azucares, seran las levaduras las que creceran con mayor facilidad y el
alcohol que estas producen (fermentacion alcohdlica) inhibe la actividad de otros
microorganismos contaminantes (Torres-Maravilla et al., 2016; Thursby & Juge, 2017; Hill
et al., 2014; Lappe-Oliveras et al., 2023).

El pulque

Uno de los alimentos en los que se ha reportado ampliamente la presencia de organismos
probidticos, es el pulque; es una bebida fermentada de origen mexicano, con bajo contenido
alcohdlico y es consumida tradicionalmente en el pais, principalmente en la zona central,
ademas, es considerada de consumo milenario ya que existen registros de esta bebida que
datan de la época prehispanica, por lo que tiene relevancia religiosa, social, econémica,
cultural, e incluso se le han atribuido propiedades curativas. Este producto se obtiene de
diferentes especies de agave, entre ellas, Agave salmiana, A. americana, A. atrovirens, A.
ferox, A. mapisaga, entre otras, siendo la principal A. salmiana, conocida como maguey
pulgquero; la producciéon del pulque parte de la fermentacion del aguamiel, que se lleva a
cabo dentro del maguey por accion de los microorganismos que estan presentes de forma
natural en él; posteriormente, el aguamiel es extraido e inoculado con un fermento llamado
semilla por los productores, esta cuenta con mayor tiempo de fermentacion; una vez que la
bebida tiene caracteristicas fisicas especificas, como olor, un aspecto viscoso, y un color
blanco turbio, ya es considerada pulque (Escalante et al., 2004; Garcia-Arce & Castro-
Mufoz, 2021). Tanto el pulque como el aguamiel son consideradas bebidas con

propiedades alimenticias, debido a su alto contenido tanto de prebidticos como de
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probidticos. Estudios diversos han reportado la presencia de azucares, proteinas, hierro,
vitaminas hidrosolubles, y aminoacidos esenciales, entre los que se encuentran: lisina,
triptéfano, histidina, fenilalanina, leucina, tirosina, metionina, valina, y arginina. Ademas, ha
sido ampliamente reportada la presencia de microorganismos considerados probidticos,
entre los que destacan los géneros Zymomonas sp., Lactobacillus sp., Saccharomyces sp.

y la especie Kluyveromyces marxianus (Escalante et al., 2004; Escalante et al., 2016).
Efecto de prebiéticos y probibticos aislados del aguamiel y el pulque

Particularmente, se han realizado estudios aislando especies diversas de probidticos de
productos obtenidos del agave, tales como el pulque y el aguamiel (Estrada-Godina et al.,
2001; Gonzalez-Mesillas et al., 2016). Torres-Maravilla y colaboradores, evaluaron la
actividad de algunos probidticos aislados del pulque, especificamente las especies
Lactobacillus plantarum, L. sanfranciscensis, y L. composti, en un modelo experimental de
colitis inducida por dinitrobenceno-acido sulfénico en raton. Reportaron varios efectos
benéficos como la disminucion de masa corporal, efectos antiinflamatorios por la
disminucion de IL-8 e IL-22 y una mejora en la hiperpermeabilidad intestinal (Torres-
Maravilla et al., 2016).

Otro estudio realizado por Leal-Diaz y colaboradores, en el que se evalué el efecto de
saponinas extraidas de aguamiel (kammogenina, manogenina, gentrogenina, Yy
hecogenina), en un modelo experimental de obesidad y esteatosis hepatica por dieta alta
en grasas; observaron efectos como el incremento de tolerancia a la glucosa, de expresion
de genes asociados a la oxidacién lipidica, y en la poblacién de la especie Akkermansia
muciniphila, al mismo tiempo, se observé la disminucién en el aumento de masa y
porcentaje de grasa corporales, glucosa, COL y TG séricos, asi como de lipidos hepaticos
(Leal-Diaz et al., 2016).

Efecto de prebiéticos y probiéticos en dislipidemia y daino hepatico

Se ha evaluado el efecto de prebidticos y probidticos que en general han demostrado

efectos hepatoprotectores e hipolipemiantes (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto de prebidticos y probiéticos en dafio hepético y dislipidemia

Modelo Prebidticos o Efecto Referencia
Probiéticos/Tratamiento
ITNF-a
Ratas Wistar. Fibrosis e L. paracasei, L. casei, |TGF-B (Jantararussamee et
por TAA Weissella confusa la-SMA al., 2021)
LALT, AST, FA
|GGTP
Ratas Sprague Dawley. féBéSF
Dafo hepatico inducido e L. casei Shirota IRANTES (Yan et al., 2022)
por D-galactosamina lIL-5
11L-10

Pacientes con EHmet

Simbidtico (Oligofructosa y
L. casei, L. rhamnosus, L.
acidophilus, B. longum, B.
breve)

lALT, AST, GGTP,

FA
ITG, CT, LDL

(Behrouz et al., 2020)

Pacientes con EHmet

B. coagulans e inulina

IALT, GGTP
|TNF-a
INF-kB

(Abhari et al., 2020)

Pacientes con EHNA

Simbidtico (B.
FOS)

longum y

|AST

ITNF-a
|LDL-C
|CRP
|Endotoxinas
séricas,
a la
esteatosis.

resistencia
insulina,

(Malaguarnera et al.,
2012)

Ratas Wistar. Dafio
hepatico inducido con
acetaminofén

B. licheniformis, B. indicus,
B. subtilis, B. clausii, B.
coagulans

JAST, ALT
ITNF-q,
LIL-1B

| Necrosis
Capacidad
antioxidante

(Neag et al., 2020)

Ratas Zucker-Lepr @1,
EHmet

B. breve, L. paracasei, L.
rhamnosus

MDA, |MPO
JAcumulacién
lipidica
ITNF-q, IL-6
ILPS

T1gA

(Fontana et al., 2021)

Ratas Sprague-
Dawley.
Hiperlipidemia por
dieta alta en grasas

L. rhamnosus LV108, L.
casei grx12, L. fermentum
grx08

|CT, |VLDL, |LDL,
ITG

ISREBP-1c
|CYP7A1

1 PPAR-a

(Wa et al., 2019)

Ratas Sprague-
Dawley. Hiperlipidemia
por dieta alta en
grasas

L. argentoratensis

ICT, |LDL, |TG

(Lim et al., 2020)

*Favor de revisar la lista de abreviaturas.
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1. JUSTIFICACION

Las enfermedades como la dislipidemia y la esteatohepatitis representan un problema de
salud publica ya que se considera que afectan a una tercera parte de la poblacién a nivel
mundial y a nivel nacional, estas enfermedades se han mantenido entre las principales
causas de mortalidad durante las ultimas décadas por el riesgo que representan para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, cirrosis o carcinoma hepatocelular. Existen
pocos tratamientos realmente efectivos para controlarlas como el uso de medicamentos
que resulta muy costoso a largo plazo ademas de un tratamiento nutricional que implica
cambios importantes en el estilo de vida. Por ello, es de gran relevancia continuar con la
busqueda de nuevas alternativas que coadyuven en la prevencion y tratamiento de estos
padecimientos. Por lo que el pulque en una dosis adecuada y junto con una alimentacion
balanceada, debido a su alto contenido de microorganismos podria coadyuvar a la
prevencién de las enfermedades relacionadas con el incremento de lipidos y sus efectos
derivados. Sin embargo, el consumo de este producto regional ha disminuido notablemente;
por ello, la informacion generada en el trabajo presente pretende contribuir a que los
productores de aguamiel en regiones de Hidalgo tengan un valor agregado en el producto,
asi como validar al pulque como una alternativa para la prevencién y el tratamiento de

enfermedades como la dislipidemia y la esteatohepatitis.
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V. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la ingesta del pulque mediante su caracterizacion y analisis in vivo en

modelos agudos de dislipidemia y esteatohepatitis en rata para evidenciar sus propiedades.

4.2 Objetivos especificos

e Caracterizar el pulque mediante analisis microbiolégicos y quimicos para conocer su
composicion y asegurar su calidad para el uso en el estudio.

¢ Inducir dislipidemia con Tl o la EHNA con TC en ratas Wistar macho para establecer
modelos donde se evalue el efecto del pulque.

o Evaluar el efecto del pulque mediante parametros bioquimicos e histolégicos, para
identificar su actividad en dislipidemia y EHNA.

o Determinar el efecto del pulque mediante parametros moleculares, para identificar el

mecanismo de accion probable.

V. HIPOTESIS
La ingesta de pulque tiene un efecto protector contra la DSL y EHNA por accién de los

microorganismos que contiene.
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VL. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio consta de dos fases; la fase | esta enfocada en la caracterizacion
microbioldgica y quimica del pulque y la fase Il en la evaluacion del efecto del pulque en
modelos in vivo de dislipidemia y esteatohepatitis, utilizando 16 grupos de ratas Wistar

macho de 5-6 semanas de edad.
6.1 Fase 1. Caracterizacion microbiolégica y quimica del pulque

Se utilizaron muestras de pulque natural (PN) producido en la regién de Epazoyucan,
Hidalgo, y fueron recolectadas diariamente con una hora de haber sido inoculadas con la
semilla (aguamiel con mayor tiempo de fermentacién); y el pulque envasado (PE) se obtuvo
con productores locales de la regién de San Martin de las Piramides, Estado de México.
Las muestras de PN se mantuvieron a una temperatura de entre -4 y 6 °C durante su
traslado y manipulacién; las muestras de PE se mantuvieron a temperatura ambiente
durante su traslado y una vez abiertas se conservaron en refrigeracion. Los analisis se
realizaron por duplicado y utilizando muestras de lotes diferentes; ademas el PE se utilizd
como punto de referencia ya que es sometido a un proceso de pasteurizacion. Antes de
administrase a los animales, ambos tipos de pulque se mantuvieron en agitacion durante al
menos 1 hora con agitador magnético. La caracterizacion consistié en los siguientes
analisis.

Analisis microbioldgico.

Conteo de microorganismos. Se cuantificaron bacterias acido-lacticas segun el método
establecido en la norma ISO/FDIS 15214-1998, en agar MRS a 30°C por 72 h £ 3 h;
mesofilos aerobios segun lo establecido por la NOM-092-SSA1-1994, en un agar para
cuenta estandar a 35 + 2°C por 48 h £ 2 h; hongos y levaduras conforme la NOM-111-SSA1-
1994, en PDA a 25 + 1°C durante 5 dias.

Identificacién de especies predominantes. Se realiz6 la identificacién de especies de
bacterias y levaduras predominantes en el pulque por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Para ello, se obtuvieron alicuotas (2 mL) de pulque natural y fueron centrifugadas a
8000 rpm durante 13 minutos a 5°C; el sobrenadante fue eliminado y se recupero el

sedimento. Posteriormente, se llevaron a cabo los procedimientos descritos a continuacion.

17



Extraccion de ADN por método organico fenol-cloroformo isoamilico

Se extrajo el ADN utilizando el método organico fenol-cloroformo isoamilico, colocando en
tubos Eppendorf 300 uL de la muestra, 700 yL de amortiguador de extraccién (TRIS 0.01
M, EDTA 0.02 M y SDS AL 5%) y 20 pL de proteinasa K. Se incub6 a 65 °C/1.5 h, para
después agregar fenol- cloroformo-isoamilico en proporcién 25:24:1 y agitar por inversién
(5 min). EI ADN fue precipitado con acetato de sodio y un volumen de isopropanol. A
continuacion, se recuper6 el material genético por centrifugacion (2000 rpm/ 5 min). El
sobrenadante fue eliminado y se afiadié etanol al 70% (500 pL). Finalmente, se centrifugd
a 8000 rpm/ 2 min y se desechd el etanol para dejar secar al aire. La extraccion fue

verificada por electroforesis en gel de agarosa al 3 %.
Amplificacién del segmento 16S rDNA y 18S rDNA por PCR

Se emplearon los iniciadores o “primers” universales “forward” DG74 (5'-
AGGAGGTGATCCAACCGCA-3’) y reversa RW01 (5-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3)
para bacterias (segmento 16S rDNA), y “forward” ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3’) y reversa ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para levaduras (segmento 18S
rDNA) a una concentracién 10 uM. Los fragmentos amplificados (amplicones) fueron
analizados por electroforesis en gel de agarosa al 3%. Se utilizaron 2 mL del marcador de
peso molecular 1 kb plus Ladder de InvitroGen. La potencia de electroforesis fue de 100 V
y se aplico durante 30 min. El gel fue analizado utilizando un marcador de 400 pb
(amplificacion de 350 pb (gen 16S rDNA) de bacterias) y un marcador de 600 pb
(amplificacion de 550 pb (gen 18S rDNA) de levaduras).

Secuenciacién de los segmentos 16S rDNA y 18S rDNA

La reaccion de secuenciacion se realizé utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 (Life
Technologies) y utilizando un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). El producto seco fue suspendido con formamida e inyectado en el
secuenciador masivo de cuatro capilares ABlI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied
BioSystems). Las secuencias obtenidas fueron editadas con el software BioEdit Aligment
Sequence Editor 7.2.0 de acceso libre y el alineamiento se obtuvo en el banco de genes en
linea Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov).
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Analisis quimico proximal. El analisis se realizé por los métodos establecidos por AOAC
método oficial 977.20 (Cap. 44.4.13) para la determinacion de carbohidratos, la NOM-116-
SSA1-1994 para la determinacion de humedad, NMX-F-608-NORMEX-2011 para la
determinacion de proteinas y NMX-V-017-NORMEX-2014 para la determinacion de

cenizas.

Contenido etandlico. La determinacion del contenido etandlico se llevé a cabo conforme
lo establece la NMX-V-013-NORMEX-2013.

