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RESUMEN

En la cotidianidad de la vida el estrés es una constante en el dia a dia de millones
de personas, en su regulaciéon participa el sistema nervioso simpatico y el eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal coordinando la respuesta basal ante estimulos
estresantes con la finalidad de mantener la homeostasis; una vez que se pierde el
equilibrio antioxidante se desarrolla el estrés oxidativo, el cual, condiciona una
produccién excesiva de radiales libres que al interactuar con biomoléculas causan
estragos importantes en la funcion y estructura celular, tal dafio puede propiciar o
exacerbar el desarrollo de enfermedades agudas o cronico degenerativas. Se sabe
gue los antioxidantes exdgenos pueden ser Utiles para compensar la
sobreproduccion de radicales libres, revirtiendo o evitando los estragos del estrés
oxidativo; siendo la astaxantina un potente antioxidante de la naturaleza se
pretende demostrar que el suministrarla a ratones sometidos a estrés créonico dicho
compuesto ofrezca un efecto hepatoprotector.

Hipotesis: El estrés cronico desencadena la liberacidn de radicales libres por medio
del estrés oxidativo, causando dafio molecular, estructural y funcional a nivel
hepatico. Por ende, la suplementacion con astaxantina podria minimizar los efectos
del estrés y presentar cambios favorecedores a nivel hepatico en la
histomorfoldgica en ratones sometidos a estrés crénico.

Objetivo: Demostrar histopatologicamente el efecto hepatoprotector de la
astaxantina ante el estrés crénico.

Método: Durante un periodo de 12 meses, se emplearon 28 ratones CD1
distribuidos en cuatro grupos experimentales (n=7) 1.- controles sanos; 2.-
sometidos a estrés crénico por restriccion del movimiento (3 horas, dos veces por
semana), 3.- estresados y suplementados con astaxantina, 4.- suplementados con
astaxantina (4mg/kg). A fin de evaluar la histomorfologica hepética, se realizaron
tinciones con H&E, reaccion PAS y tricromica de Masson. Para el analisis se
evaluaron las caracteristicas histomorfoldgicas en las muestras de cada grupo.

Resultados: Se demostré que el estrés provoca cambios histomorfoldgicos que
pueden ser sugestivos de dafio hepatico y envejecimiento precoz. Se evidenciaron
cambios por inflamacién cronica como zonas de degeneracion celular, procesos
apoptoticos, infiltracion leucocitaria, aumento de la concentracién intracelular de
glucdégeno vy fibrosis hepatica en los grupos sometidos a estrés, mientras que los
grupos suplementados con astaxantina muestran actividad regenerativa y
conservan una arquitectura histoldgica fisiologica.

Conclusion: El estrés cronico provoca cambios sugestivos de dafio hepatico y
envejecimiento precoz, mientras que la suplementacion con astaxantina tiene
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efectos hepatoprotectores tanto para las condiciones propias del envejecimiento
como para el estrés crénico agregado.



ABSTRACT

Introduction: In everyday life, stress is a constant in the day-to-day life of millions
of people, the sympathetic nervous system and the hypolthalamic-pituitary-
adrenal axis participate in its regulation coordinating the baseline response to
stimulus stressful in order to maintain homeostasis; once it is lost and antioxidant
balance develops oxidative stres, which, conditions an excessive production of free
radials, when interacting with biomolecules, causes major havoc on cell function
and structure, such damage can lead to or exacerbate the development of acute or
chronic degenerative diseases. Exogenous antioxidants are known to be able to be
useful to compensate for the overproduction of free radicals, reversing or avoiding
the ravages of oxidative stress; astaxanthin being a powerful antioxidant of nature,
it is intended to demonstrate that supplying it to mice subjected to chronic stress
that compound offers a hepatoprotective effect.

Hypothesis: Chronic stress triggers the release of free radicals through of oxidative
stress, causing molecular, structural and functional damage at the liver. Therefore,
supplementation with astaxanthin could minimize the effects of stress and present
favorable changes at the liver level in the histomorphological in mice subjected to
chronic stress.

Objective: To demonstrate histopathologically the hepatoprotective effect of
astaxanthin in the face of chronic stress.

Method: During a period of 12 months, 28 CD1 mice were used distributed in four
experimental groups (n-7) 1.- healthy controls; 2.-subjected to chronic stress due to
restriction of movement (3 hours, twice a week), 3.- stressed and supplemented
with astaxanthin(4mg/kg), 4.- supplemented with astaxanthin (4mg/kg). In order
to evaluate the hepatic histomorphology, stains were performed with H&E, PAS
reaction and Masson's trirrhorrhomics. For the analysis, the histomorphological
characteristics in the samples of each group were evaluated.

Results: It was shown that stress causes histoprological changes that may
suggestive of liver damage and premature aging. Changes due to chronic
inflammation such as areas of cell degeneration, apoptotic processes, leukocyte
infiltration, increased intracellular glycogen concentration and liver fibrosis were
evident in stress groups, while groups supplemented with astaxanthin show
regenerative activity retain a physiological histological architecture.

Conclusion: Chronic stress causes changes suggestive of liver damage and early
aging, while astaxanthin supplementation has hepatoprotective effects for both the
conditions of aging and for aggregate chronic stress.



1. MARCO TEORICO

1.1 INTRODUCCION

El estrés es una de las respuesta s fisioldégicas mas primitivas e indispensables
para la supervivencia del ser humano, sobre todo ante situaciones de miedo,
peligro o tension. Esta regulado por mecanismos neuroendocrinos complejos que
permiten conservar la homeostasis, sin embargo, cuando se vuelve excesivo se
pierde la misma, lo que provoca dafio sistémico que se traduce en deficiencia
funcional y enfermedad.

De manera aguda, el estrés desencadena respuestas fisioldgicas (reaccién de
alarma o carga alostatica) que son imprescindibles para los mecanismos de
supervivencia, lo que permite una adaptacion benéfica (eustres o allostasis), sin
embargo, de manera cronica (distrés) el estrés se relaciona con el desarrollo y
agudizacion de cientos de patologias que en el ambito médico a menudo resultan
subdiagnosticadas. La manifestacion de efectos adversos puede ser variable y
depende de la susceptibilidad de cada individuo.

A lo largo de la historia, el ser humano siempre ha estado expuesto a diferentes
situaciones estresantes, las cuales evolucionaron tan deprisa como la globalizacion.
En la actualidad el ritmo de vida exige una velocidad incompatible con las
capacidades vitales para mantener un equilibrio ante el estrés. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, México ocupa el primer lugar a nivel mundial
en estrés laboral, en donde el 75% de trabajadores mexicanos desarrollan Sindrome
de Burnout. Aunado a la presion social, la falta de oportunidades, desempleo,
inseguridad, delincuencia, corrupcién, y demas problemas sociales, provocan
sindromes ansiosos y depresivos que son la psicopatologia mas frecuente en la
practica clinica. Tan solo hace 20 afios, el 14.8% de la poblacion presentaba
trastornos de ansiedad; sin embargo, en la actualidad se espera que este porcentaje
se eleve de forma exponencial debido a problematicas actuales como la pandemia
por SARS-Cov2 y las recesiones econdmico-laborales subsecuentes. En este
contexto, se espera una exacerbacion de multiples patologias somaticas, fisicas,
tanto agudas como crénicas, de alli la importancia de un adecuado entendimiento
y abordaje en el control del estrés para minimizar sus efectos y secuelas.
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2. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL

El sistema nervioso autonomo, endocrino e inmune juegan un papel determinante
en la regulacion fisioldgica ante el estrés. EI Dr. Hans Selye es el fundador de la
teoria del estrés, quien lo describié como “la respuesta no especifica del cuerpo a
cualquier demanda”, desde sus primeras descripciones el Dr. Selye refiere como
hallazgo clinico caracteristico la involucion timica y de ganglios linfaticos,
acomparfado de ulceracién gastrica e hipertrofia suprarrenal, describiendo asi la
interaccidn de estos sistermmas como respuesta ante el estrés. (6)

Actualmente se sabe que el estrés condiciona una mayor susceptibilidad a
infecciones y sus respectivas complicaciones, secundario a las alteraciones en la
sefializacion molecular y celular del sistema inmune, tales consecuencias son desde
un incremento en el tiempo de curacion de las heridas, hasta el desarrollo de
tumores y una importante incompetencia del sistema inmune. (8)(9)

La regulacién de la respuesta inicial ante el estrés esta mediado por la activacion
del sistema simpatico y del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal comenzando con la
secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) desde el nucleo
paraventricular que actia en las células corticotropas de la adenohipofisis
estimulando la secrecion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH), cuyo
organo blanco es la corteza de las glandulas suprarrenales (fasciculada y reticular)
induciendo la produccién de glucocorticoides, principalmente el cortisol.(3)(12)

Fisiolégicamente las catecolaminas tienen multiples efectos entre los mas
estudiados es el aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria, modulan la
vasoconstriccion, la dilatacion pupilar, favorecen la movilizacién de los acidos
grasos Yy la coagulacion sanguinea como parte de la respuesta inicial ante el estrés.
(3)(14)

Por otro lado, los glucocorticoides pueden resultar contraproducentes una vez que
su secrecidn es constante durante un periodo crénico pues reducen la funcion de
las células del sistema inmune, incrementan los niveles séricos de triglicéridos y
colesterol, aumenta la presion arterial, la produccién del éacido gastrico, la
excrecion a nivel renal de potasio y magnesio , a su vez inhiben la actividad de la
vitamina D, también presentan un efecto hipoglucemiante secundario al aumento
de la gluconeogénesis a nivel hepatico y disminuyen la actividad de las hormonas
sexuales, como consecuente afecta directamente la capacidad reproductiva del
individuo. (30)

Los corticoesteroides son producidos en la glandula suprarrenal, la corteza es
responsable de segregar mineralocorticoides principalmente la aldosterona y
corticosterona los cuales regulan los niveles hidro salinos del organismo; los
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glucocorticoides mas representativos son el cortisol y la cortisona, responsables del
metabolismo de los hidratos de carbono; por otro lado los andrégenos también son
liberados en la corteza suprarrenal; mientras que la medula de la glandula
suprarrenal libera las catecolaminas, las cuales son predominantes durante la
respuesta aguda ante el estrés. (31)

2.1 CORTISOL

El cortisol es una hormona glucocorticoide producida en la corteza de la glandula
suprarrenal, su sintesis y liberacién estd modulada por estimulos centrales
(hormona adrenocorticotropa) y periféricos (sistema adrenérgico) como parte de la
respuesta fisiolégica al estrés agudo o crénico. (6)

Una vez en sangre el 75-80% estd unido a una proteina transportadora
(transcortina) y el resto se encuentra libre. Se metaboliza en el higado y sus
productos se excretan por via renal y biliar. (17) (27)

Las funciones del cortisol se ejercen a través de mecanismos gendmicos regulando
la expresion de genes especificos a través de la interaccidon directa con el ADN y
por mecanismos no gendmicos a través de proteinas que actiian en los procesos de
transcripcion. (18)

