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RESUMEN

Introduccion: El uso de atorvastatina estda ampliamente extendido en la
poblacién adulta con trastornos de dislipidemia. Recientemente, se conocio
que las estatinas, tienen actividad antibacteriana. Por esta razon, se estudio
el efecto de atorvastatina sobre el intestino (habitat de la microbiota
intestinal) y el higado, centro de la sintesis de los lipidos. Metodologia: Se
hizo un estudio experimental in vivo con un grupo control y uno con
atorvastatina durante seis meses, en ratas machos adultos Sprague Dawley.
Todos los especimenes recibian la misma cantidad y el mismo tipo de
alimento por jaula. Se tomaron hisopados rectales a todas las ratas, al inicio
del estudio y cada mes, hasta el sexto mes. Los hisopos fueron sembrados
en agar EMB, para aislar cepas de Escherichia coli y en agar BHI,
suplementado con gentamicina y 6.5% de NaCl para aislar cepas de
Enterococcus spp. Al sexto mes del estudio, las ratas fueron sacrificadas,
para obtener los intestinos e higados, para su preparaciéon en bloques de
resina epoxica y posterior estudio histolégico al microscopio o6ptico. El
porcentaje de asimilacion se realizé pesando los alimentos y la materia fecal
de las ratas. Luego, todas las muestras fueron secadas e incineradas. Los
resultados fueron recolectados en un documento Excell. Resultados: La
atorvastatina administrada durante seis meses a las ratas Sprague Dawley,
provocé dafios estructurales en el intestino (duodeno, yeyuno, ileon y colon),
variando de moderado a severo, dependiendo del tramo del intestino, asi
como, en el higado, con respecto a las ratas controles. Los infiltrados
linfocitarios demostraron procesos inflamatorios crénicos en el intestino. En
los cortes histologicos de los higados de las ratas tratadas con atorvastatina,
se observaron cumulos de color obscuro, correspondientes a mitocondrias
extracelulares por la necrosis total de hepatocitos, ademas de sinusoides
hepéaticos edematizados y presencia de abundantes células de Kupffer.
Después de la administracion de atorvastatina, las ratas tuvieron un
promedio de 142,4 hepatocitos binucleados, mientras que las ratas controles
tenian 25,4. La diferencia de las varianzas, al igual que la diferencia de
medias (por la prueba T de Student) provenientes del grupo de ratas control
versus el grupo de ratas que recibio atorvastatina es significativa (p=0.033 y
p=0.000, respectivamente), por lo que se Iinfiere, que, las diferencias
observadas sobre los hepatocitos binucleares, no parece ser debida al azar.
El mismo comportamiento estadistico fue observado con el incremento de las
células de Kupffer en las ratas bajo tratamiento. Con respecto a las heces de
las ratas, aquellas provenientes de los controles, eran mas voluminosas
(91.21 mg), que las de las ratas tratadas con atorvastatina (33.45 mg). El
porcentaje de asimilacion varié en las ratas controles (87%) con respecto a
las que estaban bajo tratamiento con atorvastatina (54%). No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas con el porcentaje de asimilacion.
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La cantidad de bacterias presentes en las ratas tratadas con atorvastatina,
fue menor que en las ratas controles. No se observaron diferencias
significativas. En las ratas bajo tratamiento con atorvastatina, se observo
crecimiento de E. coli en los cuatro cuadrantes de la placa el primer mes,
pero en menor cantidad al observado en las ratas controles. A partir del
segundo mes de tratamiento, el crecimiento bajé a dos cuadrantes y el
tamafo de las colonias se redujo. En las ratas tratadas con atorvastatina, se
vio una disminucion del tamafio de las colonias de Enterococcus y el
crecimiento fue disminuyendo paulatinamente, con el paso de los meses.
Conclusion: El uso prolongado de atorvastatina, cred disbiosis intestinal, al
destruir la estructura histologica del intestino, habitat de la microbiota
intestinal.
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INTRODUCCION

|. Estatinas.

|.1 Generalidades.

Las estatinas son un grupo de farmacos anélogos del &cido mevaldnico,
las cuales se unen de manera covalente al sitio activo de la R-
hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA), enzima implicada en la
sintesis del &cido mevaldnico, precursor metabdlico del colesterol, esto
ocurre debido a que las estatinas poseen una estructura quimica parecida a
dicha enzima e inhiben en forma competitiva y reversible la HMG-CoA
reductasa uniéndose al sitio activo de ésta, lo que bloquea la formacién de
mevalonato. Se ha descubierto que las estatinas ademas limitan la actividad
funcional alterando la conformacién de la enzima, aumentando de esta
manera la efectividad de estos farmacos; tanto el colesterol como los
isoprenoides permiten que el gen que codifica la produccion de la enzima

reductasa no se exprese (Huacuja et al., 2006).

Las primeras estatinas descubiertas fueron aisladas de hongos
micromicetos de los géneros Aspergillus, Penicillum y Monascus vy
posteriormente se encontr6 que también son biosintetizados por
macromicetos del género Pleurotus. Dentro de esta familia de farmacos se
encuentran dos grupos, en primer lugar, las de origen natural que son
producidas por algunos hongos o0 por procesos fermentativos como
lovastatina, simvastatina, pravastatina y mevastatina; en segundo lugar, las
sintéticas producidas por el hombre a través de la ingenieria molecular como
fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina, rosuvastatina y pitavastatina. En

cuanto a su estructura, existen dos grupos. En el tipo | se encuentran todas



las estatinas naturales las cuales poseen una mayor porcidén policétida que
las del tipo Il; ademas presentan en comun el anillo hexahidronaftaleno
funcionalizado con un éster a-metilbutirico y una B-hidroxi-d-lactona enlazada
por un puente etilénico, pero difieren las unas de las otras por la posicion de
los metilos sobre el anillo y la cadena lateral. Las estatinas tipo Il surgen por
la necesidad de obtener medicamentos con una accién farmacol6gica
potenciada, en comparacion con las estatinas naturales, ya que son
moléculas grandes que tienen en comun una cadena lateral fluorofenil, un
grupo metiletil y un acido heptenoico (Nieto et al., 2013). Penicillium citrinum
es un hongo que produce lovastatina. Pravastatina y simvastatin son formas
semi sintéticas derivadas de lovastatina. Atorvastatina es una forma pura
sintética (Hoffman et al. 1986).

Aunque inicialmente las estatinas se introdujeron como farmacos para
disminuir la lipoproteina de baja densidad (LDL) y aumentar levemente la
lipoproteina de alta densidad (HDL), en el tratamiento de las dislipidemias y
en la prevencion de las enfermedades cardiovasculares (Ramos-Esquivel
and Ledn-Céspedes, 2007), recientemente ha surgido nuevas evidencias
sobre sus mecanismos de accidn, éstas poseen multiples actividades
ateroprotectoras independientes de lipidos, tales como: mejorar la disfuncién
endotelial, inhibir la inflamacion vascular y la trombosis, asi como disminuir el
estrés oxidativo. Estas acciones se conocen como “efectos pleiotropicos” de
las estatinas, por lo tanto, los efectos beneficiosos de estos farmacos no sélo
se observan en pacientes hiperlipidémicos, sino también en
normolipidémicos (Mennickent et al., 2008). Esta caracteristica
farmacodinamica ha llamado la atencion de muchos investigadores quienes
sugieren su uso en diferentes enfermedades que se centran en la
inflamacion, en desérdenes de la inmunidad y en la proliferacion celular

(Ramos-Esquivel y Ledn-Céspedes, 2007).



1.2 Mecanismo de accion de las estatinas

Las estatinas inhiben la HMG-CoA-reductasa alterando la sintesis de
colesterol, principalmente LDL (Mendoza, 2008). El efecto de esta inhibicién,
es el aumento exagerado de la expresion de genes que codifican dicha
enzima en el higado. Por otro lado, el bajo nivel de colesterol circulante, hace
que se activen en los hepatocitos, los factores de transcripcion SREBP, los
cuales estimulan la sintesis de receptores para LDL, aumentando la
captaciéon, no solo de LDL, sino ademas de VLDL, esto trae como
consecuencia, la disminucion plasmatica de estas lipoproteinas. En teoria,
este mecanismo, proporciona a las células del hospedero, el colesterol
necesario, para sintetizar membranas celulares, hormonas esteroideas y

acidos biliares (Hirota and leiri, 2015).