Cuantificacion de fenoles totales. La determinacion se llevé a cabo utilizando el método
Folin-Ciocalteu. Previo a la cuantificacion, el pulque fue homogenizado mediante agitacion,
posteriormente se obtuvieron alicuotas de 1 mL que fueron filtradas utilizando una jeringa
con un trozo de algoddn en la punta. Se colocaron 100uL de muestra, 500 pL de Folin-
Ciocalteu 10% y 400 pL de Na>COs3 7%. Se colocaron alicuotas de 200 yL en la placa y se
dejé en incubacién a temperatura ambiente, en la oscuridad y durante 30 min.
Posteriormente las muestras fueron leidas a 765 nm. Se prepard un curva estandar de 6

puntos con acido galico al 40% y el blanco se prepard con agua Milli Q.
6.2 Fase 2. Analisis in vivo

Se trabajé con 16 grupos de ratas Wistar macho de 5-6 semanas de edad y una masa de
130-140 g; los grupos sin induccion de dafio con n=8 y los grupos con induccion de
dislipidemia o EHNA con n=10; cada grupo se formd aleatoriamente. Los animales se
mantuvieron bajo un ciclo constante de 12 h luz/oscuridad a 21 £ 3 °C y se les proporciono
alimento estandar y agua ad libitum. Recibieron un trato humanitario de acuerdo con los
lineamientos establecidos por la NOM-062-ZO0-1999, concerniente a la produccion,

cuidado, y uso de animales de laboratorio.

El tratamiento tuvo una duracion total de 28 dias, en los que los animales fueron
administrados diariamente con Enterogermina® (EN) como control positivo (2 mil millones
de UFC en una dilucién con agua potable para administrar una concentracién microbiana
equivalente a la del PN), pulque envasado (PE), pulque natural (PN), p.o. en una dosis de
6 mL/kg. Se trabajo con dos modelos de dislipidemia agudos; consistieron en administrar
tiloxapol para induccién de dislipidemia, i.p. en una dosis Unica de 400 mg/kg, en el primer
modelo se indujo 48 horas antes de la eutanasia y en el segundo, 24 horas previas a la

eutanasia. Para la induccién de EHNA, se administré tetracloruro de carbono (TC), en una
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dosis Unica de 2.5 mL/kg p.o., 24 horas previas a la eutanasia. En la Tabla 2 se detalla cada

uno de los grupos y su tratamiento.

Al finalizar el tratamiento, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico y
sacrificados por exanguinacion mediante puncién cardiaca con una jeringa heparinizada
(1000 U/mL), el plasma se obtuvo centrifugando las muestras a 3000 rpm durante 10 min.
El higado fue aislado y enjuagado en solucion isotdnica; posteriormente, 0.5 g de higado
fueron homogenizados en 5 mL de una solucion amortiguadora de fosfato de potasio,
durante 1 minuto para obtener asi el extracto de tejido hepatico. Ambas muestras, se
colocaron en hielo para su conservacién durante su uso y almacenados a -70 °C para
analisis posteriores. Finalmente, se recolectaron muestras fecales de la porcién cecal del

colon con la finalidad de realizar un analisis coproparasitoscopico.

Tabla 2. Distribucion y tratamiento administrado por grupo.

Controles EHNA DSL (24 h) DSL (48 h)
Grupo 1 Grupo 5 Grupo 9 Grupo 13
SI+VTC+VTI SI+TC+VTI SI+VTCHTI SI+VTC+TI
n=38 n=10 n=10 n=10
Grupo 2 Grupo 6 Grupo 10 Grupo 14
EN+VTC+VTI EN+TC+VTI EN+VTC+TI EN+VTC+TI
n=8 n=10 n=10 n=10
Grupo 3 Grupo 7 Grupo 11 Grupo 15
PE+VTC+VTI PE+TC+VTI PE+VTC+TI PE+VTC+TI
n=38 n=10 n=10 n=10
Grupo 4 Grupo 8 Grupo 12 Grupo 16
PN+VTC+VTI PN+TC+VTI PN+VTC+TI PN+VTC+TI
n=38 n=10 n=10 n=10

SI: solucion isocaldrica (solucion de sacarosa y agua potable 24 kcal/100 mL); EN: Enterogermina®;
PE: pulque envasado; PN: pulque natural; VTI: vehiculo tiloxapol (solucion salina); VTC: vehiculo de

tetracloruro de carbono (aceite mineral); Tl: tiloxapol; TC: tetracloruro de carbono.
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Analisis bioquimico

La actividad de fosfatasa alcalina (FA), se determiné mediante el método basado en la
hidrélisis del p-nitrofenilfosfato por la FA, para producir fosfato inorganico y p-nitrofenol. Se
colocaron 250 uL de buffer de glicina 0.1 My MgCl> 1 mM, pH 10.5 + 250 uL de sustrato en
bafo maria a 37 ° C/5 min. La reaccion se inicié con 50 uL de plasma y se incub6 a 37
°C/30 min, posteriormente se detuvo la reaccion con 5 mL de NaOH 0.02 N. Finalmente se

leyo en un espectrofotometro a 410 nm (Berger & Rudolph, 1967).

La actividad de gamma-glutamil transpeptidasa (GGTP), se mididé colocando 400 uL de Tris
HCI 200 mM, pH 8.2 + 100 uL MgCI2 200 mM + 100 pL Glicil glicina 40 mM, pH 8.2 + 200
ML gamma-glutamil-p-nitroanilida 10 mM. Se inicié la reaccién agregando 200 L de plasma
y se mantuvo en incubacion a 37 °C/30 min. Finalmente, se detuvo la reaccién con 2 mL de
acido aceético 1.5 M y se leyé a 410 nm (Glossmann& Neville, 1972). Ambas enzimas son

marcadores de colestasis.

Ademas, se midi6 la actividad de alanina-aminotransferasa (ALT) como marcador de
necrosis. La técnica permite la obtencion de piruvato a partir de la transaminacion entre la
alanina y el acido alfaoxoglutarico. Para ello se colocaron en incubacion (37 °C/ 60 min)
250 pL de sustrato + 50 yL de plasma. Posteriormente se agregaron 250 uL de reactivo
cromoégeno y 15 min. después se detuvo la reaccion con 2.5 mL de NaOH 0.4 N. Finalmente,
se leyd a 515 nm (Reitman & Frankel, 1957).

La actividad de la catalasa (CAT), se determiné agregando alicuotas de extracto de tejido
hepatico en agua oxigenada (H20O>) para iniciar la reaccion. Pasando 3 minutos la reaccion
se detuvo agregando acido sulfurico (H2.SO4 6 N) y 7 mL de una solucién de permanganato
de potasio (KMnQOy), que continud la reaccién con H20,. Finalmente, el KMnO4 residual se
leyé a 480 nm y la actividad de CAT fue calculada con el indice constante de reaccion de la
descomposicion de H,0, (K*10%/min) (Cohen et al., 1970; Galicia-Moreno et al., 2013).

El grado de LP por TBARS (MDA) se determiné agregando 300 uL del extracto de tejido
hepatico + 700 ul de Tris HCI 150 mM (pH = 7.4). Después de 30 minutos de incubacién a
37 ° C, se agregaron 2 mL de acido tiobarbiturico al 0.375% disuelto en 4cido tricloroacético
al 15 %. Posteriormente, se colocé a ebullicidon y transcurridos 45 minutos, se centrifugd
(3000 rpm/10 min) y el sobrenadante se ley6é a 532 nm (Buege & Aust, 1978). Los resultados
se expresan como nmol de MDA/mg proteina, las proteinas se cuantificaron con el método

de Bradford. Brevemente, se agregaron 100 pL de extracto de tejido hepatico + 900 L de
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agua destilada. De esta dilucion, se tomaron 20 pyL + 80 yL de agua y se agregé el reactante
Bradford (2.4 mL) para leer a 595 nm (Bradford, 1976).

El glucégeno hepatico, se midio utilizando la técnica de la antrona 0.2 % en solucion de
H>SO,. Para ello, se agregaron 0.5 g de higado en 1.5 mL de KOH 30% y se dej6 en bafio
de agua hirviendo por 30 minutos. La solucién resultante se afor6 a 25 mL con agua
destilada para posteriormente tomar una alicuota de 100 pyL y agregar 900 pyL de agua
destilada + 2 mL de antrona. Finalmente, se coloc6 en bafio de agua hirviendo y
transcurridos 15 minutos, se dejo enfriar en hielo y se leydé a 630 nm (Seifter & Dayton,
1950).

Se realiz6 la cuantificacion de bilirrubinas totales (BT), bilirrubinas directas (BD) y glucosa
como marcadores de funcionalidad hepatica, mediante las técnicas descritas por el

fabricante de los Kits (Spinreact).

Finalmente, se llevé a cabo la determinacion de colesterol total (COLT), de alta (HDL) y baja
densidad (LDL), triglicéridos (TG) y lipidos totales (LT) como marcadores de dislipidemia.

Las técnicas que se utilizaron son las descritas por el fabricante del Kit (Spinreact).
Analisis coproparasitoscopico

El analisis coproparasitoscopico se realizé mediante el método de Faust que consiste en
colocar las muestras fecales en un medio de mayor densidad (sulfato de zinc al 33%), lo
que permite que quistes y larvas de parasitos floten al ser de menor densidad (Becerril-
Flores, 2014).

Analisis histolégico

Tinciones histolégicas. Para las tinciones, las muestras hepaticas fueron fijadas en
formaldehido al 10% en solucién salina reguladora de fosfatos (PBS). El tiempo minimo de
fijacion fue de 24 horas. Posteriormente, fueron enjuagadas con agua y deshidratadas
utilizando alcohol, para su posterior inclusion con parafina. Se obtuvieron cortes de
aproximadamente 6-7 um de espesor utilizando un microtomo. Posteriormente, las
muestras fueron sumergidas en xilol para desparafinar (2-5 min), rehidratadas en banos
con etanol en diferentes concentraciones (100°, 90° y 70°/ 7 min) y enjuagadas en agua (7
min) para finalmente realizar la tincién Hematoxilina/eosina (HE) para evidenciar el dafio
causado por estrés oxidativo; ésta, permite observar el nucleo en color azul, el citoplasma
de los hepatocitos en color rosa, el musculo en tonos rojizos, los glébulos rojos de color

naranja-rojizo, ademas de la fibrina en rosa intenso (Fernandez-Martinez et al., 2019).
22



Analisis molecular: Lipidémica

Se realizé un analisis lipidomico para el que se seleccionaron aleatoriamente 5 muestras
de higado por grupo. Posteriormente se realizé una extraccion de lipidos totales mediante
el método de Folch; para ello se pesaron aproximadamente 300 mg de tejido hepatico que
fueron colocados en tubos para “bead-bug” con 5 perlas de circonio y se agregd 1 mL de
metanol-cloroformo en proporciéon 1:2. Los tubos fueron colocados en el “bead-bug”
(Benchmark Scientific D1030, 115V, 60 Hz) durante 2 ciclos (400 rpm/ 180 segundos cada
uno). Se centrifugaron durante 15 min/14000 g/ 4 °C (Folch et al., 1957) y se separé la fase

organica, este procedimiento se realizd por duplicado.

Las fases de cloroformo se recolectaron en los tubos Eppendorf previamente pesado vy,
estos permanecieron abiertos y cubiertos con papel aluminio para para la evaporacion del
disolvente por toda la noche. Una vez secos, se registraron las masas nuevamente, se
agregaron 400 pL de cloroformo deuterado (CDCI3) hasta la disolucion de la muestra.
Finalmente, las muestras fueron colocadas en tubos para RMN filtrando con algodén y se
llevd a un volumen total de 600 uL de CDCIs. Los espectros fueron obtenidos en un equipo
Bruker Ascend 400 (Bruker BioSpin GmbH) a una frecuencia de Larmor para nucleo de
Hidrégeno de 400.17 MHz, a 289°K, empleando la secuencia de pulsos zg30, con un tiempo
de relajacion de 1.000 ms, un tiempo de adquisicion de 4.0894 ms, se realizaron 64
escaneos por muestra con una resolucion de 0.06 ppm. Los espectros fueron procesados

con el programa MestReNova x64 (Li et al., 2017).
Analisis estadistico.

Para el tratamiento de resultados bioquimicos se aplicd un analisis de varianza (ANOVA)
de una via. Cuando la prueba de ANOVA fue significativa, se aplico la prueba a posteriori
de Student-Newman-Keuls para determinar cuales grupos difieren significativamente entre
si, considerando como nivel de significancia una P<0.05. Todos los valores se reportaron
como la media + EE. Este andlisis se realizé mediante un paquete computacional Sigma-
Stat versién 12.0 (Systat Software, USA). Para el analisis lipidomico se realizé un analisis
multivariado de componentes principales (PCA) y un analisis discriminante por minimos

cuadrados parciales (PLS-DA) mediante el programa SIMCA 14.1.
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VIL. RESULTADOS

7.1 Fase 1. Caracterizaciéon microbiolégica y quimica del pulque
Analisis microbiologico
Conteo de microorganismos

La composicion de microorganismos de ambos lotes de pulque se reporta en la Tabla 3.
Los resultados se encuentran como la media de ambos analisis. Se observd que la

composicion microbiana no varia en ambos lotes analizados tanto del PN como del PE.

Tabla 3. Conteo de microorganismos en pulque natural (PN) y pulque envasado (PE).

Microorganismos PN (UFC/mL) PE (UFC/mL)
Bacterias acido-lacticas 9.2 x 106 0
Mesdfilos aerobios 8.05 x 10° 0
Hongos filamentosos 0 0
Levaduras 1.3 x 107 0
TOTAL 3x107 0

La concentracion de microorganismos se presenta como la media del analisis de ambos

lotes.