Asi mismo, actia a nivel de diferentes funciones vitales relacionadas con el
metabolismo energético, el control de la volemia, modulacion inmunoldgica,
crecimiento, mineralizacion Osea e incide en respuestas del sistema nervioso
central y autbnomo. (18)

En el humano la sintesis promedio de cortisol es de 5mg/m2/dia, equivalente a 10
mg/m2/dia, en situaciones de estrés la sintesis puede aumentar a 100 mg/m2/dia.
(13)

Tabla 1. EFECTOS FISIOLOGICOS DEL CORTISOL
Metabolismo e Promueve gluconeogénesis hepatica
e Aumenta la resistencia periférica a la insulina
e Aumenta la produccion de &cidos grasos libres
e Disminuye la formacién de hueso
e Disminuye la masa 6sea

e Efecto adipogénico de predominio visceral
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Cardiovascular y
renal

Sistema
endocrino

Sistema nervioso

Tejido conectivo
y piel

Tracto
gastrointestinal

Hueso

Ojo

Promueve la retencion hidrosalina

Disminuye la liberacion de gonadotrofinas, hormona

estimulante de la tiroides y hormona del crecimiento
Desencadena ansiedad y depresion

Reduce la produccién de colageno y fibras musculares

Inhibe la absorcion de calcio

Inhibe los mecanismos protectores de la mucosa géstrica
Inhibe la funcién osteoblastica

Induce un balance negativo de calcio

Aumenta la presion intraocular
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3. ESTRES

El Dr. Walter Cannon (1933) definié la homeostasis como “la sabiduria del cuerpo”
y no erro al describir de tal forma a la serie de respuestas fisiologicas coordinadas
para estabilizar o defender parametros fisioldgicos. (31)(30)

A su vez acuio el término “alostasis” para reflejar el proceso dinamico en el cual
los organismos ajustan distintos parametros fisiolégicos para adaptarse a
circunstancias o entornos nuevos y cambiantes, es decir la alostasis describe los
mecanismos que mantienen la estabilidad a través del cambio. (12)

Bruce McKeen propuso el término de “carga alostatica” para describir la carga
sobre el cerebro y el cuerpo que ocurre después de una experiencia estresante que
ocurre durante un periodo que sobre pasa la capacidad de la alostasis. (30)

Segun el Dr. Hans Selye el estrés es un estado constante pues no se pueden
eliminar todos los factores estresantes de la vida, sin embargo, es posible
controlarlo para mantener la salud. Hans describié el Sindrome de Estrés o
Sindrome de Adaptacion General (GAS), en el cual describe signos y sintomas
caracteristicos en las tres fases del estrés: alarma, resistencia y agotamiento; que
permiten identificar los cambios fisiologicos dependiendo del tiempo y la
exposicion al fenomeno o elemento estresor. (17)

Fase de Alarma

Inicia en el momento en el que se percibe algo estresante y el cuerpo responde
activando el sistema simpatico como una respuesta de lucha o huida, predomina el
efecto de las catecolaminas, como consecuencia de exponer al cuerpo en repetidas
ocasiones a esta fase se presentan ulceras gastricas, involucién timica, de ganglios
linfaticos y bazo; es una respuesta aguda. (6)

Fase de Resistencia

Una vez que se reconoce que el estrés continda, el cuerpo activa mecanismos
metabdlicos para mantener la homeostasis (alostasis), la liberacién hormonal de
catecolaminas es menor pero constante por otro lado las concentraciones de
cortisol son elevadas. (6)

Fase de agotamiento

En esta fase se agotan las capacidades adaptativas del organismo se pierde el
equilibrio y alostasis, lo cual aumenta el estrés oxidativo, consecuentemente la
carga alostatica, entre multiples alteraciones organicas, el sistema inmune se
encuentra debilitado por lo que el cuerpo se vuelve mas susceptible a la
enfermedad y muerte. (6)
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Pueden describirse diferentes tipos de estrés, por ejemplo el estrés fisico se
presenta bajo circunstancias en las que el cuerpo sobre pasa los limites fisioldgicos
de forma aguda o crénica, activando asi sistemas alostaticos para mantener las
demandas fisicas a las que se expone el organismo, sin embargo las consecuencias
pueden ir desde lesiones musculares hasta desgastes articulares de mayor
gravedad, la respuesta inicial ante el estrés fisico estd regulado principalmente por
la secrecion de las catecolaminas, particularmente de la noradrenalina. (10)

El estrés psicoldgico esta condicionado por eventos que alteran el estado emocional
y mental manteniendo alerta los sentidos de tal forma que se percibe con
exageracion los estimulos externos, lo que lleva a tener un comportamiento
excesivo ante situaciones que no representarian un verdadero riesgo vital de lucha
o huida; sin embargo, ante un importante estrés psicolégico se manifiestan
alteraciones de sistemas vegetativos, acompaniados de modificaciones en la
conducta, perdida de la atencion, alteraciones en la memoriay en el juicio racional,
afectando asi el comportamiento social y la interaccion interpersonal. Se ha
estudiado y demostrado que el estrés psicoldgico puede desencadenar mecanismos
gue influyen en la patogenia de la muerte subita. (7) (9)

Las secuelas que condiciona el estrés psicoldgico son alteraciones a nivel
neuroldgico, desencadenadas por apoptosis neuronal, que implica dificultades en
el proceso de aprendizaje, disminucién de la atencion, alteraciones en el suefio,
memoria, juicio, asi como mayor predisposicion o bien el desarrollo de sindromes
psiquiatricos y enfermedades neurodegenerativas (19) (18) (22), a nivel
cardiovascular se presentan aumento de las resistencias vasculares, alteracion de la
frecuencia cardiaca, aumento de la permeabilidad endotelial, hipertension arterial
y desarrollo de enfermedades cardiacas (16); por otro lado, a nivel respiratorio se
observa un aumento de la secrecion mucosa, hiperreactividad bronquial, asi como
mayor actividad de macréfagos y mastocitos que favorece el desarrollo de fibrosis
(14) (15); a nivel reproductivo altera ejes hormonales gonadales, con una secundaria
disminucién de la libido y la fertilidad (21), asi mismo se ha documentado cambios
adversos en la morfologia y calidad de los espermatozoides; en las mujeres es mas
precoz el desarrollo de alteraciones ovaricas desencadenadas por el estrés
psicolégico, precipitando el desarrollo de sindrome de ovario poliquistico,
preeclampsia, abortos espontaneos y mayor predisposicion para presentar
endometriosis y cancer. El sistema inmune se ve afectado directamente por el
estrés psicologico al disminuir su respuesta nata, facilitando el desarrollo de
enfermedades infecciosas y por microorganismos oportunistas, retrasando la
produccién de anticuerpos o por el contrario exacerbando enfermedades
autoinmunes (17); a nivel del sistema tegumentario se presentan modificaciones en
diferentes niveles de la dermis y epidermis que repercuten en la capacidad
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protectora de la piel y de su capacidad regenerativa, aumento en la predisposiciéon
para enfermedades fotosensibles, cancer o enfermedades autoinmunes (23). Los
cambios gastrointestinales que se observan por dicho estrés son aumento de la
acides estomacal que puede evolucionar a ulcera gastrica y cancer gastrico o
esofagico, se presenta una disminucién de la liberacion de hormonas a nivel
intestinal limitando la adecuada absorcién de nutrientes y modificando la
peristalsis, presencia de constipacion, aumento en la permeabilidad intestinal que
favorece la proliferacion bacteriana y existe una constante inflamacion
gastroduodenal con una consecuente en colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn,
(23)(24); a nivel hepatico se observa un incremento del flujo sanguineo secundario
al aumento de las resistencias vasculares, menor capacidad de metabolizar
sustancias, aumento en la produccion de bilis y mayor depdsito de acidos grasos,
asi como inflamacion crénica que contribuye en su disfuncién tanto estructural
como funcional (41)(42).

Un efecto importante del estrés es la inflamacién y se define como la reaccion del
sistema vascular ante la lesion local de un tejido, que resulta de una respuesta del
sisterma inmune por la infeccién de un microorganismo, la inflamacién de forma
aguda se manifiesta en el sitio de lesion con dolor, calor y aumento del volumen;
de forma crénica y debido a la exposicion constante del agente inflamatorio existe
una adaptaciéon metabdlica que tienen como producto especies reactivas de
oxigeno y otros radicales libres, cuya produccion es compensada por un complejo
sistema antioxidante, sin embargo, en un estado crénico y ya en fase de
agotamiento al excederse la produccion de radicales libres se genera dafio a
diferentes niveles del organismo, modificando la estructura y funcion a diferentes
niveles bioldgicos, relacionandose con envejecimiento prematuro, exacerbando y
desencadenando enfermedades crénico degenerativas, promoviendo un alto indice
de mortalidad (10).

El estrés oxidativo es un estado de desequilibrio en el balance entre pro-oxidantes
y antioxidantes de un organismo bioldgico, es decir se presenta una vez que los
niveles de oxidantes sobre pasan la capacidad antioxidante. Los elementos
oxidantes son producto de distintas vias metabdlicas y si bien tienen efectos
benéficos bajo circunstancias fisiol6gicas una vez que su produccidon se ve
exacerbada por factores psicolégicos, fisicos, quimicos o metabdlicos tienden a
alterar las vias de sefializacion y lesionar biomoléculas a través de procesos de
oxidacion-reducciéon causando dafios que pueden ser irreversibles; clinicamente se
presentan multiples complicaciones de enfermedades subyacentes o el desarrollo
enfermedades cronico degenerativas o cancer (17)(23)(40)(41).
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3.1 RADICALES LIBRES

Se conoce como radical libre al &tomo o molécula con uno o mas electrones no
apareados en el ultimo orbital, que es capaz de reaccionar con multiples moléculas
a través de su oxidacion (28) (43).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son una fuente enddgena de radicales
libres que son producidas como parte del metabolismo celular y de la respuesta
ante distintos estimulos ambientales como el estrés fisico, la radiacion, la
contaminacién ambiental, la intoxicaciéon quimica y multiples enfermedades. Es
posible clasificar a las ERO en radicales libres y no radicales, las primeras son las
moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados, en el caso contrario
las formas no radicales se forman cuando dos radicales libres comparten sus
electrones desapareados. Las principales especies reactivas segun su importancia
fisioldgica son el anion superodxido (O 2-), el radical hidroxilo (*OH) y el peréxido
de hidrogeno (H 2 O ). A su vez existen especies reactivas de nitrégeno y oxigeno
(ERNO) como el anhidrido nitroso (N203) y el peroxinitrito (ONOO-) 5 con un
importante papel al oxidar proteinas (28). A diferencia de las ERO, las ERN tienen
un tiempo de vida media mas largo lo que las hace mas dafiinas (67).