Las estatinas son dosis-dependiente para lograr la reduccion de los
niveles plasmaticos de colesterol total, LDL-colesterol y triglicéridos, asi
como del leve aumento de HDL-colesterol. La disminucion del LDL-colesterol
alcanza su pico maximo, al cado de 2 semanas de tratamiento. Atorvastatina
es la méas eficaz para reducir los niveles de LDL-colesterol. Mientras que,
pravastatina y fluvastatina son menos eficaces que, simvastatina y
lovastatina. Rosuvastatina y atorvastatina producen mayor reduccion de los
niveles plasmaticos de triglicéridos y mayor aumento de los niveles de HDL-

colesterol que otras estatinas (Bellosta and Corsini, 2012).

Atorvastatina, lovastatina y simvastatina son prodrogas, por lo que
deben ser biotransformadas en el higado para que sean activas; este
proceso ocurre a traves de la isoforma CYP3A4 del citocromo P-450.

Fluvastatina se metaboliza via CYP2C9. Pravastatina sufre procesos de



oxidacion y sulfoconjugacion en el higado, sin emplear la via del CYP450
(Hirota and leiri, 2015).

Aproximadamente, la semivida plasmatica de atorvastatina es de 14
horas para la prodroga y de 20-30 horas para sus metabolitos activos. El
resto de las estatinas se ubica de 1-3 horas. Esto podria explicar la mayor
eficacia hipolipemiante de atorvastatina frente a las demas estatinas del
mercado. Los metabolitos de las estatinas se eliminan via biliar y, en menor
medida, renal. En pacientes con hepatopatias, se ven aumentados los
niveles plasméticos. En pacientes con insuficiencia renal, disminuye la

eliminacién de lovastatina y simvastatina (Hirota and leiri, 2015).

Actuales estudios epidemioldgicos sobre estatinas han sugerido una
relacion entre el tratamiento con las mismas y una disminucion del riesgo de
sepsis en pacientes con aterosclerosis. Se ha propuesto que el mecanismo
que subyace a esta aparente proteccion se refiere a los efectos
inmunomodulador y antiinflamatorio (Jerwood and Cohen, 2008). Ademas,
estudios en animales, sugieren que la administracién de estatinas antes de
una sepsis inducida reduce la morbilidad y mejora la supervivencia; datos
limitados en humanos, apuntan a la reduccién de mortalidad en pacientes
con bacteriemia y un menor riesgo de sepsis en pacientes con infecciones
bacterianas simultaneas cuando toman estatinas (Chegwin-Angarita et al.,
2012).

Algunas investigaciones han demostrado un potencial antimicrobiano
para las estatinas contra diferentes especies bacterianas (Graziano et al.,
2015). Se ha reportado que estos farmacos son capaces de inhibir la
invasion de células hospedero por Staphylococcus aureus, asi como la

eliminacién de este patdégeno por las células fagociticas. Por otra parte, en un



raton de experimentacion se demostré que las estatinas protegen contra
infecciones neumocaoccicas. Sin embargo, todos los experimentos in vitro
mencionados anteriormente han sido realizados usando concentraciones de
estatinas entre 0,1 a 50 uM, la cual excede en gran medida las
concentraciones presentes en la sangre humana durante el tratamiento con
estatinas (1-15 nmol/L) (Bergman et al., 2011).

Al comparar entonces el efecto antimicrobiano de un grupo de
estatinas, se encontr6 que dicho efecto es elevado con simvastatina y
atorvastatina en comparacion con rosuvastatina; por otra parte atorvastatina
es superior a simvastatina contra enterococos vancomicino susceptibles y
enterococos vancomicino resistentes aislados clinicamente; lo que permite
plantear que el posible poder antimicrobiano se debe a la estructura quimica
de cada uno de los integrantes de esta familia de farmacos (Masadeh et al.,
2012).

1.3 Efecto antimicrobiano.

Varias publicaciones médicas han reportado el beneficio para prevenir
las infecciones y controlar la tasa de morbilidad y/o mortalidad de las mismas
con el uso de estatinas (Almog et al., 2004; Bjorkhem-Bergman et al., 2010;
Khan et al., 2013; Kozarov et al., 2014; Janda et al., 2010; Thomsen et al.
2006). Esta descrito que atorvastatina, simvastatina, rosuvastatina, tienen
efecto sobre algunas bacterias (Horn et al., 2008; L6épez-Cortes et al., 2013).
Simvastatin inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus (Jerwood and
Cohen, 2008) y la invasion celular (Horn et al., 2008; Welsh et al., 2009). La
cepa S. aureus ATCC 29213 tiene una concentracion minima inhibitoria
(CMI) a simvastatina de 16.65 ug/ml y se obtuvo un efecto bactericida con 4

veces la CMI y solo bacteriostatica con la CMI. No se logré un efecto



sinérgico afiadiendo vancomicina a la terapia con simvastatina. Sin embargo,
se impidi6 la adhesion y formacion de la biopelicula por la cepa ATCC 29213
a una concentracion de 1/16 CMI a 4 veces la CMI. En la practica,
desestabilizar una biopelicula por un antibiético es muy dificil, no obstante,
simvastatina lo hizo, reduciendo la viabilidad celular y la produccion de extra

polisacéaridos integrantes de la matriz (Graziano et al., 2015).

Simvastatina y atorvastatina son sustancias lipofilicas, mientras que
pravastatina es hidrofilica (Mason et al., 2005). Es probable que, debido a
estas caracteristicas, simvastatina pueda atravesar facilmente la membrana
celular de las células bacterianas, inhibiendo el crecimiento de manera dosis
dependiente. Atorvastatina es un metabolito no asilado de hongos, y no
posee una actividad antimicrobiana significativa (Jerwood and Cohen, 2008;
Masadeh et al., 2012).

Simvastatina tiene una fuerte actividad antimicrobiana sobre S. aureus;
inhibe el crecimiento de esta bacteria incluso por debajo de la CMI (Graziano
et al., 2015). La CMI de simvastatina frente a Streptococcus pneumoniae es
15.6 pg/mL. Simvastatina y pravastatina tienen un fuerte efecto inhibidor
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y E. faecalis (Graziano et
al., 2015; Masadeh et al., 2012). Los diferentes grados de efectividad de las
estatinas sobre las bacterias Gram positivas y Gram negativas, pueden estar
relacionados con las caracteristicas quimicas propias de cada molécula
(Jerwood and Cohen, 2008; Masadeh et al., 2012).

1.4 Lipidos

El colesterol se sintetiza en el hepatocito, a través de reacciones de

condensacion, reduccion e hidroxilacion, a partir de acetil-CoA (Brown and



Goldstein, 1978). La reaccion clave del colesterol, es la conversion de HMG-
CoA a mevalonato, catalizada por la enzima HMG-CoA reductasa (Ramirez
et al., 1978). En diferentes tejidos mamiferos, se ha encontrado actividad
reductasa, sin embargo, el higado e intestino, son los que concentran la
mayor cantidad de esta enzima, de forma que de 2/3 a 3/4 partes del
colesterol total del organismo se sintetizan en estos sitios (Kenelly and
Rodwell, 1985). La HMG-CoA reductasa, presenta una actividad circadiana,
alcanzando una maxima concentracion nocturna, tanto en ratas (Shapiro and

Rodwell, 1971), como en pollos (Ramirez et al., 1982).

La variabilidad hormonal de la insulina, glucagon, corticoides, prolactina
y T3, entre otras hormonas, afecta la sintesis de colesterol, asi como el tipo
de alimentacion. La composicion lipidica de las membranas microsomales
(Mitropoulos, et al, 1978), las proteinas citosdlicas transportadoras de lipidos
(Ramirez et al., 1978) vy, las sales biliares, modulan la actividad reductasa
(Sabine and James, 1978).