Como se observa en la Tabla 3, el PN presenta una carga microbiana importante en
comparacion con el PE, en el que la ausencia de microorganismos se atribuye al proceso

de pasteurizacion que se lleva a cabo durante la elaboracién del producto.
Identificacién de especies predominantes

El analisis para ambos tipos de microorganismos se realizd por duplicado utilizando dos
lotes de pulque natural, el primero corresponde a un pulque con 1 hora de haber sido
inoculado con la “semilla” (PN lote 1) y el otro 5 horas mas de fermentacién (PN lote 2).
Ademas, se evaluaron dos lotes diferentes de PE, uno producido en verano (PE lote 1) y

otro en invierno PE (lote 2).
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En la Figura 5 se presenta el analisis por electroforesis llevado a cabo posterior a la
extracciéon y amplificacion para comprobar la presencia de los segmentos 76 S rDNA de

bacterias y 18 S rDNA levaduras.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<« 550pb

Figura 4. Electroforesis en gel. Gel de agarosa al 3%. Los carriles 1-5 corresponden a bacterias.
Carril 1-marcador de peso molecular (PM 350 pb); carriles 2 y 3 - pulque envasado (PE) lote 1y
2 respectivamente; carriles 4 y 5 — pulque natural (PN) lote 1 y 2 respectivamente. Los carriles 6-
10 corresponden a levaduras. Carril 6 - marcador de peso molecular (PM 550 pb); carriles 7y 8 -

PE lote 1 y 2 respectivamente; carriles 9y 10 — PN lote 1 y 2 respectivamente.

Como se observa, en ninguno de los lotes de PE se amplificaron los segmentos 16S ni 18S
rDNA para bacterias ni levaduras; esto se debe al proceso de pasteurizacién llevada a cabo
en el PE. Por el contrario, en las muestras de ambos lotes de PN, se observa la presencia
del material genético buscado tanto en el caso de bacterias como en el de levaduras.
Posteriormente, se llevd a cabo la secuenciacion de los fragmentos para determinar la
especie de bacterias y levaduras predominantes; en la Figura 6 Ay B se presentan los
electroferogramas obtenidos para la identificacién de bacterias y en la Fig. 7 Ay B para la

identificacion de levaduras.

A 60 10 80 90 100 110 10 130 140 150 160
AGCAAGCCTGTG AAGGCAAGC TAATCTCT TAAAGCTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGC TAG TAATCGCGGATCAGAAC

i )
B 30 4 60 0 0 % 100 110 120 130
CTCACACG TG CTACAATG G “CAGTACAACNAGG AGCAAGCCTGTG AAGGCAAGC TAATCTCTTAAAGCTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGA

Figura 5. Electroferogramas de bacterias en pulque natural (PN). A. Electroferograma

correspondiente a la muestra de PN lote 1. B. Electroferograma correspondiente a la muestra de
PN lote 2.
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A CCAGCCGGCTT TGO G CT TAAGTGCACGGGCTTGCTTGGCTTGTGAGT TTCTTTICTTGCTATT CCAAACGGTGAGAGATTTC TGTGCTTTTGTTATAGGACAAT TAA

j n 100 2
ATGGNITTTTTTGTTTTG GCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGG GCAAG AAG ACAAG AGATGGAGAGTICCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGC TA

B ] «

Figura 6. Electroferogramas de levaduras en pulque natural (PN). A. Electroferograma

correspondiente a la muestra de PN lote 1. B. Electroferograma correspondiente a la muestra de
PN lote 2.

El alineamiento se llevé a cabo en el banco de genes en linea Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) del NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov). El ruido que se observa en los

electroferogramas se debe a que se utilizaron “primers” universales para bacterias y

levaduras respectivamente, ademas, del material genético abundante que pertenece a los
consorcios microbianos tan amplios presentes en el pulque. Las secuencias de bacterias
se alinean en una cobertura del 100% con una identidad del 91.72% (PN lote 1) y 94.86%
(PN lote 2) con Lactobacillus jensenii. En el caso de las levaduras, las secuencias se alinean
en cobertura del 100% con una identidad de 96.06% (PN lote 1) y 99.87% (PN lote 2)
Saccharomyces cerevisiae. Por lo tanto, se sugiere la presencia de ambas especies en el
PN, y ambas han mostrado actividad como probidticos. Particularmente, a nivel especie,
Saccharomyces cerevisiae se ha reportado ampliamente en la composicion del pulque;
contrario a Lactobacillus jensenii, ya que no es reportada en esta bebida. Para poder
comprobar la identidad y la presencia de estas especies, especialmente en el caso de
bacterias, se requiere realizar prospectivamente un PCR especifico con genes

caracteristicos de Lactobacillus.
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Analisis quimico proximal, contenido etandlico y de fenoles totales.

Los resultados obtenidos (Tabla 4), muestran un contenido calérico menor en el PN en
comparacion con el PE. Se considera que el aporte calérico mayor del PE respecto al PN
se debe principalmente a que tiene sacarosa afiadida, que no fue detectada en el PN. Otros
carbohidratos fueron cuantificados tanto en el PN, como en el PE, aunque en cantidades
bajas. Sin embargo, ambas muestras se encuentran dentro de las especificaciones de la
NOM-199-SCFI-2017 que establece que para que una bebida sea considerada pulque debe
contener entre 4% y 7.5 % Alc. Vol. Respecto a la cuantificacion de compuestos fendlicos,
se determind su presencia en ambos tipos de pulque; por lo que realizar un perfil prebidtico
y un analisis cualitativo de los compuestos fendlicos, arrojaria informacion importante y
complementaria relacionada a los compuestos bioactivos presentes y sus posibles efectos
positivos en la salud, asi como los mecanismos de accion asociados. En general, se
observé que la composicion quimica de ambos lotes, tanto para el PN y el PE, no difieren

sin importar la temporada en la que el pulque haya sido producido.
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Tabla 4. Analisis quimico proximal, contenido etandlico y de fenoles totales en pulque

natural (PN) y pulque envasado (PE).

Componentes PN (g/100 mL) PE (g/100 mL)
Humedad 97.8%* 93.4%*
Solidos totales 0.24%* 11.91%*

Cenizas 0.31+0.03 % 0.21+£0.07 %
Contenido caldrico (kcal/100 mL) 24.64 £ 0.04 63.30 £ 12.34
Proteina 0.31+0.02 0.29+0
Lipidos totales 0 0
Azucares reductores totales 2.26* 10.36*
Fructosa 0.03 +0.03 0.82 + 0.41
Glucosa 0.16 £ 0.16 0.58 £ 0.14
Sacarosa N/D 7.91£1.08
% Etanol (Vol. a 20 °C) 4.05 +0.15 4.45 +1.05
Fenoles totales (ug EAG/mL) 236 + 9.15 137 + 23.51

Los valores se reportan como la media + EE. *La determinacion no se realizé por

duplicado. N/D: No detectado.
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7.2 Fase 2. Andlisis in vivo
Analisis bioquimico
A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de los marcadores bioquimicos en
EHNA, dislipidemia de 24 h y dislipidemia de 48 h; es importante enfatizar que ninguno de
los tratamientos utilizados (EN, PE, PN), incrementaron el valor de ningin marcador en

ninguno de los modelos al ser administrados sin dafo; es decir, ninguno de los tratamientos

indujo per se algun tipo de dafio.
Marcadores de colestasis y funcionalidad hepatica en EHNA

En FA (marcador de colestasis) no se observo diferencia significativa entre ninguno de los
grupos (Gréfica 1) por la administracion de los tratamientos con respecto al control sano
(SI), e incluso, no hubo un incremento significativo del grupo dafiado (TC) con respecto al
grupo sano. Esto se atribuye a que FA no es una enzima especifica del higado y al ser

cuantificada en plasma, los valores no corresponden Unicamente a los niveles hepaticos.

Sin embargo, en los valores de GGTP (el indicador de colestasis mas sensible) hubo un
incremento marcado en el grupo danado (TC) con respecto al grupo sano (Sl); en este
marcador, todos los tratamientos administrados, EN, PE, y PN, lograron revertir los valores

hasta valores normales (Grafica 2), sugiriendo un efecto anticolestatico.

Fosfatasa alcalina - EHNA 1—Glutamil transpeptidasa - EHNA
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Grafica 1. Fosfatasa alcalina. El analisis se
realizé por duplicado y los valores se
reportan como el promedio +/- EE; ANOVA
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a =
diferente vs. Sl; b = diferente vs. TC.

Grafica 2. y-Glutamil transpeptidasa. El
analisis se realiz6 por duplicado y los
valores se reportan como el promedio +/-
EE; ANOVA Student-Newman-Kewls,
p<0.05. a = diferente vs. Sl; b = diferente
vs. TC.
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Los resultados anteriores son congruentes con la determinacion de bilirrubinas directas
(BD, o conjugadas) y totales (BT = BD + Bl). Como se muestra en la Grafica 3, la diferencia
de la concentracién de BD entre los grupos administrados con PE y PN no es significativa
con respecto al grupo dafado, aunque se aprecia una tendencia a la disminucién; sin
embargo, el tratamiento con EN induce una elevacion ostensible (p<0.05) en la BD con
respecto al grupo sano (Sl) y al grupo danado (TC). La concentracion de BT se incremento
significativamente al administrar TC (Grafica 4), sugiriendo que las bilirrubinas indirectas
(BI, no conjugadas) se aumentaron marcadamente, quizas por alguna modificacion de la
funcionalidad hepatica durante la conjugacion. El tratamiento con EN y ambos tipos de
pulgue (PE y PN) retornaron a valores normales las BT, confirmando el efecto

anticolestatico.

Bilirrubinas directas - EHNA Bilirrubinas totales - EHNA
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Grafica 3. Bilirrubinas directas. El analisis Grafica 4. Bilirrubinas totales. El analisis
se realizé por duplicado y los valores se se realiz6 por duplicado y los valores se
reportan como el promedio +/- EE; ANOVA reportan como el promedio +/- EE; ANOVA
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = Student-Newman-Kewls, p<0.05. a =
diferente vs. SI; b = diferente vs.TC. diferente vs. Sl; b = diferente vs. TC
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Otros indicadores de funcionalidad hepatica corresponden a glucégeno y glucosa; el
glucoégeno hepatico disminuye (incluso hasta depletarse) durante el dafio hepatico; en la
Grafica 5, el glucdégeno disminuyd considerablemente (p<0.05) por la intoxicacién con TC
comparado con el grupo sano y, a pesar de que ninguno de los tres tratamientos logro
mantener las reservas de glucégeno, se observa una tendencia muy ligera al incremento,
principalmente por el PN. Estos resultados son consistentes con los valores obtenidos en
la cuantificacion de glucosa sérica (Grafica 6), pues la glucogendlisis hepatica por estrés
induce el incremento en la glucosa plasmatica, tal como se observé debido a la
administracion del TC, pues la glucosa se incrementé significativamente con respecto a los
valores de animales sanos; asimismo, como hubo una tendencia a incrementar el
glucégeno hepético con los tratamientos se promovié la disminucion de glucosa sérica por
los mismos. De hecho, el tratamiento con EN redujo significativamente el nivel de glucosa
comparado al grupo dafiado; sin embargo, la administracion de PE y PN disminuyeron la

glucosa sérica hasta valores normales.
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Grafica 5. Glucdgeno. El andlisis se realizé
por duplicado y los valores se reportan
como el promedio +/- EE; ANOVA Student-
Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs.
SlI; b = diferente vs. TC.

S

Grupos experimentales

Grafica 6. Glucosa. El andlisis se realizd
por duplicado y los valores se reportan
como el promedio +/- EE; ANOVA Student-
Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs.
SI; b = diferente vs. TC.
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Marcadores de necrosis, dafio membranal y estrés oxidativo en EHNA

En la Grafica 7 se muestra que el marcador de necrosis ALT incrementé significativamente
durante el dafio inducido con TC, mientras que la administracion de EN, PE, y PN, tuvieron
un efecto antinecrético, incluso EN y PN previnieron completamente el dafio manteniendo
valores normales. El grado de LP se incrementé marcadamente en el grupo con dafio
respecto a los valores normales (Grafica 8). El tratamiento con EN y PN previno
parcialmente (p<0.05) la LP membranal; en contraste, la administracién de PE incremento

el deterioro oxidativo promovido por el TC (cuantificado mediante MDA).
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Gréfica 7. Alanina aminotransferasa. El analisis se Grafica 8. Lipoperoxidacion. El analisis se realizd
realizd por duplicado y los valores se reportan por duplicado y los valores se reportan como el
como el promedio +/- EE; ANOVA Student- promedio +/- EE; ANOVA Student-Newman-Kewls,
Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs. Sl; b = p<0.05. a = diferente vs. Sl; b = diferente vs. TC.

diferente vs. TC.
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Finalmente, en la actividad enzimatica de CAT (Grafica 9) se observa una respuesta frente

al dafo por el incremento de esta enzima antioxidante en el grupo administrado con TC;

pero, la administracion de los tres tratamientos previno completamente su elevacion,

sugiriendo la proteccion contra el estrés oxidativo.
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Grafica 9. Catalasa. El analisis se realiz6 por duplicado y
los valores se reportan como el promedio +/- EE; ANOVA
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs. SI; b =
diferente vs.TC.

33



Perfil lipidico en EHNA

El dano inducido con TC no incremento significativamente el nivel de TG séricos (Grafica
10), aunque se observa una tendencia al alza. Ninguno de los tratamientos administrados
mejoraron este marcador; incluso, el PN aumentd la concentracion mas que el TC y de
manera estadisticamente significativa, aunque se mantuvo dentro de valores normales (26-
145 mg/dL).