La funcion de las especies reactivas de oxigeno radica en una serie de mecanismos
de defensa del sistema inmunitario, actuando como bactericida y participando en
la activacion de vias de sefializacién celular; por otro lado, su presencia en altas
concentraciones condiciona un aumento en la capacidad de oxidar biomoléculas
como lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. (23)

TABLA 2. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y SUS PRINCIPAES

CARACTERISTICAS
Radical Nombre Caracteristicas
0 Superoxido Es muy reactivo en medio hidrofdbico, pero no puede atravesar libremente

las membranas biologicas, en condiciones fisiologicas puede transformarse
€n P‘_'r[’)_\.ld() dL’ h'“j rl')g(_'l_l(l L

"OH Hidroxilo Es el mas reactivo y se le ha relacionado con el dano sufrnido directamente
en ADN, proteinas y lipidos

H_ O, Perdoxido deHidrogeno No es un radical, pero puede generarlos raipidamente al estar en contacto
con iones metdlicos, como el Fierro y el Cobre "2

ONOO Peroxinitrito Se forma a partir de la reaccidon del radical superdxido con el Acido nitrico.
P P
Se le ha relacionado directamente con la patologia de varios desordenes
neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer !

e, Oxigeno simple Se forma como producto de la reaccidn del glutation reducido y el radical
superoxido, y durante la ipoperoxidacion . Juega un papel importante en
Pr(](_‘f_‘.‘\'(l.‘; dL' mu[ilg{:‘n[_‘his, C:lrcin[)g(_"nuhi};, [_‘n\’(_’i(_‘(imicnlt) '_\' dc_‘ﬂ)rdf_‘nc.‘;
degenerativos
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Gonzélez-torres, M. C., & Ortiz-mufiiz, M. B. R. (2000). Dafio Oxidativo y Antioxidantes. Bioquimia, 25(1), 3-9.

Se han identificado diferentes fuentes exdgenas de radicales libres como el humo
de cigarro, exposicion al ozono, hiperoxia, radiacion ionizante, iones de metales
pesados (hierro, cobre, cadmio, mercurio, niquel, plomo y arsénico).

Una sobreproducciéon de radicales libres condiciona alteracidon de la estructura y
funcion de las biomoléculas, desencadenando diferentes enfermedades vy
aumentando la mortalidad; por tal motivo es fundamental la regulacion del estado
redox; el cual se integra por antioxidantes enziméticos y no enzimaticos cuyo fin es
evitar el desarrollo del estrés oxidativo (32)(33).
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3.2 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es aquella sustancia que disminuye de manera significativa la
toxicidad y los efectos adversos de sustancias oxidantes derivadas del oxigeno y el
nitrégeno (32).

Son multiples los mecanismos antioxidantes del organismo y constituyen un
sistema complejo compuesto por macromoléculas, enzimas, co-sustratos
antioxidantes, antioxidantes enddgenos, antioxidantes exdgenos y sistemas de
control en la sintesis de proteinas (24). Su funcién radica en unirse a los radicales
libres para transformarlos en radicales menos toxicos o bien redistribuirlos a sitios
donde causan menor dafio o es posible su eliminacion.

Entre los principales antioxidantes se encuentran las proteinas que al unirse a
metales como la transferrina y la albumina evitan la acumulacion de hierro libre,
por otro lado, la ceruloplasmina esta encargada de captar cerca del 90% del cobre
extracelular inactivando asi el radical su peréxido (29).

Los antioxidantes enddgenos son moléculas nucleofilicas que ofrecen electrones a
las especies reactivas para evitar que estas ataquen a las macromoléculas ejemplos
de estos antioxidantes son: el glutation, el NADPH, la albumina, el acido Urico, la
coenzima Q, la bilirrubina y la melatonina (27).

Los antioxidantes exégenos son aquellos que provienen de la dieta, tales como la
vitamina E (a- tocoferol), la vitamina C (&cido ascorbico), el pB-caroteno
(provitamina A), el cobre, el selenio, el zinc, el manganeso, los polifenoles, los
licopenos, los acidos egalicos, los flavonoides, la quercetina, la hesperidina y las
catequinas (25)(26).

Por otro lado los antioxidantes enzimaticos estan constituidos principalmente por
las superoxido dismutasas que catalizan el cambio del radical superéxido a
peréxido de hidrogeno, como la catalasa que presenta una amplia distribucion y
renovacion siendo su actividad principal en los peroxisomas donde se cataliza la
conversion de peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular; finalmente las
glutation per oxidasas que son responsables de catalizar la reaccion a traves de la
cual el glutatién reducido reacciona con peroxidos para transformarlos en agua y
alcohol (27).

El glutation es un antioxidante enddgeno no enzimatico que tiene un efecto
protector a nivel celular contra el dafio oxidativo de lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, presenta una actividad sinérgica con otros antioxidantes como la
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vitamina C, vitamina E y las superoxido-dismutasas, se encarga de captar radicales
hidroxilo y de oxigeno simple y reduce la concentracion de peréxido; por otro lado
el a-tocoferol (Vitamina E) que se encuentra presente en las membranas celulares y
en las lipoproteinas plasmaticas se caracteriza por presentar en su estructura un
grupo —OH del que puede removerse con facilidad el hidrogeno, sustituye asi
a otros oxidantes y detiene la lipoperoxidacion debido a su mayor afinidad por los
radicales peroxilo, la Vitamina C es responsable de eliminar los radicales libres de
los compartimientos hidrofilicos de la célula, de la matiz extracelular y del sistema
circulatorio. (27)

3.3 ASTAXANTINA
La astaxantina es un carotenoide que pertenece al grupo de las xantofilas, es
producida por especies de algas como Haematococcus pluvialis (es la principal
fuente de obtencion), Chlorella xofingiensis y Chlorococcum y por la levadura Phaffia
rhodozyma (34). Es un nutriente liposoluble que cuenta con una estructura
molecular que le permite tener una localizacién transmembrana, lo que facilita la
eliminacién de ROS y otros radicales

libres mediante la donacion de un
electrén o bien a través de la unidn
con el radical libre formando una
° S e s i especie menos reactiva tanto en la
parte interna como externa de la
membrana celular, siendo asi el
antioxidante mas completo para
neutralizar los oxidantes (34)(35).

[s] Astaxanthin 3R, 3'S

Es metabolizada a nivel hepatico por
el citocromo p450 1Al / 2 hepatico, en

o Astaxanthin 3R, 3'R

3-hidroxi-4-oxo-p-ionol y 3-hidroxi-4-
B-ionona y eliminada por via renal. Su absorcion es compatible con el sistema flip-
flop, teniendo una absorcion mas lenta que su eliminacién (via renal). Petri y
Lundebey estudiaron la distribucién de astaxantina en ratas después de 2 semanas
de administracién y encontraron un
FIGURA 1. Isémeros de astaxantina. Fuente: Hagen, Siegmund y Breune, - - ,
(2002) (32) acumulo principalmente en higado,
bazo, rifién, ojo, glandula suprarrenal
y piel (32).

Estudios de Stewart y cols. prueban que la dosis mas alta de 6,000 mg/kg/dia no
condujo a la muerte aguda en ratas; mientras que Katsumata y Vega no
encontraron ningun efecto adverso en la suplementacién de 1000 mg/kg/dia
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durante 13 semanas en ratas; mientras que Edwards et al analizaron datos
experimentales clinicos y resumieron la toxicidad de la astaxantina y su
carcinogenicidad no demostraron carcinogenicidad en el ciclo de vida de la rata,
aunque. Existen estudios que prueban que la astaxantina puede causar
pigmentaciéon en la piel de los animales en una concentracién superior al
tratamiento no tiene efectos adversos sobre las plaquetas, la coagulaciéon y la
fibrinolisis. (83)

Diferentes concentraciones de astaxantina en personas sanas mejoran los niveles de
lipidos en sangre y la condicion de la piel sin efectos secundarios significativos. (84)

La astaxantina cuenta con una importante capacidad antioxidante,
antiinflamatoria, hipoglucemiante (37), mejora la produccién de insulina (58), es un
estimulante del sistema inmune, cuenta con un efecto hipotensor y antineoplasica,
ademas de su actividad protectora a nivel neuronal, cardiaco, éptico, cutdneo y
renal, disminuye la apoptosis neuronal mejorando los déficits cognitivos,
disminuye los efectos secundarios del metabolismo del ejercicio y favorece la
recuperacion, facilita el metabolismo de los lipidos, consecuentemente tiene efecto
anti esclerético, aumenta la fuerza y previene el foto envejecimiento (36).

El efecto antioxidante de la astaxantina radica en su potente efecto como captador
de radicales libres y especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, siendo 11 veces mas
potente que el beta-caroteno y 550 veces mas grande que el alfa-tocoferol (36).

Asimismo, sus propiedades polares (tiene dos grupos ceténicos en cada anillo) le
permite colocarse en un lugar estratégico en la membrana celular, preservando
tanto la parte interior como la superficie externa de la membrana, dando rigidez,
modificando su permeabilidad y aumentando su potencial antioxidante debido a
sus interacciones con la membrana lipidica. (36) Se ha demostrado que la
astaxantina es mas efectiva que la vitamina E en la proteccion de las mitocondrias
de las células hepaticas de ratas contra la peroxidacién lipidica (36). La astaxantina
atenta la produccion intracelular de O2- restaurando la red antioxidante de
superéxido dismutasa y catalasa, revirtiendo asi la toxicidad inducida por
lipopolisacaridos y la produccidn de especies reactivas de oxigeno. (87)

La capacidad anticancerigena de la astaxantina se ha demostrado en multiples
tipos de cancer como el cancer oral, (88) el de vejiga (89), el carcinoma hepatocelular
(90) (91), de colon (92)(93) y la leucemia, sus efectos terapéuticos se atribuyen a las
vias apoptéticas, de inflamacién, anti proliferativas y de unién celular en las que
participa (87).

La actividad bioldgica de la astaxantina después de la ingestion depende de su tasa
de absorcién que puede estar relacionada con el nivel de enzimas en el tracto
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intestinal. (85) Algunos autores explican que puede deberse a la estimulacion de la
secrecidon de bilis del higado y la colesterol lipasa después de la administraciéon
oral, acelerando la hidrolisis y la absorcién de éster de astaxantina. (85)

Multiples estudios han centrado su atencion en demostrar los efectos benéficos que

tiene a diferentes niveles organicos

continuacion, se describen algunos de ellos en la siguiente tabla.

la suplementacion de astaxantina, a

ESTUDIOS CLINICOS EN LOS QUE SE INVESTIGA LA SEGURIDAD,
BIODISPONIBILIDAD Y EFECTOS DE LA ASTAXANTINA

ESTUDIO POBLACION (n=| POBLACION EFECTOS DE LA
ndamero de | (n= numero de | ASTAXANTINA
personas) personas)

Iwamoto et | Voluntarios (n= 24). | Diferentes dosis: | Reduccion de la

al, 2000. 1.8, 3.6, 14.4, 21.6 | oxidacién de LDL.

mg/dia, 2
semanas.