Durante el periodo nocturno, la cicioheximida, un inhibidor de la sintesis
de proteinas, controla la actividad reductasa (Shapiro and Rodwell, 1971).
Las lipoproteinas (VLDL, LDL y HDL), son una fuente de colesterol para los
hepatocitos. En las ratas, HDL es la lipoproteina que transporta la mayor
parte del colesterol en el plasma sanguineo, mientras que, en el hombre, es
la LDL. El colesterol es transportado en el interior de las lipoproteinas de dos
formas; el colesterol libre se une a los fosfolipidos y proteinas en la superficie
de las lipoproteinas y el colesterol y los triglicéridos, conforman una matriz
hidrofébica dentro de las lipoproteinas (Packard and Shepferd, 1982). El
colesterol transportado por las LDL es captado por el hepatocito, por la

interaccién de LDL con los receptores especificos de membrana de alta



afinidad. Cuando el hepatocito no necesita colesterol se inhiben los
receptores de LDL (Gill, 1985).

La concentracion de colesterol, se regula en los hepatocitos, y depende
del equilibrio entre el colesterol transportado por las lipoproteinas
plasmaticas, la sintesis de novo de colesterol en el hepatocito, el uso de
colesterol para formar lipoproteinas y bilis. Por otro lado, el colesterol es
almacenado en las células en forma de éster o pasa a formar parte de las

membranas celulares como colesterol libre (Molina et al., 1991).

La enzima microsomal ACAT (acil-CoA-colesterol aciltransferasa),
permite que el colesterol sea almacenado en las células como éster de
acidos grasos de cadena larga. Su substrato es el colesterol de la membrana
microsomal y tiene alta afinidad por los &cidos grasos oleico y palmitico
(Balasubramaniam et al., 1976). Esta enzima ACAT esta regulada por un
mecanismo de fosforilacion/defosforilacion; cuando la HMG-CoA reductasa
se inactiva por fosforilaciéon, la ACAT se inactiva por defosforilacion (Shefer et
al., 1981). En el higado, se realiza, la sintesis de esteres de colesterol, la
cual va a depender, de la biodisponibilidad de colesterol celular (Jones and
Glomset, 1985). Cuando hay wuna alteracibn de la relacion
fosfolipidos/colesterol de las membranas biolégicas ocurren trastornos en la

fluidez de las membranas celulares (Spector and Yorek, 1985).

Los acidos grasos de cadenas cortas son los principales productos
derivados de la fermentacion de hidratos de carbono o carbohidratos no
digeribles, que se encuentran en el intestino delgado. Las bacterias
anaerobicas del colon proximal y del ciego son las que se encargan de
degradarlos en el colon. Los acidos grasos de cadenas cortas regulan la

homeostasis inmune intestinal, proporcionando una rica fuente de energia al



hospedero (Macfarlane and Macfarlane, 2012) e influyen en el metabolismo
de los lipidos (den Besten, 2013). Los &cidos grasos son importantes para
regular el balance entre la sintesis y oxidacion de acidos grasos y la lipdlisis
en los tejidos a través de los receptores activados por los proliferadores de
peroxisoma (PPAR) (Canfora et al., 2015).

El balance de la energia esta mediado por via del receptor del ligando
de interaccion de los &acidos grasos de cadenas cortas acoplados a la
proteina G (GPCR) llamados GPR41 (Brown et al., 2003) y GPR43 (Kimura
et al., 2013). La hormona intestinal péptido YY (PYY) y la proteina parecida al

glucagén (GLP-1) también estan involucradas (Batterham et al., 2002).

1.4.1 Lipidos y microbiota

Durante el paso de los alimentos en el colon, los microorganismos
coproducen enzimas, hormonas, vitaminas, acidos grasos de cadenas cortas,
acidos biliares, acidos linoleicos conjugados, entre otros, que son esenciales
en diferentes vias de la microbiota y del hospedero, incluyendo el
metabolismo de los lipidos (Allayee and Hazen, 2015). Un mecanismo por el
cual la microbiota interfiere en el metabolismo de los lipidos es la
fermentacién de hidratos de carbono no digeribles. ElI cuerpo humano no
tiene la capacidad de digerir hidratos de carbono complejos; bacterias
anaerobicas pueden fermentar pectinas, gomas, hemicelulosas,

galactosaoligosacéaridos (Macfarlane and Macfarlane, 2012).

En el duodeno y yeyuno, se lleva a cabo la digestiéon y absorcion de los
lipidos, por procesos fisiologicos complejos (Volk and Lacy, 2017). Ratones
libres de microorganismos a nivel intestinal, tienen alto contenido lipidico,

comparado con ratones con microbiota, lo cual permite colegir, que la



microbiota, es la que regula el metabolismo de los lipidos (Rabot, et al.,
2010). En ratones sometidos a una dieta alta en grasa y otros a una dieta
baja en grasa, hay una marcada diferencia entre la microbiota de ambos
grupos. Ratones sometidos a una dieta alta en grasa, tienen abundancia de
Clostridium y una baja concentracion de Bifidobacterium y Bacteroides. El
perfil genético (microbioma) de esa microbiota estd dirigido a una alta
capacidad de transportar lipidos y de sefializacion de colecistoquinina

pancreética (Martinez-Guryn, et al., 2018).

En ratones sanos humanizados con una microbiota procedente de
ratones con dieta alta en grasa, se mejora la absorcion de lipidos (Martinez-
Guryn et al., 2018). Se ha demostrado en humanos, que la dieta altera la
microbiota colénica en 48 horas, aumentando la presencia de Firmicutes y
Proteobacterias (Carmody et al., 2015; David et al., 2014; Huang et al, 2013).

En el intestino delgado, el estado de saturacion de grasa y la
composicion de &cidos grasos, modula la microbiota. La estructura
comunitaria microbiana y la fisiologia digestiva en el intestino delgado, estan
regulados por la produccién de acidos biliares primarios, para emulsificar y
absorber los lipidos de la dieta, asi como las vitaminas solubles en grasa
(Friedman et al., 2018; Schneider et al., 2018).

El crecimiento de bacterias Gram positivas de la microbiota intestinal,
se ve fuertemente alterado por el estrés oxidativo y el dafio del ADN; cuando
eso ocurre, hay una amplia gama de efectos fisiologicos en la estructura
intestinal (Begley et al., 2005), debido a la activacion del receptor hormonal
Farnesoid X (FXR), el receptor 5 de acidos biliares acoplado a la proteina G
Takeda (Carr and Reid, 2015). La supresién de los acidos biliares via acidos

obeticolicos (acidos biliares semi-sintéticos y activador de FXR), estimula la
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poblacién de bacterias Gram positivas en el intestino delgado (Friedman et
al., 2018).

Los acidos biliares estan conjugados en la circulacion hepatica, a los
aminoacidos glicina y taurina; se absorben en el ileo distal; las bacterias que
ahi se encuentran, secretan sales biliares hidrolasas, para desconjugar los
acidos biliares primarios y convertirlos en secundarios mediante la 7-
adihidroxilacion bacteriana (Begley et al., 2005). Los acidos biliares
secundarios son los que permiten la relaciébn entre la microbiota y el
hospedero, via el FXR (Sayin et al.,, 2013). Los ratones que carecen de
microbiota intestinal (GF), poseen exceso de &acidos biliares conjugados
(acido tauro-b-muricdlico) (Swann et al., 2011). Microbiotas intestinales
carentes de Lactobacillus poseen exceso de acido tauro-b-muricélico, por la
ausencia de sales biliares hidrolasas, producidas por ese grupo de bacterias
y el antagonismo de FXR (Li et al., 2013).