Los niveles de COLT se presentan en la Grafica 11. Se observa un incremento marcado en
el grupo con EHNA pero no significativo con respecto al grupo sano, y los grupos tratados
con EN y PN tuvieron valores similares; por el contrario, el grupo administrado con PE
redujo drasticamente la concentracion de COL, aun mas baja que la del grupo sano, cuyos

valores deben rondar los 10-54 mg/dL.
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Grafica 10. Triglicéridos. El andlisis se Grafica 11. Colesterol total. El analisis se
realizé por duplicado y los valores se realizé por duplicado y los valores se
reportan como el promedio +/- EE; ANOVA reportan como el promedio +/- EE; ANOVA
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = Student-Newman-Kewls, p<0.05. a =
diferente vs. Sl; b = diferente vs. TC. diferente vs. Sl; b = diferente vs. TC.
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Los niveles de LDL mostraron un patrén fluctuante (Grafica 12), aunque ningun grupo tuvo
valores estadisticamente diferentes al del grupo control de controles (sano); no obstante, el
grupo danado por TC y la administracién con PN tuvieron las concentraciones mas
elevadas, mientras que el de PE la mas baja. Por otro lado, la Grafica 13 muestra las
concentraciones de HDL, donde todos los grupos afectados por el TC tuvieron niveles
disminuidos significativamente comparados con el control sano (Sl); por lo tanto, ninguno

de los tratamientos mantuvo o elevé las HDL protectoras.
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Grafica 12. LDL. El analisis se realizd por
duplicado y los valores se reportan como el
promedio +/- EE; ANOVA Student-
Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs.
SI; b = diferente vs. TC.

&
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Grafica 13. HDL. El analisis se realizd por
duplicado y los valores se reportan como el
promedio +/- EE; ANOVA Student-
Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs.
SI; b = diferente vs. TC.
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Grafica 14. Lipidos totales. El analisis se realizd por
duplicado y los valores se reportan como el promedio

+/- EE; ANOVA Student-Newman-Kewls, p<0.05. a =
diferente vs. Sl; b = diferente vs. TC.

mas bajos con respecto al grupo SlI;
asimismo, ninguno de los tratamientos
valores normales

preservaron los

durante la EHNA.
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Marcadores de colestasis y funcionalidad hepatica en dislipidemia

En la Grafica 15 se muestran los niveles de FA de ambos modelos de dislipidemia, donde,
de manera similar a lo observado en EHNA, en el modelo de 24 h, no se observo diferencia
significativa entre ninguno de los grupos. Sin embargo, en el modelo de 48 h, la
administracion de tiloxapol (T1) incrementé la actividad de FA al doble (p<0.05) con respecto
al control; asimismo, la administracion de EN y PN no redujo este marcador. Por el contrario,

la administracion de PE logré disminuir este marcador hasta valores normales.

El Tl de 24 h elevé al marcador de colestasis GGTP, mientras que todos los tratamientos
previnieron su elevacion, indicando un efecto anticolestatico (Grafica 16). El mismo modelo
de dislipidemia inducida por Tl en 48 h resulta en un dafio mayor; sorprendentemente, a
pesar de la agresividad de este modelo, los tres tratamientos tuvieron un efecto

anticolestatico parcial, aunque estadisticamente significativo.

Fosfatasa alcalina - dislipidemia 1—Glutamil transpeptidasa - dislipidemia

2 —
800 >0
a
a 200
600 a g T
s [ a!C
£ 150- L ac
400 C ] T
=
[
1004
200 £ a a,c
50
0- . b b
I RSN NEN NN AN AP ANPNP NN b
SRR Qérp“‘qu,b‘q,b‘@@b?’b?’ 0-
PARA A RAYARATARN LI
X X X X X X N
SER S R RAC NSNS SN
PARARARATARATARNY
Grupos experimentales @gzgggx (ﬁ:{(%gx
Gréfica 15. Fosfatasa alcalina. El andlisis Grupos experimentales
se realizo por duplicado y los valores se o b p. i
reportan como el promedio +/- EE; ANOVA Grafica 16. y-glutamil transpeptidasa. El
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = analisis se realizd por duplicado y los
diferente vs. SI; b = diferente vs. Tl 24h; ¢ valores se reportan como el promedio +/-
= diferente vs. Tl 48h. EE; ANOVA Student-Newman-Kewls,

p<0.05. a = diferente vs. Sl; b = diferente
vs. Tl 24h: ¢ = diferente vs. Tl 48h.
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La concentracion de BD no fue detectable en ninguno de los grupos con induccion de
dislipidemia de 24 h (Grafica 17); incluso, a las 48 h las BD se mantuvieron en niveles
normales, pero en contraste marcado, la administracion de PN elevdo 5 veces su

concentracion (p<0.05).

Los valores de BT se muestran en la Grafica 18. En el modelo de dislipidemia de 24 h, las
BT se mantuvieron normales con el Tl y EN; por el contrario, la administracion de PE y PN
promovieron un incremento ostensible (p<0.05). Con respecto a las concentraciones de BT
en la induccién de 48 h por Tl, ni ese grupo o los tratamientos las modificaron comparadas
con el grupo SlI.
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Grafica 17. Bilirrubinas directas. El analisis Grafica 18. Bilirrubinas totales. El analisis
se realizé por duplicado y los valores se se realizd por duplicado y los valores se
reportan como el promedio +/- EE; ANOVA reportan como el promedio +/- EE; ANOVA
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = Student-Newman-Kewls, p<0.05. a =
diferente vs. Sl; b = diferente vs. Tl 24h; ¢ diferente vs. Sl; b = diferente vs. Tl 24h; ¢
= diferente vs. Tl 48h. = diferente vs. Tl 48h.
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g de glucogeno en

Los almacenes de glucégeno hepatico (Grafica 19), marcador de estrés y funcionalidad,
fueron disminuidos por el tratamiento per se de EN y PE, aunque no alcanzaron una
diferencia estadistica con respecto a los valores normales de los grupos Sl y PN. Empero,
la dislipidemia de 24 y 48 h redujo significativamente los depdsitos de glucogeno y ninguno

de los tratamientos previno su reduccion.

Los niveles de glucosa sérica (Grafica 20), se incrementan ligeramente en los grupos Tl 24
h solo y tratado con EN, sin embargo, en los grupos PE y PN hay un aumento significativo
con respecto a los controles sano y danado. Esto sugiere un efecto sinérgico del dafo
causado por el Tl 24 h y los constituyentes del PE y el PN que no elevaron glucosa por si
mismos, aun cuando PE tiene un contenido elevado de sacarosa. En el modelo de 48 h, se
repite el incremento en los grupos Tl 48 h y EN, aunque en este caso ambos alcanzan
diferencia estadistica respecto al grupo sano; de manera contraria, en este modelo se
observa la disminucion de los niveles de glucosa hasta valores normales con la

administracion de PE y PN.
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Grafica 19. Glucdégeno. El analisis se Grafica 20. Glucosa. El analisis se realizé
realizé por duplicado y los valores se por duplicado y los valores se reportan
reportan como el promedio +/- EE; ANOVA como el promedio +/- EE; ANOVA Student-
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs.
diferente vs. Sl; b = diferente vs. Tl 24h; ¢ SI; b = diferente vs. Tl 24h; ¢ = diferente vs.
= diferente vs. Tl 48h. T148h.
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Marcadores de necrosis, dafio membranal y estrés oxidativo en dislipidemia

En la Grafica 21 se observa cémo necrosis incrementd de manera importante durante la
administracion de Tl 24 h, e igual ocurrié en el grupo dosificado con EN y no mostré una
disminucién importante; sin embargo, los tratamientos con PE y PN, disminuyeron los
niveles parcial pero significativamente contra el control dislipidémico. El dafio con Tl 48 h
caus6 un incremento de ALT menos marcado (p<0.05) y la administracion de PE no lo
disminuye; aunque el tratamiento con EN y PN previno la necrosis manteniendo valores

normales.
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Grafica 21. Alanina aminotransferasa. El analisis se realizé
por duplicado y los valores se reportan como el promedio
+/- EE; ANOVA Student-Newman-Kewls, p<0.05. a =
diferente vs. Sl; b = diferente vs. Tl 24h; ¢ = diferente vs. Tl
48h.
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La LP membranal (Grafica 22) fue promovida en el grupo Tl 24 h de forma estadisticamente
significativa con respecto al grupo Sl, mientras que la EN administrada la eleva también;
por el contrario, los tratamientos con PE y PN la disminuyen parcial pero significativamente.
El incremento de LP en el modelo de Tl 48 h, fue significativo aunque moderado, en
contraste con el inicio del dafio dislipidémico durante las primeras 24 h y que desciende
posteriormente; de hecho, ninguno de los tratamientos disminuyé a los valores del grupo

sano.
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Grafica 22. Lipoperoxidacién. El analisis se realizé por
duplicado y los valores se reportan como el promedio +/-
EE; ANOVA Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente
vs. Sl; b = diferente vs. Tl 24h; c = diferente vs. Tl 48h.
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Finalmente, no se aprecian cambios relevantes en el nivel de CAT (Grafica 23) en casi todos
los grupos, tanto controles de administracion sanos y los dafiados en el modelo de
dislipidemia de Tl 48 h; sin embargo, en todos los grupos del modelo de Tl 24 h la actividad

de CAT se redujo ligera aunque significativamente, donde ningun tratamiento tuvo efecto

antioxidante.
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Gréfica 23. Catalasa. El analisis se realiz6 por duplicado y
los valores se reportan como el promedio +/- EE; ANOVA
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs. SI; b =
diferente vs. Tl 24h: ¢ = diferente vs. T1 48 h.



Perfil lipidico en dislipidemia

En la Grafica 24 se presentan los valores de TG, donde en el modelo de Tl 24 h la
concentracién se quintuplicé (p<0.05) con relacion al control Sl y la administracion de PE y
PN no mostraron algun efecto y unicamente el tratamiento con EN redujo ligera pero
significativamente los TG. El modelo de dislipidemia con Tl 48 h de incrementé
drasticamente la concentracion de TG, pues en este es mas pronunciada respecto al
modelo de 24 h. Se observé una proteccion total en los grupos administrados con EN y PE,
no asi en el grupo administrado con PN, donde el incremento fue todavia mayor que en el

grupo dislipidémico.

Los niveles de COLT se presentan en la Gréafica 25. En el modelo de Tl 24 h, si bien se
observa una tendencia al alza, es leve y no se obtuvo diferencia significativa entre ninguno
de los grupos. En contraste marcado, el aumento de COLT en el grupo Tl 48 h es
significativo con respecto al grupo sano, el tratamiento con EN produjo una elevacién
todavia mayor, el grupo tratado con PE previno totalmente el aumento, y el PN mantiene

los niveles sin diferencia significativa con respecto al dafio por dislipidemia.
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Grafica 24. Triglicéridos. El andlisis se
realizé por duplicado y los valores se realizé por duplicado y los valores se

reportan como el promedio +/- EE; ANOVA reportan como el promedio +/- EE; ANOVA
Student-Newman-Kewls, p<0.05. a = p<0.05. a =

) S _ Student-Newman-Kewls,
diferente vs. SI; b = diferente vs. Tl 24h; ¢ diferente vs. Sl; b = diferente vs. Tl 24h; ¢
= diferente vs. Tl 48h.

= diferente vs. T1 48h.

Grafica 25. Colesterol total. El analisis se
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Como se esperaba, durante la dislipidemia inducida por Tl 24 h la concentracién de LDL
(Gréfica 26) se incrementd (p<0.05), la administracion de PE no la redujo y, en cambio, EN
y PN si tuvieron un efecto hipolipemiante significativo. Nuevamente, en el modelo de Tl 48
h la concentracion de LDL fue disminuyendo en el tiempo, la dosificacion de EN la triplico,

mientras que PE y PN la conservaron similar al grupo dislipidémico respectivo.

La dislipidemia causada por Tl 24 h redujo la concentracion de HDL (Grafica 27) aunque no
significativamente al ser comparada con el grupo Sl y la administracion de EN no previno
tal decremento; mientras que los tratamientos con PE y PN aumentan de manera marcada
las HDL (p<0.05). El modelo de T1 48 h produjo una baja en la concentracion de HDL similar
al modelo de 24 h, asi como la administracion de PN no la mejor6; empero, EN y PE

previnieron su descenso manteniendo valores parecidos al grupo sano.
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Grafica 26. LDL. El analisis se realiz por  Grafica 27. HDL. El analisis se realizd por

duplicado y los valores se reportan como el duplicado y los valores se reportan como el
promedio +/- EE; ANOVA Student-Newman- promedio +/- EE; ANOVA Student-Newman-
Kewls, p<0.05. a = diferente vs. SI; b = Kewls, p<0.05. a = diferente vs. SI; b =
diferente vs. Tl 24h; ¢ = diferente vs. Tl 48h. diferente vs. Tl 24h; ¢ = diferente vs. Tl 48h.
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La Grafica 28 muestra la cuantificacion de lipidos totales séricos. La dislipidemia causada
por Tl 24 h no modificé la concentracion lipidica, asi como ninguno de los tratamientos;
incluso, Tl 48 h y la dosificacion de PN en ese modelo tampoco tuvieron diferencias
respecto a los valores normales. Solamente los tratamientos con EN y PE aumentaron la
lipemia ostensiblemente (p<0.05) y se corresponden con los valores incrementados de
colesterol, LDL, y HDL.
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Grafica 28. Lipidos totales. El analisis se realizd por duplicado y los
valores se reportan como el promedio +/- EE; ANOVA Student-
Newman-Kewls, p<0.05. a = diferente vs. Sl; b = diferente vs. Tl 24h;
c = diferente vs. Tl 48h.
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Analisis coproparasitoscopico

El analisis coproparasitoscopico arrojo resultados negativos para todos los grupos. Este se
llevd a cabo con la finalidad de sustentar que el PN no induce parasitosis; aunado a estos
resultados, el andlisis quimico, microbioldgico, y bioquimico, sugieren que el consumo del

pulque no induce ningun dafio per se.
Analisis histolégico
En la Figura 7, se presenta el panel con los resultados del analisis histoldgico realizado en

tejido hepatico con la tincion hematoxilina/eosina. A continuacion, se describe cada uno de

los grupos.