Osterlie et al, | Voluntarios, Una sola dosis | Presencia de

2000. hombres de | de astaxantina | astaxantina, isdmeros
mediana edad | de 100mg. E/Z y R/S, en las
(n=3). lipoproteinas

plasmaticas
(quilomicrones VLDL).

Miyazawa et | Japoneses de |3 mg/dia de | Presencia de astaxantina

al, 2011. mediana edad vy |astaxantina, 4 y | en los eritrocitos.
senior (n=30). 12 semanas.

Miyazawa et | Japoneses de | 1 y 3 mg/dia de | Presencia de astaxantina

al, 2011. mediana edad vy | astaxantina, 4 y | en plasma.
senior (n=30). 12 semanas.

Mercke- Voluntarios, Una sola dosis | Biodisponibilidad oral

Odeberg et | hombres sanos | de astaxantina | mejorada con  una

al, 2003. (n=32). de 40 mg. formulacion a base de

lipidos.

Spiller y | Adultos sanos | 6 mg/dia (3 - 2| Seguridad demostrada

Dewell, (n=35). mg/pastillas/ en evaluacion de

2003. dia) durante 8| medidas de presion

semanas. arterial y bioquimica.

Coral- Hombres adultos | 10 mg y 100 mg, | Isbmero Z es absorbido

Hinostroza | sanos (n=3). una sola dosis o | selectivamente  Cmax

et al, 2005. 4 semanas. 0.28 mg/L a las 115

horas en dosis altas y
0.08 mg/L en dosis
bajas Semivida de
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eliminacién 52 (SD 40)
horas.

Karppi et al, | Hombres 8 mg/dia, 12 | Absorcién intestinal
2007. finlandeses sanos | semanas. adecuada con capsulas
no fumadores Reduccion de los
(n=40). niveles en plasma de
acidos grasos 12 y 15
hidroxi.
Parisi et al, | Personas de edad |4 mg/dia, 12| Mejora la disfuncion
2008. no avanzada | meses. central de la retina con
relacionadas con la la edad relacionada a la
degeneracion degeneracion  macular
macular (n=27). cuando se administra
con otros antioxidantes.
Miyawaki et | Hombres sanos | 6 mg/dia, 10| Decrece el tiempo de
al, 2008. (n=20). dias. trdnsito de la sangre
(mejora de la reologia
sanguinea).
Rufer et al, | Hombres sanos |5 mg salmén | Mejor biodisponibilidad
2008. (n=28). fresco  (salvaje | con el salmén de
vs. Piscifactoria), | piscifactoria, pero ésta
4 semanas. se hace equivalente en
el dia 28 Isémero (3S,
3’S) mayor en plasma
comparado  con la
proporcion de isémeros
en el salmén salvaje.
Uchiyama vy | Voluntarios sanos | 8 mg dos veces | Disminucion
Okada, 2008. | con riesgo  de | al dia durante 3 | significativa de HbAlc
sindrome meses. y TNF-alfa Incremento
metabolico(n=17). significativo de
adiponectina.
Park et al, | Mujeres sanas | 0, 2, 8 mg/dia, 8 | Disminucion en plasma
2010. (n=14). semanas. de 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-
OHdG) después de 4
semanas. Disminucién
de Proteina C reactiva
(CRP) después de 4
semanas para los que
tomaron 2 mg/dia.
Yoshida et | Hombres y mujeres |0, 6, 12, 18 | Disminucion
al, 2010. con mg/dia, 12 | significativa de
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hipertrigliceridemia | semanas. triglicéridos y aumento

(n=61). del colesterol HDL.
Aumento significativo

de la adiponectina.
Choi et al, | Hombresy mujeres|5 mg o 20 | Descenso significativo
2011. con sobrepeso Yy | mg/dia, durante | de los biomarcadores de
obesos (n=23). 3 semanas. estrés oxidativo (MDA,

ISOP, SOD y TAC).

Piermarocchi
et al, 2011.

Personas de edad
no avanzada
relacionadas con la
degeneracion
macular (n=145).

4 mg/dia, 2
anos.

Estabilizacién o mejoria
en la agudeza visual,
sensibilidad al contraste
y funcion visual.

Nakamura et | Voluntarios sanos |4 o 12 mg | Mejora de la agudeza
al, 2004 mayores de 40 | diarios, 28 dias. | visual lejana, el tiempo
anos. de adaptacion
significativamente mas

corto.
Sin  cambios en la
refraccion, frecuencia de
parpadeo o reflejo de la

pupila.
Sawaki et al, | Voluntarios sanos | Astaxantina Mejora el “campo de
2002 n=18 (para el |extraida de H.|vision de fondo” y la

estudio de vision)

Voluntarios sanos
n=16 (para el
estudio de ejercicio)

pluvialis 6 mg
astaxantina por
dia, 4 semanas
(para ambos
estudios)

fusién critica de
parpadeo.

No hay efectos sobre la
agudeza visual estatica
ni cinética.

Mejora el “campo de
vision de fondo” y la
fusion critica

de parpadeo.

No hay efectos sobre la
agudeza visual estatica
ni cinética.

Bajé significativamente
la concentracion en
suero del acido lactico,

en hombres voluntarios

adultos, en 2 min
después de  correr
1200m.
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Nagaki et al,
2006

Sujetos que sufren
fatiga visual, n=31

Astaxantina

extraida de H.
pluvialis 6 mg
astaxantina por
dia, 4 semanas.

Mejora la fatiga visual

debida a la
visualizacion de
pantallas en los
trabajadores.

Comhaire et | Hombres de 20| Astaxantina: 16 | Disminucion de ROS.
al, 2005 parejas no fértiles | mg/dia, 3 | Secrecion de inhibina B
con niveles de los | meses. por las células Sertoli.
valores de Los dos parametros
referencia del anteriores indican el
esperma por debajo posible efecto de la
de lo recomendado astaxantina en
por WHO. parametros del esperma
y en la fertilidad.
Kupcinskas | Pacientes con |3 grupos: | Gran reduccién de los
et al, 2008 dispepsia (n=44). placebo, 16 mg | sintomas de reflujo en la

astaxantina y 40
mg de
astaxantina, 4
semanas.

semana 4 con 40 mg de
astaxantina.

Roldan, P. L., & Mach, N. (2012). Effect of consumption of astaxanthin in health. Rev Esp Nutr Comunitaria, 18(3), 164-177.
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4. HIGADO

4.1 ANATOMOFISIOLOGIA DEL HIGADO

El higado es un 6rgano con caracteristicas glandulares, con un peso aproximado de
1500 g. Estéa localizado en el hipocondrio derecho, debajo del diafragma, protegido
por la parrilla costal y rodeado por la capsula de Glisson y peritoneo visceral; el
sostéen y fijacion se lo da la vena cava inferior, el ligamento redondo y los
repliegues peritoneales (38). Cuenta con cuatro caras; la cara posterior en contacto
con el rifibn derecho; la cara anterosuperior que se encuentra separada del
diafragma por parte de la cavidad peritoneal dividida en dos l6bulos (izquierdo y
derecho) por el ligamento falciforme; la cara posteroinferior: parcialmente cubierta
por peritoneo y adyacente al duodeno, pancreas y colon derecho, los surcos
dividen esta cara en cuatro l6bulos; en esta cara se observa el 16bulo cuadrado el
cual se encuentra delimitado por el surco umbilical a la izquierda, el lecho
vesicular a la derechay el hilio del higado por detras(36).

Funcionalmente existen dos l6bulos, el izquierdo y derecho los cuales son
independientes respecto a su vascularizacion portal, arterial y drenaje biliar, se
encuentran separados por la cisura total portal principal, la vena porta inferior se
divide en rama derecha e izquierda. El I6bulo derecho cuenta con el sector anterior
(segmentos V y VII) y el sector posterior (segmentos VI y VII), mientras que el
I6bulo izquierdo se conforma por el sector medial (segmentos Il 'y IV) y el sector
lateral que es el segmento 11 (22).

Su irrigacion depende de dos sistemas: vena porta y arteria hepatica; la primera se
encarga del 75% del aporte sanguineo, drena sangre del estbmago, intestino,
pancreas y bazo, esta formada por la union de las venas mesentérica superior y
esplénica; la arteria hepatica que es una rama de la hepatica comun, del tronco
celiaco representa el 25% del aporte del higado (39).

Existe una via biliar principal y una accesoria, la primera esta conformada por los
conductos hepatico derecho e izquierdo, el hepatico comun y el colédoco, a su vez
por los canaliculos biliares que drenan la bilis ductal y canalicular que se unen a la
salida del higado para formar el conducto hepéatico comudn, al que se une el
conducto cistico para formar el colédoco con sus cuatro porciones:
supradudodenal, retroduodenal, intrapancreatico e intraduodenal (22).

La via biliar accesoria consta de la vesicula biliar y el conducto cistico.
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El higado es un d&rgano glandular que desempefia diferentes funciones
reguladoras; hemodinamicamente actiia como reservorio al recibir el 40% del gasto
cardiaco, es el responsable de filtrar y depurar la sangre procedente del territorio
portal y el alto flujo linfatico del organismo (39).

Produce la mayor cantidad de proteinas plasmaéticas del organismo, por ejemplo la
albumina que mantiene la presion coloidosmotica del plasma; las lipoproteinas
principalmente las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), en menor cantidad
produce lipoproteinas de baja densidad (HDL) y las lipoproteinas de alta densidad
(HDL); las glucoproteinas responsables del transporte de hierro; la protrombina y el
fibrindgeno y globulinas no inmunitarias como la a y [ que tienen funcion
transportadora y reguladora de presion coloidosmética. (39)

El higado almacena la vitamina A, metaboliza la vitamina D convirtiendo la
vitamina D3 en 25-hidroxicolecalciferol y la vitamina K que es importante para la
sintesis hepatica de factores de la cascada de coagulacion.

El metabolismo de los lipidos consiste en el depdsito y produccién de energia por
beta oxidacion de éacidos grasos obteniendo ATP de Acetil-CoA; a su vez la
conversion de glucidos y proteinas en acidos grasos, formacién de lipoproteinas y
finalmente formacion de colesterol y fosfolipidos (27).

El higado es el 6rgano regulador de los aminoacidos circulantes y forma el 90% de
las proteinas plasmaticas: albumina, a-feto proteina, al-AT, ceruloplasmina,
fibrindgeno, transferrina, C3, C4, al-antiquimiotripsina, haptoglobina PCR,
amiloide sérico A, ferritina (27).

Es responsable del metabolismo y degradacion de farmacos, hormonas, toxinas y
otras sustancias exdgenas; la secrecion biliar para la emulsificacion y solubilizacion
lipidica, implicitamente también de la excrecion de pigmentos biliares y
neutralizacién del Ph acido duodenal. El higado del adulto secreta en promedio 1
litro de bilis por dia (98) (25).