Las personas con abundancia de la bacteria sulfito-reductora, Bilophila
wadsworthia, sufren de procesos intestinales inflamatorios y diarreas, por el
aumento de acidos biliares conjugados a taurina (Devkota et al., 2012). La
microbiota del intestino delgado, depende de la capacidad de metabolizar
rapidamente los macronutrientes; los metabolitos producidos se integran en
una red compleja de interacciones entre microorganismos y el hospedero
(Kastl et al., 2020).

1.5 Intestino

El tracto gastrointestinal constituye la principal superficie de intercambio
y comunicacion entre el medio externo y el medio interno. En el individuo

adulto la mucosa gastrointestinal alcanza una superficie de 300 a 400 metros
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cuadrados (considerando la superficie total, con las vellosidades
desplegadas), y esta dotada de estructuras y funciones especificamente
adaptadas al reconocimiento analitico y bioquimico de las sustancias que
transitan por el tubo digestivo. Como resultado de la actividad del tracto
gastrointestinal, el individuo obtiene dos importantes beneficios: nutricion, por
la digestion y absorcion de nutrientes; y también defensa, por reconocimiento
de elementos foraneos y desarrollo de sistemas de prevencion y rechazo de

posibles agresiones desde el exterior (Guarner, 2007).

El intestino, de aproximadamente 7 metros de largo, estd compuesto
por dos porciones grandes: el intestino delgado y el intestino grueso. El
delgado, estd compuesto a su vez, por tres porciones bien diferenciadas que
son el duodeno, yeyuno e ileon. Por su alta actividad metabdlica, sus células
se renuevan cada cinco dias. En esta porcion se lleva a cabo la digestion,
absorcion, barrera intestinal y el desarrollo de la inmunidad (Ferrufino et al.,
1996). El intestino cumple la funcion de barrera, porque posee unas
proteinas de uniones estrechas, dindmicas, que se adaptan a diversas
circunstancias. Cuando la red de proteinas de las uniones estrechas
intercelulares, no funciona bien, se produce un aumento de la permeabilidad
intestinal, permitiendo el paso hacia el torrente sanguineo, de sustancias

toxicas, microorganismos y macromoléculas (Fasano, 2011).

El intestino es la mucosa mas extensa del cuerpo humano (Fasano,
2011). El duodeno mide unos 25 centimetros de longitud. Va del piloro a la
flexura duodenal, en el ligamento de Treitz; de aqui, se desprende el yeyuno,
una porcion de 2/5 del intestino delgado; el yeyuno tiene abundantes
pliegues circulares y, microvellosidades finas; el ileon, es la porcién restante
(3/5 del intestino delgado), en la cual se encuentran las placas de Peyer o

foliculos linfoides. El ileon esta recubieirto por un tejido graso, que le da un

12



aspecto opaco (Ferrufino, 1996). El duodeno presenta glandulas submucosas
o glandulas de Brunner que secretan una mucina; su funcion es neutralizar el
pH acido del quimo. En el tubo digestivo es caracteristica la presencia de
tejido linfoide asociado a mucosa (MALT). Este tejido linfoide se encuentra en
el corion o ldmina propia de la mucosa. Es por lo general un tejido linfoide
difuso o nodular. Junto a este tejido linfoide hay generalmente plasmocitos
(Hall, 2016).

La histologia del intestino delgado esta constituida por la mucosa,
submucosa, muscular y serosa. La digestion comienza en el estbmago, pero
continta en el intestino; la absorcién depende del contacto del alimento con
las paredes intestinales, debido a ello, la longitud del intestino delgado,
porque mientras mayor sea la superficie, mayor sera la digestion y absorcion
de los alimentos. A través del intestino delgado, se absorben hidratos de

carbono, grasa, aminoacidos, iones y agua (Hall, 2016).

De ahi, las caracteristicas estructurales del intestino delgado, para
cumplir con estas funciones.

1. Pliegues circulares o valvulas de Kerckring, se ubican entre la
mucosa y submucosa.

2. Vellosidades intestinales (de 0,5 mm de altura y un nucleo de lamina
propia). Las criptas de Lieberkihn son glandulas tubulares; del fondo de
ellas, nacen las células Madre. El masculo de Brucke, es el motor de las
vellosidades. Es tejido conectivo laxo, con vasos y nervios. Tiene una alta
concentracion de linfocitos y fibras musculares lisas provenientes de la capa
muscular de la mucosa (lamina propia). En las vellosidades, se encuentra un
vaso linfatico central que es el conducto lacteal o quilifero central. Este

conducto tiene un revestimiento discontinuo (Hall, 2016).
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3. Microvellosidades del intestino delgado. Los enterocitos cilindricos,
tienen unas prolongaciones de la membrana plasmatica que son llamadas
microvellosidades; dichas microvellosidades son las que aumentan el
contacto con la superficie del medio interno del intestino. Los tramos donde
ocurre la absorcion, tienen filamentos de actina. Luego hay una capa de
glicocélix que favorece mayormente la absorcion, aproximadamente 1000
veces (Hall, 2016). El glicocélix es responsable en la finalizacion del proceso
digestivo, de la degradacion de los alimentos para su absorcion. De los
elementos absorbidos, las grasas van al quilifero central, y los demas a la

sangre.

Hay cinco tipos de células intestinales.

Enterocitos o células absorbentes: se observan al microscopio 6éptico
con aspecto de ribete en cepillo. La membrana plasmatica de estas células
presenta en su polo luminal mdultiples microvellosidades. Disminuyen en
namero del duodeno al recto.

Caliciformes o células de Goblet: son células secretoras, responsable
de producir mucina; su numero aumenta del duodeno al recto.

Endocrinas: son células de los granulos basales. Pertenecen al sistema
neuroendocrino difuso.

Células de Paneth: producen lisozimas (defensivas) para eliminar
patogenos.

Células Madre indiferenciadas: son las que renuevan todos los tipos

celulares.

Cuando se vislumbran cambios estructurales en la mucosa intestinal,
son signos de inflamacion, activa o crénica, por lo cual hay que ubicar en el
corte histologico, bifurcaciones o ramificaciones criptales. Producto de dichos

cambios, se pueden observar fibroblastos pericripticos en la membrana
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basal, subepitelial y circundante de las criptas. El epitelio de las criptas,
presenta en la base, poca diferenciacién de sus células, que va alcanzando
madurez para finalmente mostrar una poblacion mixta de células absortivas y
caliciformes en mas de la mitad superior de la cripta. En la superficie el
epitelio es aplanado. No se visualizan neutrofilos, ni eosindfilos
intraepiteliales, pero si cinco linfocitos por 100 células epiteliales. Es posible
encontrar un numero variable de células neuroendocrinas, y células de
Paneth en la base criptica del colon derecho. Eventualmente, puede

observarse apoptosis (Colina et al., 2014).

En el ileon las criptas son mas cortas, con nimero muy relevante de
células de Paneth, y el epitelio maduro, es contentivo de células caliciformes
y absortivas; reviste vellosidades altas, delgadas y en comparacion con las
del yeyuno, menos paralelas; presentan escasos linfocitos intraepiteliales y
celularidad de la lamina propia, en la cual se visualizan los capilares linfaticos
y células musculares lisas. La lamina propia de ileon y del colon alberga una
poblacion celular mas densa en la capa superficial subepitelial. Es de tipo
linfoide y densamente plasmocelular, con eosindfilos. Los foliculos linfoides
se encuentran habitualmente, distribuidos entre mucosa y submucosa, de
forma continua en la capa muscular. El epitelio criptico adyacente esta
carente de células caliciformes y con linfocitos intraepiteliales (Colina et al.,
2014).

Los procesos inflamatorios destruyen la estructura de las criptas y
provocan erosiones; sin embargo, la regeneracion de las criptas hace que
éstas, se desarrollen andémalas, bifurcadas, acortadas y/o con densidad
heterogénea. Cuando se hacen estudios histoldgicos, lo primero que se
evalla es la arquitectura; luego, la presencia o no de infiltrado inflamatorio.