Las letras A a la D, corresponden a los grupos control, es decir a los grupos sin induccion

de dano.

El grupo control de controles (SI; Figura 7. A), mostré cambio graso macrovesicular de
ausente a minimo/difuso; cambio graso microvesicular ausente; hipertrofia hepatocelular
ausente; necrosis ausente; cariocitomegalia ausente; infiltracién focal de células
inflamatorias en zonas mediolobular, centrilobular, y periportal; hipertrofia de células
endoteliales ausente; hiperplasia de conductillos biliares y colangiofibrosis en mayoria

presente; e hiperplasia de células ovales presente de manera minoritaria.

En el grupo control de EN, (Figura 7. B), se reporta cambio graso macrovesicular ausente-
minimo/difuso; cambio graso microvesicular ausente-minimo/difuso, hipertrofia
hepatocelular mayoritariamente presente/mediozonal; necrosis ausente; cariocitomegalia
ausente; infiltracion de células inflamatorias principalmente focalizada en zonas periportal
y mediolobular; hipertrofia de células endoteliales ausente; hiperplasia de conductillos
biliares presente en mayoria; colangiofibrosis presente de forma minoritaria; e hiperplasia

de células ovales ausente.

En el control de PE (Figura 7. C), se observé cambio graso macrovesicular ausente a
minimo/difuso; cambio graso microvesicular principalmente ausente o minimo/difuso;
hipertrofia hepatocelular ausente; necrosis ausente; cariocitomegalia ausente; infiltracion
focal de células inflamatorias en zonas centrilobular, mediolobular y periportal; ausencia de
hipertrofia de células endoteliales; hiperplasia de conductillos biliares presente;

colangiofibrosis presente; e hiperplasia de células ovales en mayoria ausente.
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El control de PN (Figura 7. D), presentdé cambio graso macrovesicular ausente a
minimo/difuso; cambio graso microvesicular principalmente ausente o minimo/periportal;
hipertrofia hepatocelular ausente; ausencia de necrosis; ausencia de cariocitomegalia;
ligeramente infiltracion focal de células inflamatorias en zonas mediolobular y periportal;
hipertrofia de células endoteliales ausente; hiperplasia de conductillos biliares presente
aunque en mayoria ausente; colangiofibrosis ausente; e hiperplasia de células ovales

ausente.

De la letra E a la H, corresponden a los grupos tratados con TC, es decir, al modelo de
EHNA.

El control de dafio con TC (Figura 7. E), exhibi6 cambio graso macrovesicular difuso de
minimo a leve; cambio graso microvesicular difuso de minimo a moderado; hipertrofia
hepatocelular ausente; necrosis ausente; cariocitomegalia presente; infiltracién focal de
células inflamatorias en zonas centrilobular, mediolobular y periportal; hipertrofia de células
endoteliales ausente; hiperplasia de conductillos biliares presente; colangiofibrosis

presente; e hiperplasia de células ovales presente.

La Figura 7. F, corresponde al grupo EN + TC; este manifestd6 menor cambio graso
macrovesicular difuso; cambio graso microvesicular difuso de minimo a moderado;
ausencia de hipertrofia hepatocelular; ausencia de necrosis; cariocitomegalia ausente;
infiltracion focal de células inflamatorias en zonas centrilobular, mediolobular y periportal;
hipertrofia de células endoteliales ausente; hiperplasia de conductillos biliares presente;

colangiofibrosis presente; e hiperplasia de células ovales ausente.

En el grupo PE + TC (Figura 7. G), se observo ausencia de cambio graso macrovesicular;
cambio graso microvesicular minimo a leve y difuso; hipertrofia hepatocelular ausente;
ligeramente necrosis multifocal; cariocitomegalia ausente; infiltracion focal de células
inflamatorias en zonas centrilobular, mediolobular y periportal; hipertrofia de células
endoteliales ausente; hiperplasia de conductillos biliares presente; colangiofibrosis ausente;

e hiperplasia de células ovales presente en minoria.

El grupo PN + TC (Figura 7. H), presenté cambio graso macrovesicular difuso de minimo a
moderado; cambio graso microvesicular difuso minimo-marcado; hipertrofia hepatocelular
ausente; ausencia de necrosis; ausencia de cariocitomegalia; infiltracion focal de células

inflamatorias en zonas mediolobular y periportal; presencia de hipertrofia de células
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endoteliales; hiperplasia de conductillos biliares presente; presencia de colangiofibrosis; e

hiperplasia de células ovales ausente.
El modelo de dislipidemia de 24 h corresponde a las imagenes con la letral ala L.

El control dafiado con Tl 24 h (Figura 7. |), mostré cambio graso macrovesicular minimo en
la regién periportal; cambio graso microvesicular minimo y difuso; hipertrofia hepatocelular
ausente; necrosis limitada y multifocal; ausencia de cariocitomegalia; infiltracion de células
inflamatorias, en mayoria focalizada en zona periportal; ausencia de hipertrofia de células
endoteliales; presencia de hiperplasia de conductillos biliares; colangiofibrosis presente; v,

presencia parcial de hiperplasia de células ovales.

En el grupo administrado con EN + Tl 24 h (Figura 7. J), se observé cambio graso
macrovesicular ausente, cambio graso microvesicular minimo y difuso; hipertrofia
hepatocelular ausente; necrosis multifocal; ausencia de cariocitomegalia; infiltracion de
células inflamatorias focalizada principalmente en la region periportal; hipertrofia de células
endoteliales ausente; presencia de hiperplasia de conductillos biliares; presencia de

colangiofibrosis; y presencia de hiperplasia de células ovales.

El grupo tratado con PE + Tl 24 h (Figura 7. K), present6 ausencia total de cambio graso
macrovesicular; cambio graso microvesicular minimo y difuso; hipertrofia hepatocelular
ausente; necrosis multifocal; minima presencia de cariocitomegalia; infiltracion focal de
células inflamatorias principalmente en zona periportal; presencia minoritaria de hipertrofia
de células endoteliales; presencia de hiperplasia de conductillos biliares; presencia

mayoritaria de colangiofibrosis; y se observé la presencia de hiperplasia células ovales.

En el tratamiento con PN + Tl 24 h (Figura 7. L), se evidencio la ausencia de cambio graso
macrovesicular; cambio graso microvesicular minimo y difuso; ausencia de hipertrofia
hepatocelular; necrosis de ligera zonal/difusa a multifocal; cariocitomegalia ausente;
minima infiltracion de células inflamatorias focalizada en regiones periportal, mediolobular
y centrilobular; presencia en mayoria de hipertrofia de células endoteliales; presencia de
hiperplasia de conductillos biliares; presencia de colangiofibrosis en mayoria de las

muestras y del mismo modo la presencia de hiperplasia de células ovales.

Finalmente, las imagenes de la M a la P, se presentan los grupos del modelo de dislipidemia
48 h.

La Figura 7. M, presenta el grupo dafiado con Tl 48 h, donde se observé cambio graso

macrovascular de ausente a minimo difuso; cambio graso microvascular minimo difuso;
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hipertrofia hepatocelular ausente; ausencia de necrosis; presencia en minoria de
cariocitomegalia; infiltracién de células inflamatorias focal en zonas mediolobular, periportal
y centrilobular; no se observé la presencia de hipertrofia de células endoteliales; hiperplasia
de conductillos biliares presente; colangiofibrosis presente en la mayoria de muestras; y la

presencia de hiperplasia de células ovales.

El tratamiento con EN + T1 48 h corresponde a la Figura 7. N; se evidencia un cambio graso
macrovesicular y microvesicular de ausente a minimo-difuso; ausencia de hipertrofia
hepatocelular; ausencia de necrosis; cariocitomegalia ausente; infiltracion de células
inflamatorias principalmente focalizada en regiones periportal, mediolobular y centrilobular;
hipertrofia de células endoteliales ausente; presencia de hiperplasia de conductillos biliares;

colangiofibrosis ausente en mayoria; e hiperplasia de células ovales en minoria.

En el grupo administrado con PE + Tl 48 h (Figura 7. N), se observé cambio graso
macrovesicular ausente en mayoria; cambio graso microvesicular ausente a minimo difuso;
hipertrofia hepatocelular ausente; necrosis con distribucion multifocal; cariocitomegalia
presente; infiltracion de células inflamatorias focal en zonas periportal, mediolobular y
centrilobular; presencia de hipertrofia de células endoteliales; hiperplasia de conductillos
biliares presente; ausencia mayoritaria de colangiofibrosis; e hiperplasia de células ovales

presente.

El tratamiento con PN + Tl 48 h (Figura 7. O), presentdé cambio graso macrovesicular
principalmente ausente y minimo o leve/ difuso en una minoria; cambio graso
microvesicular de leve a marcado difuso; ausencia de hipertrofia hepatocelular; necrosis
multifocal en minoria; cariocitomegalia ausente; infiltracion focal de células inflamatorias,
principalmente en zonas periportal y mediolobular; presencia de hipertrofia de células
endoteliales; hiperplasia de conductillos biliares presente en mayoria; presencia de

colangiofibrosis; finalmente, no se observé la presencia de hiperplasia de células ovales.
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Analisis molecular: Lipidémica

Los espectros de RMN obtenidos fueron procesados incluyendo apodizacion (exponencial=
-0.3 Hz, Gausiana= 0.6 Hz), correccién de fase, correccion de linea base, alineamiento y
normalizacion por el pico de tetrametilsilano (TMS, 0.0 ppm) vy, la divisién en regiones o

binning (desde -0.01 ppm — 7.00 ppm, ancho= 0.04 ppm).

La Figura 8 muestra un espectro representativo general de 1 H NMR en el que se observan
las sefiales representativas de grupos de lipidos como el CH3-18 del colesterol (0.6 ppm),
los CHs- acidos grasos libres (FA) (1.2 ppm — 1.4 ppm); saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) y poliinsaturados (PUFA) (0.8 — 0.9 ppm, 1.6 ppm, 2.0 ppm, 2.3 ppm, 2.8 ppm).
Ademas de los grupos -N(CHs) de la fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) (3.3
ppm) y -CH- de los glicerolipidos (GL) (5.3 ppm) (Li et al., 2017).
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Figura 8. Espectro representativo general de ' H NMR. Las flechas muestran las
sefiales de los grupos de lipidos analizados presentes en los tres modelos

realizados.
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Los espectros de se normalizaron por la sefial mas alta y se alinearon para realizar un
binning de 0.04 ppm. El anglicismo binning, en ocasiones llamado bucketing es una técnica
de preprocesamiento de datos, la cual permite disminuir la interferencia de artefactos y
facilita el andlisis separando los datos en pequenos intervalos que adquiriran un valor
numeérico representativo, habitualmente la media (Figura 9). De esta manera los espectros
de RMN se convierten en una tabla o matriz de datos, la cual facilita el analisis estadistico

multivariado.

T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 9. Espectros representativos (alineado). Los trazos marcados del 1-5
corresponden al grupo control (Sl); 6-10 al control dafado con CCl4 (TC); 11-15 al
tratamiento con pulque natural (PN); 16-20 al tratamiento con Enterogermina® (EN);

21-25 al tratamiento con pulque envasado (PE).

Se realizé un andlisis multivariado incluyendo métodos no supervisados como andlisis de
componentes principales (PCA) vy, posteriormente, supervisados como analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) para cada uno de los modelos de
dafo, comparando los grupos tratados, el control de dafio y el control sano. Es importante
mencionar que los grupos administrados con EN, PE y PN, pero sin induccion de dafio, no

se incluyen ya que los analisis bioquimicos e histoldgicos realizados no exhibieron
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PC-2 (5.12%)

modificaciones con respecto al grupo sano. Aun asi, el analisis multivariado se realizo
comparando el grupo control de controles y el control de dafio de cada modelo contra los

grupos control de cada tratamiento, y en ninguno se observé una separacion evidente.