Asi mismo del catabolismo de hormonas peptidicas, tiroideas, esteroides
gonadales y suprarrenales, sintesis de factores de coagulacion (fibrindgeno (1),
globulina aceleradora (v) y los factores vitamina-K dependientes (protrombina-II,
VI, IX, X), almacenamiento de vitaminas y metales (Vitamina A, D, B12, ferritina)
(25) (26)(27).

Los hepatocitos son los encargados de la glucogendlisis/gluconeogénesis,
almacenando almacenar el glucégeno que representa el 1% del peso del higado,
una vez saturado el almacenamiento de glucégeno se forman acidos grasos a partir
de la glucosa, asi el higado es el responsable de regular la concentracion de glucosa
sérica (98).
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El higado posee una inervacion simpatica y parasimpatica, las fibras simpaticas
producen un aumento de las resistencias vasculares, la disminucién del volumen
sanguineo hepético y un rapido incremento de las concentraciones séricas de
glucosa (98); mientas que las fibras parasimpaticas promueven la captacion de la
glucosa y su utilizacion.

4.2 HISTOLOGIA

Los componentes estructurales del higado son: el parenquima que son cordones de
hepatocitos separados por capilares sinusoidales; el estroma de tejido conjuntivo se
continla por la capsula de Glisson, vasos sanguineos, nervios, vasos linfaticos y
conductos biliares; los capilares sinusoidales que componen el conducto vascular
entre los cordones de hepatocitos, espacios perisinusoidales que se encuentran entre
el endotelio sinusoidal y los hepatocitos (29).

El hepatocito tiene una forma poligonal con medidas de 25 a 40 pm con un
citoplasma eosinofilico y un nucleo central redondo u ovalado que en ocasiones en
pacientes jovenes o ciertas patologias puede contener glucégeno, en el hepatocito
adulto contienen el doble de la cantidad de ADN normal, la membrana celular
forma canaliculos biliares con el hepatocito adyacente mediante uniones
especializadas. Su citoplasma contiene el reticulo endopladsmico y glucégeno (29).
Su vida media es de 5 meses y tienen una capacidad de regeneracién considerable.
Los hepatocitos presentan abundantes peroxisomas, los cuales en sus procesos (98).

El lobulillo hepético es la unidad microscépica basica del higado; tiene una medida
aproximada de 2mm x0.7 mm (98). Transversalmente se aprecia como un
hexagono, con pilas de cordones de hepatocitos anastomosados que irradian desde
la vena central hasta la periferia hasta los veértices donde se localizan las triadas
portales, las cuales estdn compuestas por los S R

vasos interlobulillares es decir unaramade la  hepaticos (vena central)

arteria hepética, una vena porta y un
conducto biliar (98).

Por otro lado, el acino es la unidad
estructural que proporciona la mejor
correlacion entre la perfusion sanguinea, la
actividad metabdlica y la patologia hepatica
(98). Dicha estructura tiene forma romboidal,
esta centrado por un espacio porta con las
venas centrolobulillares en la periferia. Cada
acino esta dividido en tres zonas: Zona |, Il y
11 (la zona 1 es la méS cercana a las triadas FUGURA 2. Lobulillo hepatico clasico Ross, M. H., & Pawlina,

W. (2013). Histologia: Texto y atlas color con biologia celular y
molecular (6a. ed.). Buenos Aires: Médica Panamericana.
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portales, por lo cual son las primeras en recibir oxigeno, nutrimentos y toxinas,
contiene hepatocitos con mayor namero de mitocondrias, la zona 2 y 3 tienen
mayor susceptibilidad a la necrosis isquémica (98)(30).

Las vias biliares se localizan entre los hepatocitos y drenan en los conductos
biliares que se encuentran en los espacios portales, los cuales transportan la bilis

N g A SrEe desde los canales de Hering hasta

o g, g I L ) o, “:'.r. T #_,‘\ll-1 -

fﬁ{q?{}'ﬁ.k 3 . los ductos biliares que se

e !-".~"‘"'!~-'-5]‘.I# fie ‘% anastomosan para formar los
FRa 2

ductos mayores hepaticos derecho
e izquierdo, que confluyen
formando en el hilio (29).

'q....‘,; Mientras que los sinusoides son
g T los canales de la red vascular
e R donde fluye la sangre de forma
(s = centripeda es decir desde los
Ay iy espacios porta hasta la vénula
'f_.-' hepatica o centrolobulillar, se
A gy encuentran revestidos por células
; Jreon Kupffer y linfocitos T o NK, su
Tl revestimiento endotelial es una
E 3 e e ldmina fenestrada que facilita el
P el : intercambio entre la sangre; los
CI) :",-'\ -P. l:!ﬁﬂ:ﬁ": L . g .
ERa Sl e T hepatocitos en el  espacio
! L 0 Rl g .. . . .
ek el t‘_i-;r:“ A perisinusoidal o de Disse es rico
X Pl _:"t“-' ia! LR Lt r e T .
A LRI, L e T . . .
el e s B en colageno tipo 3 y contiene las

células de Ito las cuales desempefian un papel importante en el control del flujo
sanguineo sinusoidal, fibrogénesis y almacenamiento de vitamina A en forma de
ésteres retinilicos dentro de las inclusiones lipidicas citoplasmaticas. (29) (98)

FIGURA 3. Microfotografia de higado humano tefiido con H&E Ross, M. .
H., & Pawlina, W. (2013). Histologia: Texto y atlas color con biologia celular y EI ESpaCI 0 pO rta son Canal es

molecular (6a. ed.). Buenos Aires: Médica Panamericana. ramificados que se originan en el
hilio que contienen conductos biliares, una rama de la arteria hepética, rama de la
vena porta, vasos linfaticos, fibras nerviosas y células inflamatorias. El tejido de
soporte contiene principalmente coldgeno tipo 1(98).
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ANATOMIA E HISTOPATOLOGIA COMPARATIVA DEL HIGADO ENTRE
EL HUMANO Y EL RATON

CARACTERISTICA RATON HUMANO
Anatomia e Ubicacion Subdiafragmética que Cuadrante
macroscoépica abarca todo el abdominal superior
abdomen craneal derecho
Lébulos 4: medial, 4: derecho (més
izquierdo (més grande), izquierdo,
grande), derecho caudado,
(bisecado), caudado Cuadrado
Vesicula biliar que Vesicula localizada
sobresale del istmo debajo del 16bulo R
central del 16bulo Prominente
medial 1.5kg
Indistinto
e Peso 29
Tejido e Placas hepaticas Menos aparente, Aparente
e Triada portal generalmente mas Son visibles
e Tejido conectivo prominente en zonas 1 No esta presente en
fibroso y2 higado sano,
e Estructura Triadas pequeias que principalmente se
sinusoidal Nno son muy aparentes observa en cirrosis
e Canaliculos No prominente en Igual
biliares salud o enfermedad, Igual
condiciones especiales.
Fenestradas y
discontinuas
No son facilmente
detectables en un
higado normal
Células e Hepatocitos biy Se observan Puede observarse

multinucleares
e Citoplasma claro
e Células de
Kupffer
e CélulasdeITO

comunmente,
especialmente en la
edad avanzada

Es mas evidente en
hepatocitos
centrolobulillares
Frecuente, se observan
mejor con
inmunohistoquimica
Presente en sinusoides

en el 25%de las
células

Poco frecuente
15% del total de las
células hepaticas
Igual

e Peso

29

1.5Kg
aproximadamente
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5. ENFERMEDAD HEPATICA POR ESTRES OXIDATIVO

La etiologia de la patologia hepética se encuentra directamente relacionada con el
estrés oxidativo y como tal con la consecuente apoptosis de hepatocitos (60).

El espectro de las enfermedades hepaticas incluye esteatosis hepatica, hipertension
portal, hepatitis, cirrosis, hasta carcinoma hepatocelular; estos cambios se dan ante
dos fendmenos importantes: el estrés oxidativo y la inflamacion. Por ejemplo, el
dafio hepatico inducido por alcohol u otra sustancia quimica hepatotdxica se
vincula con una produccion excesiva de ROS (49) (52).

Una vez formados los metabolitos de deshecho son reconocidos por los receptores
de células depuradoras como las células de Kupffer, células endoteliales y
estrelladas que estimulan la regulaciéon positiva de las citocinas y quimiocinas
proinflamatorias que activan a las células T, NK y a las células estrelladas
hepéaticas desencadenando una respuesta inflamatoria y una subsecuente
inducciéon de fibrosis del tejido hepéatico por el depdsito excesivo de matriz
extracelular,

principalmente colageno B0

tipo 1. (62)(80). :

Resistencia 2 la insulina
Ctros

La lesion por dafio
oxidativo a nivel de las
membranas
microsomales y ‘1
lisosomales  disminuye

los niveles de glutatién
sulfhidrilo y glutation-s-

Dafio DNA = e—

Infiltracion de células

Disfuncién

; inmunes
/ mitocondrial /

transferasa e
.. Activacion de Inflamacion
condicionando una -

1 1 1A T Carcinoma
dlsml_nucmn _de_ la e
capacidad antioxidante
fisiologica (62) y asi, el S—
dafio por estrés oxidativo Famaos

Toxinas
conduce a la muerte

celular;  condicionando (28)

una reconstruccion estructura  ricura 4. Lesion por estrés oxidativo cion en
miofibroblastos, la activacion de las metaloproteinasas de la matriz, la fibrosis
hepatica y cirrosis (61).

Por otro lado, la beta-oxidacion que ha sido alterada por el mismo estrés oxidativo
constituye un componente crucial en la patogenia de enfermedad hepatica al
favorecer la acumulacién de acidos grasos dentro de los hepatocitos (41). Un exceso
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de agentes oxidantes esta involucrado en la peroxidacion lipidica, al modificar la
permeabilidad mitocondrial altera su funcion y disminuye el flujo de los electrones
de la cadena respiratoria mitocondrial, lo que modifica la expresién y con ello la
sintesis de proteinas, disminucion del contenido mitocondrial y deterioro de la
beta oxidacion mitocondrial (48).

Tras el estrés oxidativo se presenta una lesion hepética que puede ser secundaria a
una lesion por toxinas, trastorno del sistema inmunitario, infecciones virales que
dan inicio o exacerban diversas enfermedades hepaticas (49).

Las células estrelladas son las responsables de la fibrogenesis hepatica secundaria a
una lesion, el estrés oxidativo media la activacién en la que se sintetiza una matriz
fibrdtica rica en colageno tipo I. (81)
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6. CAMBIOS HISTOMORFOLOGICOS EN ENFERMEDAD
HEPATICA POR ESTRES OXIDATIVO

Los cambios histomorfoldgicos caracteristicos de la enfermedad hepatica por estrés
oxidativo se caracteriza por infiltracion leucocitaria, esteatosis, congestion
vascular, vacuolizacion de hepatocitos y necrosis (28). Las células de Kupffer son la
principal fuente de especies reactivas de oxigeno, en ellas se expresa el complejo
NADPH oxidasa. Finalmente, las especies reactivas de nitrégeno son producidas
principalmente gracias a la accion de la sintasa de 6xido nitrico inducible, que es
expresada en todas las células hepaticas (67).