Cuando se observan lesiones en la mucosa con objetivo medio, indica una
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inflamacion crénica de la misma. Distinguir las bifurcaciones criptales, es

caracteristico de cronicidad (Seldenrijk et al., 1991).

La biopsia del duodeno es el método “gold standard” para el diagndstico
certero de una enfermedad, en pacientes con diarrea cronica, descenso de
peso y anemia por déficit de hierro (Dickey, 2006). La visualizacién de signos
caracteristicos de atrofia vellositaria, en muestras del duodeno distal, no son

patognomonicos de Enfermedad Celiaca o EC (Bai et al., 2008).

Los estados de atrofia, que no son otra cosa que espacios de lamina
propia entre las bases de las criptas y la capa muscular, o criptas muy cortas,
indican cambios estructurales importantes. La superficie luminal de cada
resto de vellosidad, puede perder la silueta regular, cuando se combinan la
alteracion arquitectural y la actividad inflamatoria intensa. La erosion, es la
ausencia de un area de la mucosa en la superficie, mientras que la Ulcera, es
la distorsién de continuidad de la superficie, comprometiendo la mucosa y la

submucosa intestinal (Colina et al., 2014).

Seria interesante establecer el mecanismo de atrofia de las
vellosidades del intestino delgado en las ratas tratadas con atorvastatina, ya
que en pacientes con EC esta descrito que es por inmunidad adaptativa
(Sollid, 2002). El gluten es digerido al péptido gliadina; este péptido, induce
cambios en el epitelio y, en la lamina propia aumento de la expresion de
interleukina 15 (IL-15), la cual activa a los linfocitos intraepiteliales. Estos

linfocitos son citotoxicos para los enterocitos (Mention et al., 2003).

La gliadina es deaminada por la transglutaminasa tisular, en la lamina
propia del intestino. In situ, ocurre una interaccion en la superficie de las

células presentadoras de antigenos, con las moléculas HLA-DQ2. Los
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linfocitos T (CD4+ reactivos), producen dafio tisular por la produccién de
citokinas (Molberg et al., 1998), ademas de la activacion y expansion de los
linfocitos B que producen anticuerpos. Es asi como se desarrolla la atrofia

vellositaria y la hiperplasia de las criptas (Mohamed et al., 2006).

La inflamacién puede ser difusa (colitis aguda o activa sin otra
especificacion), sin diferencias notables en la cantidad de la poblacion de la
lamina propia (distribuida uniformemente), o discontinua (focalizada en un
segmento). Es importante determinar el tipo y la intensidad del infiltrado
inflamatorio; la presencia de neutrdéfilos siempre, es patologica y son faciles
de reconocer en el intersticio y capilares, penetrando en las criptas o en el
epitelio de superficie. Su cantidad gradda la actividad inflamatoria. La criptitis
(infiltracion inflamatoria de las glandulas Lieberkihn) tiene un infiltrado difuso
(Colina et al., 2014).

La actividad inflamatoria tisular viene dada por el dafio del epitelio bien
sea por la infiltracion de neutréfilos como de eosindfilos en la forma de
criptitis, microabscesos cripticos, erosion o ulceracion de la mucosa, lo cual

trae consigo, cambios epiteliales degenerativos (Carrasco-Avino, 2019).

La actividad inflamatoria se mide empleando el indice de actividad
histologica (IAH). Este IAH consistente en una escala visual anéaloga:
inactivo/ausente, a lo cual se le asigna el niumero 0; leve si el proceso se
encuentra en menos del 50% del material evaluado de las criptas y se le
asigna el numero 1; moderado, cuando las criptas estan alteradas en mas de
50% y se le asigna el numero 2 y acentuado, cuando se evidencian
erosiones o Ulceras en las criptas, el valor numeérico entonces, es 3 (Gupta et
al., 2007).
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Por convencion, cuando se toman varias biopsias de un segmento de
colon en particular, se considera el IAH més alto. Lo que se reporta es, el
score inflamatorio, que es la sumatoria de todos los IAH de cada sitio 0
segmento coldnico evaluado, dividido por el numero de sitios observados.
Cuando estos cambios estan superpuestos sobre un fondo de colitis crénica,
se les llama colitis crénica activa (Odze and Goldblum, 2014).

Es habitual, observar un gradiente aumentado de células plasmaticas
desde la superficie hacia la zona basal en la mucosa, tanto del ciego como
del colon ascendente (Feakins, 2013). En la mucosa, se habla de lesion,
cuando hay hiper-eosinofilia tisular; esta, se alcanza cuando existen mas de
60 eosinodfilos en el segmento, o cuando las criptas, estan invadidas por
eosinofilos (criptitis eosinofilicas) (Colina et al.,, 2014). En la criptitis
asimétrica, el infiltrado de neutrdfilos penetra solo el segmento del perimetro
criptico; esta es una caracteristica representativa de enfermedad intestinal
inflamatoria (Volk et al., 1998).

Las acumulaciones de micro abscesos cripticos cargados de células
inflamatorias intraluminales, son causas de diarreas. Puede incluso,
producirse la rotura de la membrana basal de la cripta, mezclandose el micro
absceso luminal con micro-abscesificacion intersticial. Los micro abscesos
cripticos se constituyen en el interior de las criptas por la acumulacion de

macrofagos y/o neutrdfilos (Colina et al., 2014).

El afta es un agregado linfoide o un foliculo anatomico en cuyo vértice
luminal se observan neutréfilos que invaden el epitelio o lo erosionan. La
fisura histolégica continua es recta, estrecha y profunda; hay que hacer el

diagndstico diferencial con la ruptura del tejido durante la manipulacion para
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su preparacion; es una fisura cuando en su borde se observan neutrofilos
(Colina et al., 2014).

Los granulomas son grupos histiocitarios, de al menos 5 células
claramente epitelioides. Si hay presencia de células gigantes multinucleadas
es un verdadero granuloma, porque si la célula gigante esta en el fondo de
una ulceracion o expresa una reaccion a cuerpo extrafio fecaloideo, no lo es
(Colina et al., 2014).

I.5.1 Intestino y microbiota

El término microbiota hace referencia a la comunidad de
microorganismos vivos reunidos en un nicho ecologico determinado. El
ecosistema microbiano del intestino incluye especies nativas que colonizan
permanentemente el tracto gastrointestinal y una serie variable de
microorganismos Vvivos que transitan temporalmente por el tubo digestivo.
Las bacterias nativas se adquieren antes del nacimiento y durante el primer
afo de vida, mientras que las bacterias en transito se ingieren continuamente
a través de alimentos, bebidas, etc. Los estudios de colonizacion intestinal
controlada han permitido identificar tres funciones primarias de la microbiota
intestinal, como son las de nutricibn y metabolismo, como resultado de la
actividad bioquimica de la microbiota, que incluyen recuperacién de energia
en forma de acidos grasos de cadena corta, produccion de vitaminas y
efectos favorables sobre la absorcion de calcio y hierro en el colon; funciones
de proteccion, previniendo la invasibn de agentes infecciosos o el
sobrecrecimiento de especies residentes con potencial patégeno y funciones
troficas sobre la proliferacion y diferenciacion del epitelio intestinal y sobre el

desarrollo y modulacion del sistema inmune (Guarner, 2007).
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La microbiota del intestino delgado, se conoce poco, por lo dificil de la
toma de la muestra (Booijink et al., 2007; Cotter, 2011). Conocer la
microbiota del intestino delgado es fundamental, porque en el duodeno y
yeyuno, se llevan a cabo la asimilacion y absorcion de nutrientes (Volk y
Lacy, 2017). Otra de las limitaciones para conocer el ecosistema de este
nicho, es la condicion ambiental fluctuante en ese segmento del intestino

(Arumugam et al., 2011).

La microbiota intestinal se encuentra colonizando el ileon distal y el
colon (ascendente, transverso Yy descendente), y consiste en
aproximadamente 10" microorganismos (Mshvildadze et al., 2010). El
metabolismo de la microbiota intestinal representa una parte importante de
toda la actividad bioquimica que se desarrolla en el organismo y tiene una
gran influencia en el estado nutritivo y de salud del individuo. Dichas
funciones no solo derivan de la accion directa de la microbiota sobre los
componentes de la dieta, sino también de su capacidad para inducir genes
del hospedero implicados en el metabolismo de nutrientes (Sanz et al.,
2004).