EHNA

El grafico de puntuacion de PCA (Figura 10) muestra una evidente separacion entre los
grupos, sin destacar cualquier valor atipico. Dos componentes principales (PC-1y PC-2) se
calcularon en la construccion del modelo con los siguientes porcentajes de variacion: PC-1
=89.4 % y PC-2 = 5.12 %. El diagrama de cargas para PC-1 (Figura 11) muestra los grupos

de lipidos de importancia para la separacion de PCA entre las muestras de grupos con

tratamiento (EN, PE o PN), y los grupos control (Sly TC).
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Figura 10. Grafico de puntuacion de PCA (EHNA). Grafico de puntuacion de PCA derivado de los

espectros de 'H NMR de los grupos de cada uno de los tratamientos y los controles sano y dafiado
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Para optimizar las diferencias entre los perfiles metabdlicos de los grupos de estudio se
llevé a cabo un analisis supervisado PLS-DA (F-1= 89.4 % y F-2= 5.09 %), mostrando
resultados similares a PCA y una clara separacion entre los grupos EN, PE, PN, Sl y TC.
Por otra parte, los parametros en la prueba de permutacion de la variacion (R2 = 0.988) y
la capacidad de prediccion (Q2 = 0.343) fueron significativos, lo que indica una capacidad

predictiva satisfactoria del analisis (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de coeficiente de correlacion. Analisis de permutacion (200 veces) para

validacion estadistica.
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Dislipidemia 24 h

El grafico de puntuacion de PCA (Figura 13) muestra una evidente separacion entre los
grupos SlI, PE, EN, PN y el grupo Tl. Dos componentes principales (PC-1 y PC-2) se

calcularon en la construccion del modelo con los siguientes porcentajes de variacion: PC-1

=93.5% y PC-2 =4.77 %. El diagrama de cargas para PC-1 (Figura 14) muestra los grupos
de lipidos de importancia para la separacion de PCA entre las muestras de grupos con cada

uno de los tratamientos, y los grupos control sano y dafiado.
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Figura 13. Grafico de puntuaciéon de PCA (DSL 24 h). Grafico de puntuacion de PCA derivado de

los espectros de ' H NMR de los grupos de cada uno de los tratamientos y los controles sano y

dafiado.
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Figura 14. Diagrama de cargas. Importancia de la variable para la prediccion (VIP).
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El analisis supervisado PLS-DA (F-1=93.5 % y F-2= 4.77 %), mostro resultados similares
a PCA y una clara separacion entre los grupos con cada uno de los tratamientos y el grupo
dafiado con TI. Los parametros en la prueba de permutacién de la variacion (R2 = 0.299) y
la capacidad de prediccion (Q2 = -0.281) fueron bajos, lo que indica una capacidad

predictiva no satisfactoria del analisis (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de coeficiente de correlacion. Analisis de permutacion (200 veces) para

validacién estadistica.
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Dislipidemia 48 h

La Figura 16 corresponde al grafico de puntuacién de PCA del modelo de dislipidemia de

48 h muestra una evidente separacion entre los grupos control sano (Sl) y dafado (TI) vy,
los grupos con tratamiento PE, EN, PN. Los dos componentes principales (PC-1y PC-2) se

calcularon en la construccion del modelo con los siguientes porcentajes de variacion: PC-1

=92.2 % y PC-2 = 3.38 %. El diagrama de cargas para PC-1 (Figura 17) muestra los grupos

de lipidos de importancia para la separacion de PCA entre las muestras de grupos con cada

PC-2 (3.38%)

uno de los tratamientos, y los grupos control sano y dafnado.
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Figura 16. Grafico de puntuacion de PCA (DSL 48 h). Grafico de puntuacion de PCA derivado de
los espectros de ' H NMR de los grupos de cada uno de los tratamientos y los controles sano y

dafado.
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Figura 17. Diagrama de cargas. Importancia de la variable para la prediccion (VIP).
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El analisis supervisado PLS-DA realizado (F-1=92.2 % y F-2= 3.29 %), mostro resultados

similares a PCA y una clara separacion entre los grupos con cada uno de los tratamientos

y los grupos control sano y dafiado. En la Figura 18 se muestran la prueba de permutacion

donde los parametros de la variacion (R2 = 0.115) y la capacidad de prediccion (Q2 = -

0.324) fueron bajos, lo que indica una capacidad predictiva no satisfactoria del analisis.
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Figura 18. Diagrama de coeficiente de correlacion. Analisis de permutacion (200 veces) para

validacion estadistica.
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De forma general, los principales grupos de lipidos responsables de la separacién entre

grupos para cada uno de los modelos se muestran en la Figura 19 que corresponde a las

graficas de puntuacion segun la importancia de la variable para la prediccion (VIP),

obtenidas a partir del analisis PLS-DA. A la carga de cada variable se les asigno el color por

VIP y se muestran los desplazamientos de los grupos de lipidos significativos responsables

de los patrones de agrupamiento. Los valores positivos indican los metabolitos sobre-

regulados en los grupos con tratamiento en comparacion con los grupos sano y dafado,

principalmente FA. Por otra parte, los valores en la direccibn negativa indican los

metabolitos con regulacién a la baja, incluyendo COL vy fosfolipidos (PC y PE). Estas

tendencias son similares a las observadas por el andlisis no supervisado PCA y son

consistentes con los diagramas de cargas presentados en cada uno de los modelos.
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VIIL. DISCUSION
8.1 Fase 1. Caracterizacion microbiolégica y quimica del pulque
Analisis microbioloégico

La carga microbiana del PN (3 x 107 UFC/mL) resulté menor con relacion a otros estudios,
por ejemplo, los resultados del conteo difieren con reportes en los que la carga total de UFC
es de 7 x 10" UFC/mL; esta diferencia estaria relacionada con el tiempo de fermentacion de
cada producto, es decir, el pulque analizado en dicho articulo cuenta con 6 horas mas de
fermentacion (Escalante et al., 2008), mientras que el pulque utilizado en este estudio
cuenta Unicamente con una hora de fermentacién. Otros autores sefialan que,
particularmente, las bacterias acido-lacticas se encuentran en concentraciones desde 6 x
107 hasta 2 x 10" UFC/mL, sin embargo, para tal concentracion también influiria el tiempo
de fermentacion y el proceso de elaboracion del pulque (Valadez-Blanco et al., 2012; Pérez-
Armendariz & Cardoso-Ugarte, 2020). Con relacién a la ingesta sugerida de UFC, es
necesario considerar que una parte no llegara viva a nivel gastrointestinal, por ello, no sera
viable; por ello, algunos autores refieren concentraciones aceptables entre 108y 10" UFC
(Marco et al., 2020); asi, generalmente los productos comerciales como Enterogermina®,
Sinuberase®, o un variedad amplia de nutracéuticos y suplementos alimenticios contienen
en promedio concentraciones de miles de millones (10°) UFC e incluso, la FAO y la OMS
sugieren que para que los microorganismos viables proporcionen un nivel de funcionalidad
o un efecto minimo terapéutico, el producto debe contener como minimo 10® UFC por gramo
de cepas probidticas viables (Duysburgh et al., 2023; Ramirez-Olea et al.,2024). Es
importante realizar analisis como una cinética de crecimiento para determinar la fase
exponencial, asi como la fase fija de la curva de crecimiento y, de esta forma, optimizar la
concentracion de microorganismos e intentar incrementar en la menor cantidad posible la
ingesta de etanol (Ugok & Sert, 2020).

La identificacién de microorganismos en el pulque no varié entre lotes diferentes, sin
embargo, la composicion tanto microbiana como quimica del pulque puede variar segun
factores numerosos, entre ellos, la especie de agave utilizada, su localizacién geografica,
la edad de la planta, la proporcién aguamiel fresco y fermentado (semilla), las condiciones
de la region, asi como el proceso de produccion en general (Astudillo-Melgar et al., 2023).
Por ejemplo, algunos estudios demuestran los cambios en la diversidad y proporcion

microbiana y la dindmica poblacional con relacion el tiempo de fermentacion e incluso al
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contenido de fructooligosacaridos (FOS, agavinas y saponinas) disponible, los géneros
principales reportados son Zymomonas, Sphingomonas, Acetobacter, Lactobacillus,
Acinetobacter, Enterobacter, Gluconobacter, Halomicronema, Lactococcus, Leuconostoc,
Marivitia, Serratia, Weissella, Obesumbacterium, Saccharomyces, Candida y, Clavispora
(Astudillo-Melgar et al., 2023; Rocha-Arriaga et al., 2020; Chacén-Vargas et al., 2020;
Peralta-Garcia et al., 2020). Los géneros identificados en este trabajo, Lactobacillus y
Saccharomyces se encuentran entre la descripcidn anterior y son consistentes con reportes
diversos; de hecho, Saccharomyces se considera el género principal relacionado con el
proceso de fermentacién alcohdlica del pulque y, algunas bacterias, principalmente
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Acinetobacter, Acetobacter, y Gluconobacter,
son responsables de las propiedades organolépticas del producto (Leuconostoc spp.
asociado con sabor y viscosidad principalmente) ya que producen acido lactico y acético,
respectivamente (Escalante et al., 2008; Mora-Lopez et al., 2011; Escalante et al., 2016).
Sin embargo, caracterizaciones como las mencionadas se han realizado en diferentes
tiempos del proceso de fermentacioén, y secuenciando los amplicones del gen ARNr 16S
(regiones V3 y V4) (357F (5-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’)) y (939R (5-
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC-3)) para bacterias y para levaduras ITS1 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGGY3’), como se
menciond anteriormente es necesario seleccionar genes especificos para obtener
resultados concretos y amplios (Chomczynski et al., 1997; Astudillo-Melgar et al., 2023;
Rocha-Arriaga et al., 2020; Huezo-Sanchez et al., 2023).

Se ha considerado el potencial probiotico de algunos microorganismos aislados del pulque,
principalmente los géneros Lactobacillus y Leuconostoc e incluso Saccharomyces; sin
embargo, es necesario realizar analisis para confirmar la capacidad probiética y capacidad
fermentable de los compuestos tanto quimicos como microbianos encontrados en el pulque
(Pérez-Armendariz & Cardoso-Ugarte, 2020; Pais et al., 2021).

Existen propiedades diversas que permiten caracterizar a una especie como probidético util.
Entre las propiedades funcionales, se encuentran la capacidad de supervivencia y al
transito, en este caso, desde la cavidad oral hasta el tracto gastrointestinal, esto implica
ademas resistencia a enzimas digestivas, sales biliares, acidos gastricos, y condiciones de
pH y temperatura del hospedero. Ademas, la capacidad de colonizacién (incluyendo
autoagregacion, coagregacion) y adherencia a las células epiteliales; también, es necesario

comprobar su seguridad, descartando la produccién de toxinas y patogenicidad. En el caso
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del trabajo presente, no ha sido evaluada la capacidad de los microorganismos del pulque
para llegar al tracto gastrointestinal en concentraciones adecuadas, sobrevivencia y
colonizacioén; sin embargo, con base en los reportes referentes a concentraciones de UFC
y antecedentes propios de las especies halladas, resulta un reto, pero con resultados

prometedores (Staniszewski & Kordowska-Wiater, 2021).
Analisis quimico proximal, contenido etandlico y de fenoles totales.

Los resultados obtenidos en este analisis quimico proximal y contenido etandlico, son
consistentes, con reportes bromatolégicos de otros autores (Ledn-de la O et al., 2012). Sin
embargo, la composicion del pulque podria variar segun la especie de maguey, las
condiciones ambientales, la localizacion, la madurez y edad de la planta, ademas del
proceso de elaboracion en general y el tiempo de fermentacion (esta ultima relacionada
también con la proporcion de los microorganismos); sin embargo, estas variaciones serian
particularmente relativas a la concentracion de los componentes tanto microbiolégicos
como quimicos, ya que dichos componentes coinciden cualitativamente en los analisis
realizados por autores diversos, principalmente en cuanto a la presencia de bacterias acido
lacticas, levaduras, y acetobacterias; asimismo, la composicion quimica coincide con
reportes de autores que han evaluado pulque producido en diferentes partes del pais,
diferentes tiempos de fermentacion, y en diferentes temporadas (Robledo-Marquez et al.,
2021; Davila-Ortiz et al., 2022).

En especies de maguey diferentes y en el pulque, se ha reportado la presencia compuestos
fendlicos, de saponinas, y FOS, en particular, agavinas (estructuras similares a la inulina,
pero, a diferencia de esta que es lineal, estan formadas por cadenas ramificadas), que han
sido aislados y evaluados; de hecho, las agavinas y los demas metabolitos han mostrado
actividad como prebiéticos (Santiago-Garcia et al., 2021; Puente-Garza et al., 2018;
Robledo-Marquez et al., 2021). En el aguamiel, que es la materia prima para la elaboracion
del pulque, también se ha identificado la presencia de fructanos, vitaminas, minerales,
aminoacidos como lisina y triptéfano, saponinas, acidos grasos y compuestos fendlicos,
principalmente kaempferol, miricetina, y quercetina, que se considera participan en la
modulacion de la microbiota, por ejemplo, incrementando la poblacion de Bifidobacterium
bifidum (Davila-Ortiz et al., 2022). En este estudio se obtuvo una concentracion menor de
compuestos fendlicos (236 £+ 9.15 y 137 = 23.51 uyg EAG/mL en el PN y PE,
respectivamente), lo que difiere mucho con la concentracién hallada en el maguey donde

se cuantificaron 5-13 mg EAG/g; sin embargo, los autores reportan que la concentracion de
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EAG varia de acuerdo con la etapa de desarrollo del maguey, encontrando el maximo en la
segunda etapa evaluada. En general, en cualquier etapa los compuestos identificados de
forma mayoritaria corresponden a kaempferol, quercetina y miricetina; esto podria variar en
el pulque, asi como las agavinas, debido a los mismos factores, asi como a que los
componentes del maguey no tienen que estar presentes en la misma cantidad o calidad
luego de la fermentacion (Puente-Garza et al., 2018).

8.2 Fase 2. Analisis in vivo
Analisis bioquimico
Los resultados de los marcadores de este analisis, sobre todo los indicadores de necrosis,
colestasis, y del perfil lipidico, son consistentes con reportes de varios autores que han
administrado probidticos, prebidticos, e incluso simbidticos en modelos de EHmet, EHNA,
e hiperlipidemia; se ha reportado ampliamente que la administracion de especies como
Lactobacillus spp., Weissella spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Weizmannia spp.,
y acompanadas de prebidticos, principalmente FOS, logran disminuir los niveles de ALT,
AST, GGTP, FA, citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, y TNF-a (Yan et al., 2022; Li et
al., 2021; Jantararussamee et al., 2021; Yan et al., 2020; Behrouz et al., 2020; Malaguarnera
et al., 2012; Abhari et al., 2020). El consumo de probidticos y prebidticos también ha
mostrado regular los niveles de triglicéridos, colesterol total, y LDL, que se ha relacionado
con el incremento en la generacion de acidos grasos de cadena corta, esto principalmente
debido a la administracion de especies como Lactobacillus spp., Bacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Sacharomyces spp., entre otras y, generalmente, acompafados de
prebidticos como la inulina (Yoo et al., 2013; Chen et al., 2012; He & You, 2020; Wa et al.,
2019).