Debido al estrés oxidativo a nivel molecular, los factores de crecimiento, citocinas,
guimiocinas, cambios en la organizacion y composicion de la membrana celular,
desempefian un papel patolégico importante (67).

La peroxidacion de lipidos es el principal efecto de los radicales libres sobre los
lipidos que constituyen las membranas celulares; produce electrofilos como el
MDA o el 4-HNE; los cuales pueden modificar proteinas esenciales, lo que trae
como resultado la pérdida de la funcién de esta proteina y la homeostasis celular.
La fibrosis hepatica puede ser considerada como una respuesta celular integrada y
altamente dindmica del dafio hepatico cronico por estrés oxidativo. (67)

7. EFECTO DE ANTIOXIDANTES EXOGENOS EN ENFERMEDAD
HEPATICA

Se ha sugerido en estudios de la enfermedad hepéatica en sus diferentes estadios la
implementacion de terapia con vitamina E y otros antioxidantes, acompafiado de
cambios en los habitos dietéticos orientado a la reduccion de peso y el incremento
de la actividad fisica (33) (34).

Asi mismo se ha descrito que los suplementos de antioxidantes exdgenos
(betacaroteno, vitamina A, vitamina C, vitamina E y selenio) aumentan
significativamente la actividad de la gammaglutamiltranspeptidasa. Por lo que las
pruebas sobre si los suplementos de antioxidantes son eficaces para el tratamiento
de las enfermedades hepaticas son contradictorias (66).

Se han estudiado moléculas antioxidantes que actualmente han mostrado un efecto
hepatoprotector en ensayos preclinicos y clinicos como tratamientos adyuvantes de
la enfermedad hepatica (67).

Sin embargo, no existe suficiente evidencia sobre el uso de antioxidantes exdgenos
en la enfermedad hepética.
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8. EFECTO DE LA ASTAXANTINA EN LA ENFERMEDAD
HEPATICA POR ESTRES OXIDATIVO

La terapia antioxidante se encuentra dirigida a la prevencion y el tratamiento de
enfermedades hepéticas limitando el inicio y progresiéon del dafio hepético
secundario al estrés oxidativo.

Se demostrd que la astaxantina previene y revierte la resistencia a la insulina y la
esteatohepatitis disminuyendo la captacién de lipidos en el higado (29).

Asi mismo, la astaxantina inhibe la peroxidacion de lipidos de 100 a 500 veces mas
intensamente que la vitamina E (in vitro) (37); ademas, suprime la regulacién de
genes fibrogénicos en las células estrelladas hepaticas al bloquear Ila
sefializacion TGF- / Smad3. El tratamiento con astaxantina suprimio la expresion
de estos genes lipogénicos (36)(37). Ademas, la astaxantina disminuyo la expresion
de citocinas proinflamatorias, incluidas Tnf, 116 e I11b en mayor medida que la
vitamina E (36)(37). Por tanto, la astaxantina redujo la infiltracién y activacion de las
células de Kupffer para atenuar la inflamacién hepatica en ratones.

Estudios demuestran su efecto preventivo y terapéutico sobre la fibrosis hepatica,
el higado graso no alcohdlico, el cancer hepatico y el dafio inducido por farmacos e
isquemia; su efectividad radica en sus propiedades antioxidantes vy
antiinflamatorias, y la regulacion de multiples vias de sefializacion (82).
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9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estrés crénico es una constante en la vida de millones de personas, secundario a
las exigencias del mundo globalizado que implica un constante estimulo estresante
el cual, al sobrepasar la homeostasis de los sistemas compensadores desencadena
el estrés oxidativo; consecuentemente dicho estrés provoca dafios estructurales y
funcionales a nivel de las biomoléculas y el ADN, teniendo como resultado la
alteracion de vias de sefalizaciéon y un aumento en la liberacién de citosinas
proinflamatorias (8)(12).

Para que las manifestaciones clinicas por estrés oxidativo sean evidentes sera
necesario la cronicidad del estrés y la pérdida del equilibrio entre oxidantes y
antioxidantes; el umbral para superar la homeostasis puede verse modificado por
variables ambientales y personales, siendo subdiagnosticado el estrés durante
mucho tiempo, sin embargo, un diagnéstico tardio condicionard un deterioro
organico que puede ser reversible en el mejor de los casos o crénico degenerativo
(36).

La astaxantina es el antioxidante mas potente de la naturaleza y una excelente
alternativa para el tratamiento del estrés cronico, debido a que reduce el dafio
causado por las moléculas oxidativas, protegiendo a las biomoléculas y frenando el
desarrollo subsecuente del estrés oxidativo (36).

Las enfermedades hepaticas son un reto importante para la salud publica debido a
la alta incidencia de desarrollo de complicaciones por las mismas, en México la
enfermedad hepética ocupa el séptimo lugar como causa de mortalidad en
hombres y mujeres segun el INEGI en 2020 (77).

Independientemente de la etiologia de la enfermedad hepatica se ha demostrado
gue el estrés oxidativo juega un papel importante en la fisiopatologia y desarrollo
de esta. Sin embargo, no existe suficiente bibliografia que describa el efecto de la
suplementacion dietética con astaxantina como parte del tratamiento para
contrarrestar los efectos dafiinos del estrés oxidativo sobre el higado (28)(67).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es el efecto de la astaxantina sobre la histomorfologia hepatica de ratones
sometidos a estrés cronico?
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10. JUSTIFICACION

El estrés crénico es una constante en un gran porcentaje de la poblacion mundial y
si bien, es imposible eliminar completamente las causas del estrés, es imperativo
comprenderlo, estudiarlo y desarrollar mejores abordajes terapéuticos del mismo
(14)(13).

Los malos habitos dietéticos, el consumo de farmacos de manera indiscriminada, el
abuso de bebidas alcohdlicas, la infeccion por virus y el estrés psicolégico son
predisponentes de enfermedad hepatica (86). El estrés oxidativo se ha considerado
un factor desencadenante del desarrollo y evolucion de dicha patologia, por lo que
el uso de antioxidantes exdgenos en el tratamiento de tales enfermedades forma
parte crucial del tratamiento (92)(19).

Se ha hablado del uso de la vitamina E como coadyuvante en el tratamiento de
enfermedades hepaticas, sin embargo, no se cuenta con suficientes estudios del uso
de la astaxantina, la cual es 100 veces mas potente que la vitamina E y con mayores
efectos reguladores de distintos sistemas fisioldgicos (94).

En este estudio se pretende demostrar el efecto hepatoprotector de la astaxantina
en modelos experimentales expuestos al estrés psicoldgico crénico, sabiendo que
multiples estudios respaldan las actividades bioldgicas y protectoras de la
astaxantina (95)(96). Se espera evidenciar dicho efecto a través de los cambios
histomorfoldgicos en los modelos suplementados con astaxantina.
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11. HIPOTESIS

El estrés cronico desencadena la liberacion de radicales libres por medio del estrés
oxidativo, causando dafio molecular, estructural y funcional a nivel hepético. Por
ende, la suplementacién con astaxantina podria minimizar los efectos del estrés
psicologico y presentar cambios favorecedores a nivel hepatico en la
histomorfologia en ratones sometidos a estrés cronico.
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12. OBJETIVOS

12.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de la suplementacidn con astaxantina sobre la morfohistologia
hepatica de ratones sometidos a estrés psicoldgico crénico.

12.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Correlacionar los efectos del estrés cronico con indicadores morfohistologicos
de dafio hepético.

2. Evaluar la capacidad hepatoprotectora de la astaxantina en relacion con el
estrés cronico.

13. METODO

13.1DISENO DEL ESTUDIO
Ensayo experimental aleatorizado

13.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE TIPO DE DEFINICION DEFINICION NIVEL DE INDICADOR
VARIABLE TEORICA OPERACIONAL MEDICION
Condicion
S organica que
SEXO g distingue a los Macho o hembra
= Macho
S machos de las Categérica
O hembras.
Vocablo que
permite hacer
S mencién del
EDAD E tiempo _que ha Ratones con 9 a 10 Semanas - meses
b= transcurrido desde
c . semanas de edad
& el nacimiento de Continua
O

un ser vivo.

39



SUPLEMENTA-
CION CON
ASTAXANTINA

ESTRES
CRONICO

CAMBIOS
MORFO
HISTOLOGICOS
A NIVEL RENAL

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Moléculas capaces
de retardar o
prevenir la
oxidaciéon de otras
moléculas.

Estimulo repetido,
continuo y por un
periodo largo de
tiempo con
capacidad de
alterar la
homeostasis.

Proceso mediante
el que existe una
modificacion de la
normalidad

Dosis de antioxidante
suplementada en
ratones en
determinado tiempo

Estimulo ocasionado
por la manipulacion
del ratén

Cambios que implican
alteraciones de la
morfologia e
histologia respecto a
la condicion normal
del higado

13.3 UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA
Se emplearon 28 ratones macho, los cuales se distribuyeron aleatoriamente en 4
grupos experimentales (n=7) de la siguiente forma:

Control

Estrés crénico

1
2
3. Estrés crénico y suplementacion de astaxantina
4

Esquema de suplementacién de astaxantina

13.4 INSTRUMENTO DE INVESTIGACION
Para el presente estudio se utilizaron ratones macho cdl de 9-10 semanas de edad
con un peso de 30-35 gramos, obtenidos del Bioterio de la Universidad Auténoma
Metropolitana (UAM) campus Xochimilco.

De razén

Nominal

Nominal

Miligramos por
kilogramo

Presente o Ausente

Presente o Ausente
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13.5 DESARROLLO DEL PROYECTO
Manejo de animales de experimentacién:

Los animales se mantuvieron en jaulas de acrilico con agua y alimento a libre
demanda, con ciclos de luz-obscuridad de 12 horas por 12 horas, acorde a los
lineamientos bioéticos internacionales y de la NORMA Oficial Mexicana NOM-
062- ZOO0-1999. Para dar seguimiento, los ratones fueron rotulados y clasificados
en grupos de trabajo.

MODELO DE ESTRES POR RESTRICCION DE MOVIMIENTO

Los ratones fueron enclaustrados en tubos de acrilico de 1 pulgada de diametro
por 3 de longitud, con adecuada ventilacién, los cuales permitian el movimiento
rotacional de los animales, pero sin ocasionar inmovilizacién. El procedimiento se
realizé por 3 horas, dos veces por semana, durante un periodo de 12 meses. Antes
y después del periodo de estrés, los animales se mantuvieron en las mismas
condiciones que los animales control.  Para evitar influencias del ciclo
circadiano, los procedimientos se realizaron en un horario de 9 a 12 horas.