El intestino humano es el habitat natural de una poblacibn numerosa,
diversa y dinamica de microorganismos, principalmente bacterias, que se han
adaptado a la vida en las superficies mucosas o en la luz del intestino
(Guarner, 2007). Aunque el muestreo del intestino delgado para la
determinacién de su microbiota es de dificil acceso (Cotter, 2011) y facil
contaminacion (van den Bogert et al., 2013), al comprar el ambiente del
intestino delgado con el del colon, el primero se torna hostil para la sobrevida
de los microorganismos por el corto tiempo de transito, la entrega constante
de alimentos, asi como, la cantidad de enzimas digestivas y bilis que llegan

al medio. Este tramo del intestino se caracteriza por una pobre biomasa
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microbiana y poco diversa, no obstante, es muy dinamica por las agresiones

que recibe (Hayashi et al., 2005).

En el intestino delgado, el duodeno es estéril, en el yeyuno aparecen
enterococos, lactobacilos y difteroides, en el ileon se suman algunos
miembros de la familia Enterobacteriaceae y anaerobios Gram negativos, en
una proporcién de aproximadamente 10° por gramo de heces. La microbiota
va cambiando del segmento proximal al colon de anaerobia facultativa a
anaerobia estricta (Thadepalli et al., 1979), en funcién de la disponibilidad de
oxigeno en el medio (Hayashi et al., 2005). Es comun encontrar Bacteroides,
Clostridium, Lactobacillus, Staphylococcus y Streptococcus (Ahmed et al.,
2007).

La principal funcién de la microbiota del intestino delgado es la
fermentacién de los hidratos de carbono simples; esto se lleva a cabo por los
sistemas de fosfotransferasa, la via pentosa fosfato, la fermentacion de
lactato y propionato, la produccién de cobalamina y biotina por especies de
Streptococcus (Zoetendal et al., 2012). En el colon, abundan bacterias como
Veillonella y Clostridium (Zoetendal et al., 2012), con capacidad de degradar
hidratos de carbono complejos (Turnbaugh et al., 2010).

En el intestino grueso, la microbiota habitual constituye 50% del peso
seco de las heces. Las bacterias anaerobias que se encuentran en mayor
proporcion son: Bacteroides, Peptococcus, Clostridium Fusobacterium,
Peptostrepotococcus y Lactobacillus. Las bacterias anaerobias facultativas o
aerobias son las siguientes: E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Citrobacter spp., Pseudomonas spp., Enterococccus spp. y Staphylococcus.

Esta microbiota se mantiene en equilibrio por diferentes mecanismos tales

21



como, produccion de bacteriocinas y sustancias toxicas como acidos grasos,

entre otras (Velasco et al., 2008).

La microbiota intestinal lleva a cabo en el intestino delgado distal, la
fermentacién, en la cual se sintetizan acetato, propionato y butirato, los
cuales son &cidos grasos de cadena corta, que vienen a ser la principal
fuente energética para los procesos de estimulacion del flujo intestinal,
proliferacion y diferenciacion intestinal, asi como, en la estructura
interepitelial, madurando la eficacia de las uniones estrechas. Otros
beneficios de la microbiota incluyen la hidrdlisis lipidica, la degradacion
proteica en péptidos, aminoacidos y la produccién de vitaminas (Fustifiana,
2011).

Un desequilibrio en la microbiota intestinal del hombre puede traer
como consecuencia numerosas complicaciones, siendo necesario realizar
estudios sobre el posible efecto antimicrobiano de las estatinas, ya que
representarian un problema a nivel mundial pues son medicamentos que

gran parte de la poblacion consume.
1.5.2 Absorcién intestinal

En el intestino delgado, la superficie de absorcién es de 200 m?; las
vellosidades intestinales y la membrana apical de los enterocitos (las
microvellosidades), son las que favorecen esta accion. La absorcion o
asimilacion de nutrientes, ocurre, no solo por la integridad funcional del
intestino delgado, sino, ademas, por una adecuada secrecion de bilis y una

correcta funcidon del pancreas exocrino (Disotuar and Garcia, 2016).
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La malabsorciéon ocurre cuando hay una disminucién en la capacidad
de captar o transportar los nutrientes en el intestino. Esto puede ocurrir por
defectos congénitos en los sistemas de transporte ubicados en las
membranas de los enterocitos o por deterioro adquirido en la superficie de
absorcién del epitelio intestinal. La mala digestion, es otro factor que
interfiere con la absorciébn de nutrientes. Cuando hay dificultad para
transformar los alimentos en pequefios productos absorbibles (mono, di,
oligosacaridos, aminoéacidos, oligopéptidos, acidos grasos y monoglicéridos)
dentro de la luz intestinal o en el borde en cepillo de la membrana apical de
las células epiteliales intestinales, se habla de mala digestion (Disotuar and
Garcia, 2016).

La absorcion intestinal ocurre en tres segmentos del intestino delgado,
como son la fase, fase mucosa y fase de transporte.

Fase luminal: en la luz del intestino, se absorben hidratos de carbono,
proteinas y grasas, al ser hidrolizados y solubilizados los alimentos con la
ayuda de las secreciones pancreética y biliar.

Fase mucosa: en la superficie de la mucosa del intestino, ocurre la
hidrolisis final de los alimentos, para que puedan ser captados en forma de

sacaridos, péptidos y los lipidos.

Fase de transporte: los nutrientes absorbidos pasan a la circulacién
sanguinea o linfatica, a través de los enterocitos para su procesamiento y
almacenamiento. La malabsorcion puede ocurrir por defectos en cada una de

las tres fases o en varias fases.
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Cada componente de los alimentos se adsorbe en un espacio diferente
del intestino delgado. Las grasas se absorben en 2/3 del yeyuno proximal
hasta el ileon. Aproximadamente, se absorben 500 gr de lipidos al dia. En
una persona que ingiera 100 gr de alimentos grasosos, hallar = 6 gr en
heces, indica que hay malabsorcion en ese paciente (Riley and Marsh, 1998).
La absorcion de acidos grasos es por transporte activo; la proteina FATP4,
en la membrana apical del enterocito maduro del intestino delgado es la
responsable del transporte (Gertow et al., 2004). Las proteinas, animales o
vegetales, son transportadas cuando se degradan a amino&cidos, di y
tripéptidos. Existen diferentes tipos de transportadores para los aminoacidos
y otros para los di y tripéptidos (Martinez et al., 2005). Los trastornos de
malabsorcidén de proteinas ocurren cuando se reduce la superficie intestinal.
Se manifesta clinicamente, como hipoalbuminemia y malnutricion proteica
(Disotuar and Garcia, 2016).

Con respecto a los hidratos de carbono, el enterocito sélo absorbe
monosacaridos (glucosa, galactosa y fructosa). La glucosa y galactosa se
absorben por transporte activo dependiente de sodio. La proteina
transportadora SGLUTL1, transporta una molécula de glucosa, una molécula
de galactosa y dos moléculas de sodio. El transporte de fructosa se lleva
cabo mediante difusion facilitada a través de la proteina transportadora
GLUTS. Los hidratos de carbono, atraviesan la membrana basolateral del
enterocito por difusién facilitada a través de la proteina transportadora
GLUT2. Algunas moléculas lo hacen mediante difusion simple (Marsh and
Riley, 1998). No todos los hidratos de carbono potencialmente digeribles se
absorben en el intestino delgado. Estd documentado, que 20% del almidon
de la dieta, asi como la fibra, llegan al colon sin digerir, para ser fermentados
por la microbiota del colon. Es comun observar en pacientes con

malabsorcion de hidratos de carbono, excesiva fermentacion bacteriana, la
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cual genera flatulencia, distension abdominal y heces é&cidas (Disotuar and
Garcia, 2016).