Especificamente el PN mostré mejorar parcial o totalmente la mayoria de los marcadores
antes mencionados en el modelo de EHNA y en dislipidemia de 24 h, excepto el nivel de
triglicéridos, esto se atribuye a la presencia de diferentes especies con potencial probidtico
que implican una mejora en la diversidad de la microbiota gastrointestinal; el PE, a pesar
de ser un producto pasteurizado logré mejorar algunos niveles de EHNA y dislipidemia de
24 h, esto se atribuye a que pese a no tener microorganismos vivos, contiene metabolitos
secundarios producidos por las bacterias y levaduras presentes antes del proceso de
pasteurizacién, mismos que se conocen como posbidticos. Por su parte, la EN también
mostrd un efecto positivo en algunos marcadores, pero contrario a lo esperado, no mejoré

en su totalidad ninguno de los padecimientos, e incluso, durante el modelo de 24 h,
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presumiblemente causo un efecto sinérgico en el dafio. Lo anterior puede ser debido a que,
igual que para el PN, la concentracion de UFC se administré en una cantidad menor a la
dosis del producto, es decir, el producto contiene 2 mil millones de UFC/5 mL, sin embargo
se realizé una dilucién para administrar una carga microbiana equivalente a la del PN; por
lo tanto, las UFC no llegarian en cantidades suficientes para colonizar a nivel
gastrointestinal y tener el efecto esperado, ademas es importante considerar que se trata
de una especie en particular, Bacillus clausii, y como se ha observado en apartados previos,
es mas efectivo administrar una diversidad de especies y, preferentemente, acompanarlas
de prebidticos y en concentraciones mayores para asegurar la supervivencia necesaria. El
modelo de dislipidemia 48 h resulté mucho mas agresivo, por lo que no se observo un efecto
positivo en general, esto probablemente se debe a que durante la induccién de dislipidemia
por tiloxapol, el nivel de TG y COLT llega a su punto mas alto a partir de las 48 h,
comenzando a descender a partir de las 72 h, por ello, al ser un modelo preventivo, el
modelo de 24 h simularia mejor al curso natural de la dislipidemia en humanos, en la que
el incremento es gradual a través del tiempo (Marco et al., 2020; Ugok & Sert, 2020; Tsilingiri
& Rescigno, 2013; Rasouli et al., 2016).

Estos efectos positivos relacionados con la microbiota se atribuyen a diversos mecanismos
de accion asociados a diversos receptores, ya que la microbiota produce acidos biliares
secundarios y terciarios que son reguladores de esos receptores y factores nucleares de
transcripcion, asi como metabolizan fibra, lipidos, y azlcares que pueden generar acidos
grasos de cadena corta (AGCC), entre otros compuestos bioactivos (Rodriguez-Pastén et
al., 2023). Como se ha mencionado en el cuerpo de este trabajo, la dislipidemia y la EHNA,
conllevan un descontrol significativo en el metabolismo de lipidos, el mecanismo asociado
involucra la activacién de diversos receptores; algunos de los receptores principales
implicados son el receptor X a farnesoide (FXR), que se expresa en gran medida en los
6rganos enterohepaticos junto con el receptor 5 acoplado a proteinas G (TGR-5, Takeda G
protein-coupled receptor 5) (Ducastel et al., 2020). Los acidos biliares son las moléculas de
sefalizacién que modulan los receptores FXR y TGR-5 y estos desempefian un papel clave
en el control de la homeostasis energética mediante el control de los lipidos y la glucosa
(Figura 20); ademas, juegan un papel clave en la regulacion de la circulacion enterohepatica
de acidos biliares y el transporte desde el higado al intestino, que es un mecanismo
fisiologico importante para mantener la homeostasis de glucosa, lipidos, y energia y con
ello, prevenir la hiperglucemia, dislipidemia, obesidad, y enfermedades metabdlicas

inflamatorias de los sistemas digestivo y cardiovascular. Especificamente, la activacion de
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FXR hepatico ejerce efectos beneficiosos sobre la esteatosis, la inflamacion, la fibrosis, y
las funciones endoteliales del higado, por lo tanto, el uso de analogos de FXR resulta util
en el tratamiento de la ENHA (Ducastel et al., 2020; Chiang & Ferrel, 2020).

Por otro lado, los receptores X del higado (LXR), juegan un papel fundamental en la
homeostasis del COL y el metabolismo de los acidos biliares, pero a diferencia de FXR y
TGR-5, la activacion de LXR da como resultado una sintesis elevada de acidos grasos
hepaticos, esteatosis y un aumento de la secrecién de lipoproteinas de muy baja densidad
ricas en TG, resultando en el desarrollo de HTG. Por lo tanto, este aumento de la
lipogénesis hepatica se ha atribuido en gran medida a la regulacién positiva dependiente
de LXR de la expresion de la proteina de union a elementos reguladores de esterol (SREBP)
(Cha & Repa, 2007; Kartsoli et al., 2020). Las proteinas SREBP, son cruciales en la
regulacién de genes implicados en la sintesis del COL, los acidos grasos y los TG; durante
la EHmet las tasas de lipogénesis son tres veces mas altas que en individuos sanos, ya
que, SREBP1c se activa e incrementa la actividad lipogénica, contribuyendo al progreso a
EHNA (Li et al., 2023).

Finalmente, los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)-a y -y, son
factores de transcripcion nuclear que regulan la expresion de genes implicados en el
metabolismo de lipidos, carbohidratos, y proteinas. PPAR-a se expresa en gran medida en
los musculos, el higado, el corazon, y los rifiones, mientras que PPAR-y se expresa
abundantemente en tejido adiposo. Ambos, juegan un papel clave en el mantenimiento de
la homeostasis de la glucosa y los lipidos y son activados por muchos factores ambientales,
desde xenobioticos hasta compuestos alimentarios (Rigano et al., 2017; Shen et al., 2020).
Especificamente, PPAR-a se asocia con la regulacién de genes clave que codifican
proteinas y enzimas involucradas principalmente en el transporte de lipidos y la B-oxidacion
de acidos grasos; PPAR-y se encuentra relacionado, ademas, con el metabolismo de
carbohidratos (Shen et al., 2020).

Otro mecanismo de accion de la microbiota es mediante la producciéon de metabolitos o
postbiéticos, especificamente a esto se atribuyen los efectos positivos observados en el
tratamiento con PE, ya que no contiene microorganismos vivos; como se mencioné
previamente, mediante la digestiéon y fermentacion de las fibras dietéticas se produce una
gama amplia de estos metabolitos reguladores de la salud, que incluyen vitaminas
especificas, acidos biliares, AGCC, poliaminas, aminoacidos de cadena ramificada o acidos

teicoicos, y los efectos principales reportados son antiinflamatorios, antioxidantes,
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antihipertensivos, antiproliferativos, antimicrobianos, hipocolesterolémicos, e
inmunomoduladores, aunque principalmente, los AGCC se relacionan con la inhibicién de
la lipogénesis mediante la regulacién a la baja de la acido graso sintasa; particularmente el
acido butirico ha mostrado mejorar la EHmet, ademas de promover el incremento de la
poblacion de bacterias acido lacticas (Pelton, 2020; Arellano et al., 2022; Barros et al., 2020;
Aguilar et al., 2018; Zhou et al., 2017; Ye et al., 2018). De hecho, la administracion de un
extracto celular de L. paracasei mostré la reduccion de TG, CT, LDL, VLDL, AST y ALT, el

efecto fue mejor incluso que la atorvastatina (Osman et al., 2021).

v
Lipoperoxidacion

Figura 20. Mecanismo de accion de FXR y TGR-5. Los acidos biliares se unen a FRX, cuando
se activa, se suprime la expresion de CYP7A1 y, por lo tanto, se reduce la sintesis de lipidos de
novo; sin embargo, la capacidad de activacion de FXR difiere entre acidos biliares (CDCA> DCA>
LCA> CA). Ademas, FXR inhibe la lipogénesis mediada por SREBP-1c y LXR e induce el receptor
PPAR-a, que promueve la oxidacion de acidos grasos (B-oxidacion). Luego, la activacion de FXR
contribuye a la reduccion de la acumulacion de grasa en el higado y la reduccién de TG séricos
al inhibir la lipogénesis y controlar la sobreproduccién de VLDL. Asimismo, FXR, ejerce un efecto
antiinflamatorio al suprimir NF-kB, lo que implica disminuir la secrecion de citocinas
proinflamatorias. De igual forma, TGR-5 esta involucrado en la supresién de NF-k B, por lo tanto,
en la reduccién de citocinas proinflamatorias, como TNF-qa, IL-1B e IL-6. Finalmente, TGR-5 se
asocia con la sintesis de ON, sugiriendo su participacion como promotor de un efecto

antioxidante y la disminucién del proceso de lipoperoxidacion (Rodriguez-Pastén et al., 2023).
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Analisis coproparasitoscopico

El pulque es una bebida que se considera histérica en México y existen registros de su
elaboracion y consumo desde la época prehispanica, sin embargo, la industria pulquera ha
sido afectada, ya que, desde hace varias décadas han surgido mitos que permanecen en
la actualidad alrededor de la higiene durante la elaboracién, y especificamente sobre el
proceso de fermentacion, por ejemplo, existen cuestionamientos sobre el uso de material
fecal como acelerador del proceso de fermentacion; sin embargo, esta idea es equivocada
ya que las caracteristicas quimicas y organolépticas del pulque se verian afectadas, el olor,
el color, la viscosidad, etc. (Navarrete-Torres & Garcia Muioz-Aparicio, 2021). Por ello, se
realizé de forma complementaria el estudio coproparasitoscépico en el trabajo presente y
no se observé la presencia de parasitos intestinales después de la administraciéon del
pulgue; ademas, ha sido estudiada ampliamente la elaboracién y la composicidon microbiana
tanto del pulque como del aguamiel. Como se menciona en apartados previos, el proceso
de fermentacion del pulque es un proceso no controlado y llevado a cabo por los
microorganismos presentes de forma natural en el maguey ademas de la adicién de un
fermento o semilla (procedimiento de lote alimentado), la mezcla se lleva a cabo en
contenedores de madera, barro o plastico, para mantener un volumen constante, y este se
retira hasta su consumo; por ello, la semilla se considera el iniciador de pulque y se usa
precisamente para optimizar la fermentacion de la bebida debido a que incrementa la carga
microbiana (Garcia-Arce & Castro-Mufoz, 2021); también, se conocen detalladamente las
especies que participan en la fermentacion de este producto y le proporcionan las
caracteristicas especificas a la bebida; las principales son Saccharomyces spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Acinetobacter spp., Acetobacter
spp., Y Gluconobacter spp. (Escalante et al., 2008; Mora-Lépez et al., 2011; Escalante et
al., 2016).
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Analisis histolégico

Los hepatocitos esteatdsicos y la infiltracion de células inflamatorias se observaron en todos
los grupos del presente estudio, las causas probables se describen a continuacion. Durante
la EHmet, la presencia de macrovesiculas de grasa en areas perivenulares es una
caracteristica tipica, sin embargo, los cambios grasos microvesiculares son caracteristicos
y aparecen comunmente en estadios mas avanzados como la EHNA y su aparicion se
atribuye a una lesion mitocondrial; conforme la esteatosis progresa, la aparicion de
microvesiculas deja de focalizarse en forma zonal para distribuirse homogéneamente por
toda la zonas acinares. Las vesiculas o vacuolas se aprecian como espacios vacios y
transparentes debido a que los lipidos se eliminan durante el procesamiento del tejido
(Cataldo et al., 2021). Otra caracteristica de la EHNA es la inflamacion lobulillar, donde se
observa la infiltracion de células inflamatorias, generalmente se presenta de forma leve y
se caracteriza por focos pequefos de células inflamatorias, linfocitos T CD4+ y CD8+, junto
con macroéfagos y, ocasionalmente, se encuentran neutrdfilos. Los hepatocitos rodeados de
estas células se denominan lipogranulomas; sin embargo, a pesar de estar presentes, no
tienen una implicacion grave sin acompafarse de cambios en los marcadores bioquimicos,
ya que, para un diagndstico, se requiere que ambos criterios (bioquimicos e histolégicos),
estén correlacionados, lo anterior sugiere fuertemente que hay una tendencia del PN a

mejorar tales condiciones (Burt et al., 2015; Cataldo et al., 2021).

La hipertrofia hepatocelular se refiere a un aumento del tamafio de los hepatocitos y se
considera un rasgo de la induccion de enzimas adaptativas; por ello, su presencia es
atribuida a varios factores, desde respuestas fisiologicas relacionadas con la regulacion
positiva de isoformas del CYP450, hasta efectos adversos relacionados con patologias que
pueden ser toxicidad e incluso carcinogenicidad. Esta se observé exclusivamente en el
grupo control de EN, por lo tanto, se atribuye a una respuesta fisiolégica a la presencia de
Bacillus clausii, ya que, en otros marcadores bioquimicos, moleculares, y en el tejido, no se

observo la generacién de algun dano a causa de la EN (Pischon et al., 2021).

En general, los procesos de inflamacién y fibrosis son procesos que se presentan en
respuesta a la muerte celular; el tipo de muerte celular durante la EHmet y EHNA se ha
relacionado con el tipo de induccion de dafio, porque se considera que cada uno tiene
diferente grado de inflamacién, cambios de masa, y muerte celular. Particularmente, la
necrosis se caracteriza por hinchazon celular y la ruptura de la membrana plasmatica; esta

puede ser inducida iniciada por toxinas o estrés oxidativo, por lo tanto, era esperado
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encontrar focos de necrosis especialmente en grupos tratados con PE o PN debido a la
presencia de etanol, aunque el contenido es bajo, sumado a la presencia del agente

inductor de dano, pues no se observoé en grupos sin induccién de dafio (Shojaie et al., 2020).