ESQUEMA DE SUPLEMENTACION CON ASTAXANTINA

Se administré via oral, dosis de micro perlas al 2% de astaxantina a razéon de 4
mg/kg de peso, dos veces por semana. Dado que la astaxantina es liposoluble, la
hidrosolubilidad se realiz6 mediante homogenizacion del compuesto en Tween-20
al 2%, posteriormente fue diluido y homogenizado nuevamente en 2 ml de agua.
El farmaco se administr6 por via oral mediante la sujecion de los animales,
cuidando ante todo evitar el estrés por manipulaciéon. ElI esquema de
suplementacion se inicio a partir de las 10 semanas de edad de los animales, hasta
concluir el proyecto.

EUTANASIA

Al concluir los 12 meses de seguimiento, se realizd eutanasia de los animales
mediante camara de dioxido de carbono (CO7), empleando una presién de 20
mmHg y un flujo de 2 a 2.5 litros/minuto, para un desplazamiento final de O> del
20% por minuto. Este método esta avalado por la Asociacion Americana de
Medicina Veterinaria ya que disminuye el efecto estresante en el roedor.
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OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Posterior a la eutanasia, se realizé un corte longitudinal sobre la linea alba de los
musculos abdominales anteriores, posterior a exanguinar se disecaron los 6rganos
abdominales para extraer el higado de cada animal y se colocaron en una caja de
Petri con 1 mililitro de solucién salina.

FIJACION

Los organos fueron montados en casettes histolégicos previamente rotulados,
después se fijaron en formol tamponado al 10%; empleando la siguiente
formulacion:

- 100 ml de formol/ formaldehido (37-40% solucion concentrada)
- 900 ml de agua destilada

- 4g/L NaHPO: (fosfato de sodio monobaésico)

- 6.59/L Na;HPO; (fosfato de sodio dibasico)

INCLUSION EN PARAFINA

Una vez transcurridas 48 horas de fijacién, las muestras fueron incluidas en
parafina con punto de fusion de 58°C. La técnica empleada fue la siguiente:

Deshidratacion:

A fin de extraer el agua del tejido, las muestras se
sumergieron en concentraciones crecientes de alcohol etilico de la siguiente
manera:

Etanol 50° (30’), etanol 70° (30’), etanol 80° (30’), etanol 90° (30’), etanol 96° (30"),
etanol 100° I (30’), etanol 100° 11 (30°).
Diafanizacion:

El liquido diafanizador que se utilizé es xileno, se sumergié en 2 bafios de xileno:
Xilieno | (1.5 horas), xilieno 11 (1.5 horas).

Inclusién y formacion del bloque de parafina:
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La parafina se calentd en horno eléctrico a 60°C. Se sumergio el tejido en 2 bafios
de parafina liquida y posteriormente se incluyé en el tercer bafio:

Parafina | (1.5 horas), parafina Il (1.5 horas), parafina Il para la inclusién.

Con una previa orientacion del tejido, la formacion del bloque se realizé por medio
de moldes metalicos para inclusién. Los moldes fueron llenados con parafina
liguida (60°C), después fueron solidificados mediante platina fria; finalmente las
muestras fueron desmontadas y almacenadas hasta su uso.

PREPARACION DE LOS PORTAOBJETOS CON SUSTANCIA ADHERENTE

Se realizé una solucién de gelatina al 0.5% en agua destilada. La solucion se
homogenizé en platina de agitacion a 60° C, después fue filtrada sobre un vaso de
Koplik, en donde las laminillas fueron sumergidas por 10 minutos y finalmente se
dejaron secar a temperatura ambiente en un escurridor.

OBTENCION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS

Para realizar las secciones histoldgicas, se empleé un micrétomo manual- mecanico
tipo Minot, de acuerdo con el siguiente procedimiento:

e Se sujeto el bloque de parafina con los brazaletes del micr6tomo y se alineo al
sistema de sujecion de la navaja. Se desgastd la superficie del blogue hasta
llegar a la muestra deseada, ajustando el espesor del corte a 3 micras.

e Activando la manivela del microtomo manualmente, se realizaron cortes
seriados (en cinta) del tejido.

e Las secciones obtenidas fueron depositadas en bafio de flotacion a 40°C.
Posteriormente fueron adheridos a los portaobjetos. Posteriormente se
colocaron en un horno a 60°C durante 15 minutos.

TINCION DE HEMATOXILINA'Y EOSINA (H&E)
El procedimiento de tincién se describe a continuacion:
Desparafinacion

Las secciones histoldgicas fueron sumergidas secuencialmente en una bateria de
desparafinacion e hidratacién, durante 10 minutos en cada reactivo de la siguiente
manera:
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Xileno 1, xileno II, etanol 100° I, etanol 100° Il, etanol 96°, etanol 80°, etanol 70°,
agua destilada, PBS. Una vez hidratada la muestra, se procedié a realizar las
tinciones especificas.

Tincién con H&E

Inmersion de la muestra en colorante hematoxilina de Harris (3'), lavado con agua
corriente (5", lavado con agua destilada (5"), inmersion de la muestra en colorante
eosina (30"), lavado con PBS (10").

Deshidratacion

Se sumergieron las laminillas en bafios crecientes de alcohol etilico, durante 10’ en
cada reactivo: Etanol 80°, etanol 96°, etanol 100° I, etanol 100° II.

Diafanizacion

Posteriormente se realizd la diafanizaciéon de manera secuencial: xileno | (10°),
xileno 11 (10").

Montaje

Una vez concluida la tincion, se procedio al montaje de las laminillas aplicando
resina sintética sobre el portaobjetos y encima un cubreobjetos. Finalmente, la
muestra fue secada en horno 10 minutos a 70° C.

TINCION DE PAS (PERIODIC ACID SCHIFF)

La desparafinacién e hidrataciéon de muestras, se realizd de igual forma que para la
tincién con H&E hasta el punto previo de la coloracion.

Tinciéon de PAS

Inmersion de las muestras en acido Peryoddico (5-10"), lavado en agua destilada |
(10°), lavado en agua destilada Il (10’), reactivo de Schiff (10-15’), lavado en agua
destilada I11 (10’), lavado en agua destilada IV (10’), hematoxilina (3’), lavado en
agua corriente (10’), lavado en agua destilada V (10’), lavado en agua destilada VI
(10%).

Tras realizar la tincion, la deshidratacion, diafanizacion y montaje de la muestra se
realizé de igual manera que para la tincién con H&E.

Tincién Tricrémica de Masson

La desparafinacion e hidrataciéon de muestras, se realizé de igual forma que para
las tinciones con H&E y PAS hasta el punto previo de la coloracién.
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Tincién
Inmersion en solucién de Bouin en estufa a 56-60 °(1 hora), lavado en agua
destilada | (3), lavado en agua destilada Il (3’), lavado en agua destilada 111 (3’),
hematoxilina férrica de Weigert (5’), lavado en agua corriente (5’), lavado en agua
destilada 1V (3’), solucién de Briebrich-Scarlet fucsina acida (5’), lavado en agua
destilada V (27), solucion de acido fosfotungstico acuoso 5% (15’), solucion verde

luz al 2% (10’), lavado en agua destilada VI (30”), acido acético al 1% en agua
destilada (3’).

Tras realizar la tincion, la deshidratacion, diafanizacion y montaje de la muestra se
realizé de igual manera que para las tinciones con H&E y PAS.

Anadlisis histopatoldgico de higado

La arquitectura hepatica se visualizé al realizar un corte sagital del higado y
orientado cada mitad del 6érgano en los bloques de parafina en microscopio de
campo claro Carl-Zeiss Axiostar con una magnificaciéon de 400x. Las imagenes
fueron capturadas en formato Tiff con el mismo balance blanco mediante camara
Cooled- CCD Tucsen® de 5 MP, a traves del software IScapture® V.3.7.8.2.

13.6 LIMITE DE TIEMPO Y ESPACIO

El estudio se realizdé en la Facultad de Medicina Paseo Tollocan esquina Jesus
Carranza s/n, Col. Moderna de La Cruz, C. P. 50180 Toluca de Lerdo, Estado de
México, en un periodo de 12 meses de agosto 2020 a agosto 2021.

13.7 CRONOGRAMA

MES 1-12 13 14 15 16
ACTIVIDADES

RECOLECCION
BIBLIOGRAFICA y
MODELO DE
INDUCCION DE
ESTRES v

45



CUIDADOS
GENERALES (ASEO DE
CAJAS ACRILICAS,
RECAMBIO DE

AGUA, v
ALIMENTACION)

PROCESAMIENTO DE

MUESTRAS

v
ANALISIS DE
RESULTADOS y
DISCUSION DE
RESULTADOS

ELABORACION DEL
TRABAJO FINAL

13.8 Disefio de analisis
El estudio realizado fue de tipo experimental, descriptivo y cualitativo.

Se analizaron las caracteristicas histopatolégicas mas importantes de cada grupo
experimental.

14. IMPLICACIONES ETICAS

El manejo de los animales se realiz6 acorde a las recomendaciones de la guia de
National Institutes of Health para el trabajo con animales de experimentacion. El
proyecto fue aprobado previamente por la comision de bioética de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de México y con apego a la
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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15. RESULTADOS

Es importante mencionar que el protocolo se interrumpié al cabo de un afio debido
a que los ratones sometidos a estrés comenzaron a morir por paros cardio
respiratorios subitos, una condicion que no correspondia ni era esperada para la
edad de los ratones, por lo que es de suma importancia poder contar con la
comparativa histomorfologica del grupo de control en la tincién de H&E logrando
observar un higado que conserva la morfologia esperada, con una vena
centrolobulillar rodeada de trabéculas de hepatocitos poliédricos bien organizados
con un citoplasma eosinofilico, nudcleos centrales y algunos binucleados,
presentando también depdsitos de glucdégeno y sinusoides con un calibre normal
y pocas inclusiones lipidicas, los canaliculos biliares se encuentran revestidos por
células endoteliales (100).

FIGURA 5. HIGADO DE RATON CONTROL TINCION H&E. La microfotografia muestra
estructuras normales del higado. Vena centrolobulillar (VC), cordones de hepatocitos que
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conservan una arquitectura normal, hepatocitos binucleados (HB), sinusoides (SN) y
canaliculos biliares (CB) de un calibre normal, con pocas inclusiones lipidicas (LIP). Se
aprecia en general hepatocitos con caracteristicas normales, con un citoplasma eosinofilo y
nucleos centrales, no se aprecian depdsitos lipidicos.
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FIGURA 6. HIGADO DE RATON SOMETIDO A ESTRES H&E. A diferencia de la
morfologia que conserva el raton de control, el raton sometido a estrés muestra
cambios en la estructura histolégica; un menor numero de hepatocitos, zonas de
degeneracion celular (por las flechas negras) caracterizado por células con nucleo
picnotico y celulas anucleadas, es importante el infiltrado leucocitario,
acompafiado de ceélulas abalonadas es decir que no conservan su estructura
poliédrica caracteristica, mas bien tienen forma circular, describen un proceso de
degeneracion hidrépica la cual precede a la necrosis litica (flechas amarillas), existe
mayor cantidad de hepatocitos binucleados (flechas azules) proceso que pretende
compensar la degeneracion celular y que es caracteristico en higados adultos,
mayor presencia de inclusiones lipidicas en los hepatocitos (flechas anaranjadas),
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sinusoides hepéticos de mayor calibre que representan una congestién vascular
importante (flechas rojas), conductos biliares tortuosos con depésitos de bilis
(flechas wverdes). A simple vista la microfotografia muestra un color
predominantemente basofilo, lo cual implica un aumento en el depoésito de
glucogeno hepatico y de lisis celular, los cambios descritos en esta muestra
histolégica son caracteristicos de un proceso de envejecimiento, inflamacion
cronica y lesion hepatica.