La concentracion plasmatica de colesterol depende de tres factores,
como son: la sintesis hepética y extra-hepatica, ademas de la absorcion
intestinal. El factor mas importante, y el que realmente regula la sintesis
hepatica de colesterol, es su concentraciéon dentro del hepatocito. Esto se
debe a la razon, colesterol/hidroximetil glutarii CoA reductasa. Cuando
disminuye el colesterol intracelular, la respuesta fisiolégica inmediata es,
aumentar la transcripcion de la enzima hidroximetil glutaril CoA reductasa,
para que se sintetice mas colesterol. El grado de la absorcién intestinal o de
asimilacion, hace variar la concentracion de colesterol plasmatico; el cual

puede oscilar de una persona a otra, de 22 a 72% (Sudhop et al., 2002).

El colesterol, es uno de los componentes de los alimentos, mas
complejos para absorber, por su insolubilidad en agua. Debe ser
emulsificado, formar micelas con los &cidos biliares, para transferirlos al
ribete en cepillo de los enterocitos, los cuales los van a transportar al reticulo
endoplasmico, donde va a ocurrir la esterificacion mediante la enzima acil-
CoA-colesterolacil-transferasa. Cuando este proceso ha culminado, se
incorpora a los quilomicrones y son secretados a la linfa que circunda a los
enterocitos. En este paso, los esteroles vegetales, se eliminan en la luz
intestinal (Bays and Stein, 2003). El proceso de absorcién intestinal del
colesterol, es saturable, selectivo y variable, dependiendo de la especie. El
transportador ABC-1 (ATP Binding Casette 1), es el que se encarga de ello.
Esta regulado por receptores hormonales heterodimeros en el nucleo, que, a
su vez, controlan también el metabolismo del colesterol celular, la sintesis de

acidos biliares y la homeostasis (Repa et al, 2000).
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Las estatinas han demostrado ser eficaces en reducir el riesgo de
accidentes cerebrovasculares, vasculopatias periféricas y otras patologias,
tanto en pacientes con cifras elevadas de colesterol LDL como en aquellos
gue presentan niveles normales o bajos, pero con riesgo aumentado. A estos
medicamentos se les han atribuido diferentes efectos beneficiosos que han
constituido un hallazgo valioso para la humanidad, como el posible efecto

protector y antimicrobiano.
En esta investigacion se propuso determinar el efecto de la estatina,

atorvastatina, sobre la estructura del intestino (nicho de la microbiota

intestinal) y el higado.
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OBJETIVOS

1. Exponer a ratas machos adultos Rattus norvegicus Sprague Dawley con

atorvastatina durante seis meses.

2. Estudiar un grupo control de ratas machos adultos Rattus norvegicus
Sprague Dawley sin administrar atorvastatina.

3. Evaluar la estructura histolégica del intestino (duodeno, yeyuno, ileon y

colon) e higado de las ratas sin y bajo tratamiento con atorvastatina.

4. Determinar la eficiencia de asimilacién de materia organica en las ratas

controles y bajo tratamiento.

5. Comparar el crecimiento de Eschercichia coli y Enterococcus en el

intestino de las ratas sin y con tratamiento de atorvastatina.
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METODOLOGIA

VII.1 Muestra:

Para el estudio in vivo se contd con 11 ejemplares machos de Rattus
norvegicus Sprague Dawley, de 8 semanas de edad, los cuales
permanecieron cada uno en una jaula en el Bioterio del Instituto de
Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas (IIBCA-UDO) de la
Universidad de Oriente. Las ratas fueron divididas en dos grupos,
denominados grupo control (n=5) y grupo experimental (n=6). Ambos grupos
tuvieron acceso libre a agua y fueron alimentados por igual con alimento
comercial granulado; ciclos de 12 horas luz/12 horas obscuridad, durante 6
meses. A todos los animales se les aplicé un periodo de adaptacion, menor a

15 dias; posteriormente se realizaron los ensayos.

VII.2 Eficiencia del porcentaje de asimilacién de materia organica:

Se tom6 una rata control y una rata tratada con atorvastatin durante
seis meses; cada rata se puso en jaulas separadas sin aserrin en el fondo.
Cada dia fueron alimentadas con 20 gr de comida para ratas. Todos los dias,
se recolectaron las muestras fecales por peridos de 24 horas por tres dias
consecutivos. Todas las muestras de materia fecal fueron recolectadas en el
Bioterio y transportadas al Laboratorio de Resistencia Bacteriana del
IBCAUDO, a temperatura ambiente. Para este experimento, se contd con
tres tipos de muestras. El primer tipo de muestra fue el alimento ingerido por
las ratas, desginado por la letra A (alimento). El segundo tipo de muestra fue
una materia fecal de las ratas controles; se designé con las letras HC (heces
control). El tercer tipo de muestra fue materia fecal de las ratas

experimentales; se designo con las letras HAT (heces atorvastatina).

28



Se pesaron aproximadamente, 50 mg de todas las muestras en una
balanza analitica cuando se recolectaron. Se trituraron en un mortero. Las
muestras se secaron por un periodo de ocho horas a 65°C y se incineraron
en una mufla a 450°C durante cuatro horas. Una vez incineradas, se
volvieron a pesar todas las muestras. Los pesos de todas las muestras se
registraron en un documento Excell. El porcentaje de asimilaciéon se calcul6
con la siguiente formula:

% de asimilacion= F - E’
—————— X100

(1-E)F)

F’ representa el peso seco libre de cenizas: relacion de peso seco
(fraccion de materia organica) en el alimento ingerido y E' representa la
misma proporcién en una muestra representativa de heces y alimento. El
método se compara favorablemente, como una medida de asimilacién, con la
medicion directa de la cantidad de materia organica perdida de los alimentos

durante el paso a través del tracto digestivo (Conover, 1966).
VII. 3 Andlisis histolégico:

Los analisis histologicos de las muestras del intestino (duodeno,
yeyuno, ileon y colon) y del higado fueron realizados de acuerdo a técnicas
convencionales de microscopia electronica (Rojas et al. 1997; Bravo et al.
2005). Inmediatamente después del sacrificio (inyeccion de 50 mg/ml de
succinilcolina), se procedié a tomar las muestras de higado e intestino. El
procedimiento completo se realizé a una temperatura de 21°C. Cada muestra
fue cortada en secciones de 2 mm? aproximadamente, las cuales se
colocaron por 2 horas en glutaraldehido al 3% (pH 8.02). Luego, fueron

lavadas con amortiguador fosfato (0.1 mol/L; pH 7.4) durante 15 minutos, y
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post-fijadas durante 1 hora en tetradxido de osmio (OsO4) al 1%. Todas las
muestras fueron lavadas con amortiguador fosfato y se deshidrataron con
diferentes diluciones de etanoles a concentraciones crecientes desde 50
hasta 100%, durante 5 minutos en cada solucion. Para la infiltracion, las
muestras se colocaron en Oxido de propileno por 15 minutos, luego se
pusieron en una mezcla de resina epoxica-oxido de propileno (1:1) por 2
horas; posterior a ello en resina epodxica pura, durante 1 hora (Luft, 1961;
Rojas et al, 2013). Finalmente, la inclusion se hizo colocando las muestras en
moldes de silicona con resina epoxica. La polimerizacion de las muestras se
realiz6 en una estufa a 60°C por 48 horas. Se practicaron cortes semifinos
(0.7 pm) con cuchilla de vidrio en un ultra microtomo Leica UM-UC6. Los
cortes se tifieron con azul de toluidina (1%), y fueron observados en un
fotomicroscopio modelo Axioskop FL40 (Carl Zeiss, Germany), con una
camara Cannon incorporada por la captura de las imagenes. Las
micrografias fueron procesadas por medio de un software analizador de
imagenes Axio Vision LE Cannon Modul (Carl Zeiss, Germany). Los
hepatocitos binucleados y las células de Kupffer fueron contados en 100
campos y sumados en su totalidad.