Otro tipo de dafio celular observado en los grupos control de dafio TC y Tl 48 h v,
particularmente, en los grupos tratados con PE + induccion de dafio, es la cariocitomegalia.
Esta se ha observado en modelos murinos con dieta semisintética, que muestra relaciéon
con la acumulacion de lipidos, asi como el metabolismo hepatico de lipidos y acidos biliares,
también se ha reportado en modelos de fibrosis inducida por tioacetamida en rata; su
presencia indica poliploidia y una mayor tasa de division celular misma que podria actuar
como compensacion a la necrosis, ademas de estar relacionada al grado de inflamacion

hepatocelular, y almacenamiento de glucégeno (Ronda et al., 2020; Massoid et al., 2022).

La hipertrofia de las células endoteliales, generalmente se acompana de capilarizacion y se
asocia con el desarrollo temprano de hipertensién portal en EHmet, esto se debe a la
contraccién sinusoidal del higado por acumulacién lipidica en los hepatocitos, lo que
conlleva resistencia vascular intrahepatica e implica el aumento de la presién portal, aun en
ausencia de fibrosis; este dafo en células endoteliales se observé particularmente en los
grupos que fueron tratados con PE y PN con induccién de dafo (en los tres modelos), por
lo que se atribuye a un efecto sinérgico entre el etanol presente en las bebidas y los agentes
téxicos (TC o TI), por el estrés oxidativo que implican, ya que en los controles de PE y PN,
donde no hay induccion de dafio, no se observd esta condicion (Nababan & Lesmana,
2022).

Finalmente, la presencia de hiperplasia de conductillos biliares, colangiofibrosis, y la
hiperplasia de células ovales estan estrechamente relacionadas con los procesos de muerte
celular e inflamatorios caracteristicos de la EHmet y la EHNA, su presencia se atribuye al
desarrollo de fibrosis asociada a dichos padecimientos; se ha observado la presencia de
colangiofibrosis incluso en ratas Zucker con obesidad y diabetes inducidas por dieta alta en
grasas, por lo tanto, esto se debe probablemente a la acumulacion de lipidos en los
hepatocitos que deriva en la destruccion del tejido (Tacke & Weiskirchen, 2021; Maeda et
al., 2021; Saigo et al., 2024).
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Analisis molecular: Lipidémica

La lipidémica se refiere a la caracterizacion de las especies moleculares de lipidos dentro
de una matriz, misma que puede ser células, tejidos, o fluidos biolégicos (Hyotylainen &
Oresi¢, 2014). Este campo de investigacion se considera relativamente reciente y es una
categoria de la metabolémica que ofrece un enfoque particular y una descripcion general
del metabolismo lipidico en un sistema bioldgico o durante alguna patologia especifica.
Para la separacion y deteccion de lipidos, se utilizan principalmente técnicas como la
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), la cual se aplico en este estudio (Han & Gross, 2003; Oresic et
al., 2008).

Debido al papel clave que juegan los lipidos en el curso de la EHmet, la lipiddmica es una
herramienta poderosa para entender los cambios que ocurren en el contenido y calidad de
lipidos, tanto en el higado como circulantes. En este sentido, se hizo el analisis en tejido
hepatico al usar animales de experimentacion, sin embargo, cuando se trata de pacientes,
resulta menos invasivo utilizar muestras de plasma, aunque se considera necesario
profundizar en el analisis de ambos tipos de muestra, ya que algunos autores consideran
los resultados inconsistentes; probablemente por este motivo los resultados obtenidos en
este estudio, puntualmente los lipidos totales séricos, no son completamente consistentes

con lo observado en el perfil lipidomico hepatico (Alonso et al., 2017; Kartsoli et al., 2020).

Se ha demostrado que el lipidoma hepatico se altera durante la esteatosis y la
esteatohepatitis y estas alteraciones tanto en cantidad como calidad de los lipidos estan
relacionadas con la progresion de la enfermedad; por ello, algunos autores han descrito
cambios principalmente en la composicién de acidos grasos, glicerofosfolipidos, vy
esfingolipidos, lo que involucra procesos de estrés oxidativo, inflamacién (citocinas
proinflamatorias, activacion de células HSC, y de Kupffer, asi como lipotoxicidad) y muerte
celular (Kartsoli et al., 2020). Especificamente, se relaciona la EHmet con la acumulacién
de grasa en forma de ftriglicéridos (TG) en los hepatocitos y aunque esta relacionada con
diversos factores como, habitos alimenticios acompafiados de sedentarismo, factores
genéticos, y ambientales en general, asi como la alteracién en la microbiota gastrointestinal,
el principal factor de riesgo se considera la resistencia a la insulina (Manne et al., 2018;
Pouwels et al., 2022).
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Los resultados obtenidos en este analisis son consistentes con dichos reportes; se observo
una separacion clara entre grupos con tratamiento y el grupo sano en comparacion con el
control dafiado, tanto en el modelo de EHNA como en los de dislipidemia; los principales
grupos de lipidos de interés en el analisis multivariado son FA, SFA, MUFA, PUFA, COL,

PE, PC vy, GLP; estos se describen a continuacion.

Los lipidos simples incluyen acidos grasos libres y triglicéridos; los acidos grasos se
obtienen a partir de acetil-CoA y estan compuestos por un acido carboxilico con una cadena
larga hidrofobica que puede estar saturada o no. Los triglicéridos estan compuestos por
tres acidos grasos esterificados con una molécula de glicerol; y, los lipidos complejos estan
compuestos por acidos grasos esterificados con alcohol y agregados a otros grupos de

moléculas (Béland-Bonenfant et al., 2023).

En estudios de lipidomica realizados en biopsias de pacientes con EHmet, mostraron la
disminucion de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA) de la serie n-3 y
n-6; esto fue relacionado con estudios posteriores que demostraron la disminucién de A5-
desaturasa. En general, reportes diversos afirman que en pacientes con EHmet presentan
un incremento de acidos grasos monoinsaturados, pero disminuyen los PUFA; esto sugiere
el incremento de la lipogénesis de novo, que produce principalmente acidos grasos
saturados (Araya et al., 2004; Allard et al., 2008; Chiappini et al., 2017; Jung & Choi, 2014).

Los glicerofosfolipidos (componentes principales de las membranas celulares), derivan del
acido fosfatidico unido a un alcohol como colina, etanolamina, serina, inositol, o glicerol.
Dependiendo del alcohol, los glicerofosfolipidos se denominan fosfatidilcolina (lecitina),
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol o fosfatidilglicerol ((Li et al., 2006;
Béland-Bonenfant et al., 2023); tienen actividad como moléculas de senalizacién y
participan en el anclaje de las proteinas en las membranas; se ha observado en muestras
de tejido que, principalmente la fosfatidilcolina disminuye durante la EHmet, contrario a lo
observado en los niveles séricos (Ma et al., 2016, Puri et al., 2009; Tiwari-Heckler et al.,
2018; Kartsoli et al., 2020). Otros autores reportan la disminucion significativa de la relacién
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina en biopsias de pacientes con EHmet (Arendt et al.,
2013; Alonso et al., 2017). Los niveles hepaticos bajos de fosfatidilcolina, reducen los
niveles de lipoproteinas VLDL circulantes y, por lo tanto, conduce a la acumulacion hepatica
de TG (Jacobs et al., 2010). Ademas, se considera que la baja en la relacién
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina podria incrementar la permeabilidad de la membrana a

las citocinas proinflamatorias, por un posible cambio en la organizacién de la
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fosfatidiletanolamina en las membranas (Li et al.,, 2006). La concentracion de la
lisofosfatidilocolina se observa disminuida en pacientes con EHmet; esta afecta el
metabolismo hepatico de lipidos, regulando a la baja los genes involucrados en la oxidacion
de acidos grasos y al alza los genes relacionados con la sintesis de colesterol (OreSic et
al., 2013; Zhou et al., 2016; Hollie et al., 2014).

Los esfingolipidos son lipidos complejos en los que el glicerol es sustituido por una base de
esfingosina como estructura principal; los ceramidas tienen como base esfingosina y se
encuentra unida a un acido graso vy, las esfingomielinas tienen una base de esfingosina
asociada a fosfocolina y un acido graso (Béland-Bonenfant et al., 2023). En personas con
EHmet y EHNA, se han reportado cambios en los niveles de esfingomielina, ceramidas, y
dihidroceramidas, tanto en plasma como en tejido; especificamente, en tejido hepatico se
ha observado la disminuciéon de esfingomielina, mientras que hay reportes del incremento
significativo de niveles séricos de esfingomielina en el grupo con EHmet y EHNA con
relacién al grupo sano (Chiappini et al., 2017; Tiwari-Heckler et al., 2018). Ademas, existen
reportes referentes al incremento de los niveles de ceramida en el plasma y las biopsias de
higado de pacientes con EHGNA (Gorden et al., 2015; Anjani et al, 2015); incluso, se ha
demostrado que la sintesis de novo de la ceramida se estimula como consecuencia de una
dieta alta en grasas saturadas y del aumento de la afluencia de acidos grasos libres
hepaticos, la inflamacion inducida por TNFa e IL-1 y el estrés oxidativo ya que pueden
aumentar la actividad de serina palmitoil-CoA transferasa (Gault et al., 2010; Frangioudakis
et al., 2010; Holland et al., 2007).

Lo anterior sugiere un impacto en el metabolismo lipidico por los resultados observados que
se relaciona con factores diversos, entre ellos, la alteracion de la microbiota gastrointestinal,
que deriva en la regulacion a la baja de diferentes vias relacionadas con la oxidacion de
lipidos y un incremento en las vias relacionadas con la lipogénesis y, como se menciono
anteriormente, la administraciéon del pulque muestra una tendencia marcada protectora
sobre los marcadores de dafo plasmaticos e histolégicos, atribuida a la regulacion positiva
de la microbiota gastrointestinal (Cusi, 2009; Kartsoli et al., 2020; Pouwels et al., 2022). Sin
embargo, el efecto de los probables probidticos administrados sobre los lipidos plasmaticos
fueron mesurados y diversos; asi entonces, el tratamiento con EN tuvo casi efecto nulo en
TC y Tl 24 h, mientras que sobre Tl 48 h tuvo efectos opuestos como hipolipemiante e

hiperlipemiante. El tratamiento con PE fue mayoritariamente beneficioso en los tres

71



modelos, a pesar del contenido de etanol ligero y alto en azucar; asimismo, el PN

administrado tuvo efectos protectores menos marcados o incrementé lipidos en plasma.

En general, es importante reiterar que en la alteracion lipidica durante la EHNA y la
dislipidemia se involucra la activacion de receptores como el SREBP (regulador maestro de
colesterogénesis y lipogénesis modulado por PUFAS), LXR (regulador maestro del
metabolismo del colesterol modulado por derivados de oxicolesterol), y la disminucién o
incremento en la actividad de algunas rutas metabdlicas como la B-oxidacion y la
lipogénesis, respectivamente; por ello, es indispensable la activacion de receptores como
FXR 'y TGR-5 que regulan positivamente el metabolismo lipidico, esta activacion se lleva a
cabo por acidos biliares que son transformados por diferentes especies que pertenecen a
la microbiota gastrointestinal que muy probablemente fue modificada por la administracion
de la EN, PE, y PN (Cusi, 2009; Kartsoli et al., 2020; Rodriguez-Pastén et al., 2023).
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IX. CONCLUSIONES

La microbiota gastrointestinal tiene un papel clave en la regulacion del metabolismo lipidico
mediante diferentes mecanismos de accion y que la disbiosis esta relacionada con
trastornos metabdlicos y gastrointestinales; pero, para observar una restauracion efectiva
de la microbiota gastrointestinal y un efecto maximo es importante que el consumo de
probidticos, prebibticos, simbidticos o posbidticos se realice en dosis o concentraciones
adecuadas, y preferentemente en conjunto, para asi asegurar la colonizacién exitosa de

estas especies.

El PN mostré un efecto anticolestético total, antinecrético total, protector contra dafio
membranal parcial y antioxidante total. En el modelo de dislipidemia de 24 h, que es menos
agresivo que el de 48 h, el PN mostr6 un efecto hipolipemiante total especificamente contra
hipercolesterolemia, sin embargo, en el modelo de 48 h este efecto solo se observo de
manera parcial. Este efecto se atribuye a la presencia de un consorcio microbiano muy
variado y al potencial efecto probiético de las especies que lo conforman, ademas, en la
bebida puede contribuir la presencia de agavinas y otros FOS, a las que se les atribuye
actividad prebiética y posbidticos producidos por los microorganismos, y en conjunto

proporcionar el efecto positivo a la salud.

La EN, administrada en dosis menores a la recomendada, no mostré un efecto protector
total en los 3 modelos de dafio, ademas, es importante tener presente que la EN contiene
Unicamente una especie y los mayores efectos mostrados por Bacillus clausii, se han
observado en suplementos en mezcla con otras especies 0 como simbidticos; de manera
similar se observaron efectos positivos con la administracion del PE, a pesar de no haber
microorganismos vivos y contener sacarosa afiadida, se presume gue la presencia probable
de posbidticos le confiere efectos benéficos para la salud, ya que se sabe que algunos de

estos compuestos contribuyen a la regulacién del metabolismo lipidico.

Es importante continuar con investigaciones que permitan elucidar con mayor precision las
cepas especificas presentes en el pulque, ademas resultaria de gran utilidad realizar el
perfil de compuestos con potencial prebidtico asi como metabolitos clasificados como
posbidticos, mediante técnicas como la RMN que resultd indispensable para conocer los
grupos de lipidos alterados durante la EHNA vy la dislipidemia en higado, por ello, también
seria importante realizar la deteccién de la expresion de los receptores asociados al

mecanismo de accion mediante el cual la microbiota regula la homeostasis lipidica.
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