FIGURA 7. HIGADO DE RATON SOMETIDO A ESTRES Y SUPLEMENTADO
CON ASTAXANTINA H&E. En comparacion con la microfotografia del raton
estresado, el higado del ratén estresado y suplementado con astaxantina conserva
una histomorfologia celular normal, con cambios que corresponden a un estado de
compensacion ante el estimulo estresante, existen hepatocitos binucleados (flechas
azules) en mayor cantidad que en el higado del raton estresado, si bien existen
células con nucleo picnotico, no se observan zonas degenerativas, se observa un
importante infiltrado leucocitario y existe un mayor namero celular con trabéculas
de hepatocitos bien delimitadas, los sinusoides (flechas rojas) y canaliculos biliares
(flechas verdes) conservan un calibre normal, existe un leve depdsito de lipidos, sin
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embargo el acimulo de glucdgeno es importante y similar al del higado del ratén
estresado.

FIGURA 8. HIGADO DE RATON SUPLEMENTADO CON ASTAXANTINA
H&E. En esta muestra histoldgica es posible notar que ante la suplementacion con
astaxantina el higado del raton presenta un aumento en el namero de celular,
multiples hepatocitos binucleados, datos que nos describen un proceso de
multiplicacion celular, asi mismo el citoplasma de los hepatocitos presenta
depositos importantes de glucogeno que los hace tener una apariencia basofila, los
canaliculos biliares respetan un calibre fisioldgico y se observa una dilatacion de
los sinusoides, sin embargo existe un deposito de lipidos (flechas anaranjadas)
mayor que en el higado del raton estresado y suplementado con astaxantina.
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FIGURA 9. HIGADO DE RATON CONTROL REACCION TRICROMICA DE
MASSON. En la presente microfotografia con la tincion de MASSON es viable
identificar el coldgeno presente en las tunicas vasculares de los sinusoides al
adquirir un color azul, asi como en la vena centrolobulillar (VC) en el raton control

se aprecia una distribucion normal del colageno que delimita el trayecto vascular.

51



FIGURA 10. HIGADO DE RATON SOMETIDO A ESTRES REACCION
TRICROMICA DE MASSON. En la presente microfotografia del raton sometido a
estrés es posible evidenciar el aumento en la concentracion de colageno en los
sinusoides, el aumento del depdsito de colageno a nivel intracelular es
consecuencia de un proceso inflamatorio cronico, al reemplazar con coldgeno
zonas del parénquima celular se presenta una disfuncion hepética secundaria a la
fibrosis.
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FIGURA 9. HIGADO DE RATON SOMETIDO A ESTRES Y SUPLEMENTADO
CON ASTAXANTINA REACCION TRICROMICA DE MASSON. En la muestra
histologica del raton sometido a estrés y suplementado con astaxantina la
concentracion de coldgeno se limita a las zonas fisiologicas de las tanicas
vasculares, respetando la morfohistologia normal, sin acumulo intracelular, la
microfotografia se asemeja al tejido hepético del raton de control.
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FIGURA 10. HIGADO DE RATON SUPLEMENTADO CON ASTAXANTINA
REACCION TRICOMICA DE MASSON. En el raton suplementado con
astaxantina sin estrés el depoésito de colageno a nivel perisinusoidal es menor que
en el raton con estrés y suplementado con astaxantina, a pesar de que se mantiene
la arquitectura normal, se aprecia un depdsito de coldgeno de tipo intracelular en
mayor cantidad que en el raton control.
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FIGURA 11. HIGADO DE RATON CONTROL REACCION PAS. En esta tincion es
posible identificar los depdsitos de glucégeno, en el control existe un minimo
acumulo intracelular con una distribucion homogénea.
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FIGURA 12. HIGADO DE RATON SOMETIDO A ESTRES REACCION PAS. En
el raton que fue estresado es posible visualizar una mayor cantidad de glucégeno

en el citoplasma de los hepatocitos que se encuentran en la periferia de la vena
centrolobulillar.
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FIGURA 13. HIGADO DE RATON SOMETIDO A ESTRES Y SUPLEMENTADO
CON ASTAXANTINA REACCION PAS. En esta microfotografia es posible
identificar que al igual que en el raton que fue estresado aun con la
suplementacion de astaxantina se presenta un depdsito importante de glucdégeno

en el espacio intracelular.
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FIGURA 14. HIGADO DE RATON SUPLEMENTADO CON ASTAXANTIN
REACCION PAS. A diferencia de las muestras de ratones estresados, el ratén
Unicamente suplementado con astaxantina presenta una estructura normal y un

acumulo de glucégeno minimo, similar al del ratén de control.
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16.DISCUSIONES

El estrés es una condicion fisioldgica, el doctor Hans Seyle lo estipulaba que el
estrés esta presente en un individuo durante todo el periodo de exposicion a una
demanda no especifica, proceso en el que se encuentra involucrado una respuesta
del sistema nervioso simpatico y del sistema adrenocortical para conservar la
homeostasis (100)(101). Las respuestas antes el estrés estan determinadas por el tipo
y frecuencia del factor estresante, una vez que la respuesta deja de ser aguda y la
cronicidad del estimulo estresante persiste se desarrolla un estado alostasico,
periodo de adaptamiento en el existe un desequilibrio de los mediadores primarios
caracterizados por hipertension arterial crénica, alteraciones en los ciclos
circadianos, depresion del sistema nervioso central e inmunoldgico y un estado
inflamatorio crénico (6). Una vez que el estrés lleva al punto de agotamiento
prevalece el estrés oxidativo el cual es un fendmeno causado por el desequilibrio
del sistema antioxidante, las especies reactivas que se liberan desencadena
multiples procesos degenerativos; el estrés oxidativo y la liberacién exacerbada de
radicales libres esta asociado con envejecimiento precoz, inflamacion cronica,
cancer y enfermedades cronicodegenerativas (7)(8).

El estrés cronico esta intimamente ligado a la regulacion mediante
glucocorticoides, que si bien favorecen el estado alostatico también condicionan
lesiones a diferentes niveles organicos, aumentando la resistencia a la insulina,
gluconeogénesis, y el depdsito de lipidos en el higado, limitando la respuesta del
sistema inmune y alterando la secrecién de hormonas sexuales (104).

El estrés al que se expuso a los ratones de la investigacion desencaden6 una muerte
prematura en cuatro de ellos por lo que fue necesario interrumpir el estudio, tras
observar los cambios histoldgicos en el tejido cardiaco fue evidente la insuficiencia
cardiaca que desarrollaron. En el tejido hepatico de los ratones estresados en las
microfotografias obtenidas de la tincién de H&E existen cambios caracteristicos de
envejecimiento, tales son: aumento en el nimero de hepatocitos binucleados, zonas
de degeneracion celular y presencia de fibrosis (106), de igual forma existe un
depdsito de lipidos intracelular que corresponde a un efecto mediado por el
aumento en la produccion de glucocorticoides (105); en los ratones estresados y
suplementados con astaxantina las modificaciones histolégicas son minimas, se
conserva la arquitectura caracteristica del lobulillo hepético y no existen zonas de
degeneracion celular como en la microfotografia del higado del ratén estresado,
por el contrario existe un aumento en la celularidad hepética y de la concentracion
de glucégeno lo que puede interpretarse como una repuesta adaptativa y
protectora, por otro lado los ratones Unicamente suplementados con astaxantina a
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diferencia del higado del ratén control presenta mayores inclusiones lipidicas, las
cuales no cumplen con criterios para higado graso, por lo que tal depésito
corresponde a un mecanismo compensatorio y de proteccion hepatica.

La reaccion tricromica de Masson permite visualizar la concentracion de colageno
tipo | en los tejidos; en las microfotografias del higado del ratén estresado el
aumento de colageno en el parénquima hepatico y perisinusoidal es importante, tal
fibrosis es un signo de vejez e inflamacién crénica que activa la diferenciacion
celular de las células estrelladas para inducir inflamacién y produccion de
colageno (81)(108)(105), tal fibrosis implica una disfuncién hepatica y
consecuentemente puede evolucionar a una enfermedad; por otro lado el higado
del raton sometido a estrés y suplementado con astaxantina no desarrollé dicha
fibrosis por lo que se confirma la capacidad hepatoprotectora de la astaxantina
ante el estrés crénico, estudios demuestran que la suplementacion de astaxantina
mejoran significativamente las lesiones de la fibrosis hepética (108), en el caso de
este estudio la astaxantina la evito.

Finalmente, las microfotografias con reaccion PAS del higado del ratén estresado
muestran una mayor concentracion de glucégeno a nivel intracelular, del mismo
modo el higado del ratdn estresado y suplementado con astaxantina mantiene una
cantidad similar de glucégeno intracelular, esto puede ser consecuencia del
estimulo de los glucocorticoides frente al estrés crénico como parte del proceso
compensatorio de glucogénesis ante una demandante actividad metabdlica (103).

Es por los datos previamente descritos que se confirma el efecto hepatoprotector a
la astaxantina ante el estrés crénico.
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17. CONCLUSIONES

El estrés cronico puede desencadenar cambios histomorfolégicos a nivel hepatico
gue corresponden a lesiones caracteristicas de inflamacion croénica, la fibrosis y
necrosis celular que induce el estrés créonico puede condicionar una disfuncion
importante e irreversible.

El efecto hepatoprotector demostrado de la astaxantina radica en la capacidad de
disminuir los efectos adversos de la sobreproduccion de radicales libres,
influyendo positivamente en la presion arterial, la respuesta inmunitaria, la
modulacion en la liberacién de glucocorticoides y citocinas proinflamatorias; el
efecto antioxidante de la astaxantina en el higado estimula la multiplicacién
celular, la glucogénesis, limita la inflamacién, evita la lisis celular, la
sobreproduccién de colageno y con ello subsecuente fibrosis y disfuncion hepatica
en los ratones sometidos a estrés cronico y suplementados con astaxantina.
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18. RECOMENDACIONES
Se sugiere no sobreestimar la capacidad degenerativa que implica la exposiciéon

ante el estrés cronico. Por lo que es necesario desarrollar las alternativas necesarias
para disminuir el estrés cronico.

Realizar estudios complementarios de biologia molecular para enriquecer la
informacion sobre la capacidad antioxidante y protectora de la astaxantina en el
tejido hepatico ante distintos estimulos estresores.
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