VII.4 Verificacion del crecimiento de Escherichia coli y Enterococcus de los hisopados

rectales:

Las ratas fueron hisopadas rectalmente cada mes, durante los seis
meses del estudio. Dos hisopos fueron colocados en el medio de transporte
Cary Blair, por cada especimen de rata. Los hisopos fueron procesados el
mismo dia de la toma, en el Laboratorio de Resistencia Bacteriana del
IIBCAUDO. Todos los hisopos de las ratas sin y con tratamiento, fueron
sembrados en agar EMB para el crecimiento de E. coli a 35°C y en agar BHI

al 6.5% NaCl suplementado con gentamicina (16 pg/ml) a 42°C, para el
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aislamiento de Enterococcus. El crecimiento de las colonias en las placas fue
determinado por cuadrantes (primer cuadrante, segundo cuadrante, tercer

cuadrante y cuarto cuadrante).

VIL.5 Tratamiento estadistico:

Los datos provenientes de este estudio fueron tratados con el programa
SPSS26 de IBM Corp.

Para comparar los indicadores del grupo con tratamiento con el grupo

control, se us6G la prueba estadistica T de Student para muestras

independientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

VIII.1 Evaluacion de la histologia del intestino (duodeno, yeyuno, ileon y colon):

Los resultados de este estudio mostraron que la atorvastatina
administrada durante seis meses a las ratas Sprague Dawley, provocaron
dafios estructurales en el intestino y el higado, con respecto a las ratas
controles, las cuales, no recibieron ese medicamento. El duodeno de las
ratas controles no presentd alteraciones en su estructura (Figura 1). Todos
los miembros del grupo control, mostraron vellosidades intactas, continuas;
también se pudo observar, diferentes tipos celulares en las vellosidades
(Figura 1A y 1B); en las criptas del duodeno, se visualizé una disposicion
celular uniforme (Figura 1C); asi mismo, se observaron dos arterias, de
calibre diverso y se visualiz6 claramente, la tinica intima, media y adventicia

en ambas (Figura 1D).

En los cortes histologicos del duodeno de las ratas tratadas con
atorvastatina (Figura 2), se observo la destruccion parcial de la mucosa
(Figura 2A y 2B) comparada con el grupo control. En las criptas de las ratas
tratadas con atorvastatina, hubo disminuciéon de su tamafo, baja densidad
celular; edema en sus zonas circundantes (Figura 2C) y en la submucosa
(Figura 2D). La distorsion estructural criptal del epitelio intestinal, sugiere un
proceso de inflamacion intestinal cronico. El tejido del duodeno de las ratas
tratadas con atorvastaina, perdido una gran proporcion de los enterocitos, los
cuales son responsables de mantener la integridad de la barrera intestinal

(Kagnoff, 2014), convirtiéndolo en permeable (Johansson et al., 2008).
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Figura 1. Cortes del intestino delgado a nivel del duodeno del grupo control.
Ay B. Vellosidades de la mucosa mostrando una estructura estable. C. Corte
transversal de las criptas. D. Tejido conectivo del duodeno donde se

evidencian arterias llenas de eritrocitos. Ve: Vellosidad; Asterisco: vaso quilifero

central; Cabeza de flecha: vasos sanguineos; Cr: Criptas; Tc: Tejido conectivo; Ar: Arteria.
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Figura 2. Cortes del intestino delgado a nivel del duodeno del grupo
atorvastatina. A. Panoramica donde se observa la alteracién de la mucosa. B.
Detalle de las vellosidades mostrando irregularidades en el borde. C. Detalle
de las criptas donde se evidencia la disminucion de su tamafio con respecto
al grupo control, la baja densidad celular y edema en sus zonas circundantes.
D. Edema a nivel de la submucosa. Ve: Vellosidades necrosadas; Cr: Criptas; SM:
Submucosa; ME: Muscular estriada.
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En este trabajo, se demostrd que hay infiltrado linfocitario en el duodeno
de las ratas tratadas con atorvastatina. Ninguna present6 vomitos durante los
seis meses de estudio. En la literatura internacional, se describen pacientes
con inflamacién a nivel de la mucosa duodenal, y se denomina duodenitis
inespecifica, ya que se desconoce el agente causal (Naddaf and Folkmanas,
2011). Cuando el duodeno posee infiltrado eosinofilico, es por antecedentes
alérgicos, llegando a afectar no solo el duodeno sino otros tejidos del sistema
digestivo, como eso6fago, estbmago, e intestino grueso (Martinez-Martinez et

al., 2020); no seria el caso de las ratas tratadas con atorvastatina.

Los pacientes con enfermedad celiaca refractaria (ECR) presentan una
evidente atrofia vellositaria. No obstante, esta, no es la Unica causa de una
atrofia vellositaria. Para hacer un buen diagndstico, en pacientes con ECR,
es necesario recurrir a técnicas inmunohistoquimicas, las cuales permiten
detectar los diferentes linfocitos intraepiteliales (CD3/CD8) (Patey-Mariaud, et
al., 2000). Si los linfocitos se tifien (CD3), es indicativo de ECRII y si no se
tinen, es ECRI (CD8). Habitualmente, en pacientes con ECRII, hay presencia
de linfocitos aberrantes en sangre, estbmago, duodeno y colon (Verkarre, et
al., 2003).

Existen dos tipos de esta patologia, la ECRI, en la cual, los linfocitos
intraepiteliales, presentan los marcadores de superficie CD3, CD8 y TCR. La
ECRII, los linfocitos intraepiteliales estan alterados, tienen una poblacién
aberrante, porque carece de los marcadores de superficie ya descritos
(Isaacson, 2000). Seria interesante poder hacer analisis
inmunohistoquimicos en los tejidos de ratas tratadas con atorvastatina, para
poder determinar el tipo de poblaciéon linfocitaria presente, ya que su

presencia, no es indicativo de ECR Unicamente.
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El corte histoldgico del yeyuno de las ratas del grupo control, presento
vellosidades finas y alargadas. En la base de las vellosidades se observaron
abundantes criptas con células caliciformes y células de Paneth (Figura 3).
En cambio, en las ratas del grupo tratado con atorvastatina, se observaron
las vellosidades necrosadas a nivel de la mucosa y ausencia de los
conductos quiliferos (Figura 4A). Asi como, infiltrados linfocitarios
abundantes en la mucosa de las vellosidades (Figura 4B). En las criptas,
también hay evidencia de necrosis (Figura 4C). En la arteria del yeyuno, se

pudo visualizar grosor irregular en la tanica media (Figura 4D).

Figura 3. Cortes del intestino delgado a nivel del yeyuno del grupo control.

Observe tejido bien estructurado. Mu: mucosa; SM: sub-mucosa; ME: muscular

externa.
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Un paciente con diagnostico de yeyunitis ulcerativa, su resultado
anatomopatologico de la biopsia, fue de infiltrado linfoplasmocitario
moderado, en lamina propia, con predominio de células plasmaticas, atrofia
vellositaria parcial, areas de ulceracion, abcesos intramurales, fisuras,
fibrosis y trombosis aisladas. Las caracteristicas histologicas observadas
correspondieron en ese paciente, al diagnostico de ileo yeyunitis ulcerativa
cronica (Pérez et al., 2004).

Aunque las ratas tratadas con atorvastatina, presentan infiltrados
linfocitarios en la lamina propia y necrosis de las vellosidades, no se puede
hablar de que presenten una yeyunitis ulcerativa pues no tienen todas las

caracteristicas indicadas anteriormente.

Existen reportes de atrofia vellositaria, asociada a farmacos, como
azatioprina, colchicina, ipilimumab, micofenolato de mofetilo, metotrexate,
neomicina y olmesartan (Tran and Li, 2014; Marietta et al., 2015; Modesto et
al., 2017). Las enteropatias medicamentosas, podrian estar
infradiagnosticadas. Se han descrito casos aislados de enteropatias
asociadas a irbesartan y valsartan (Marietta et al., 2015). Este es el primer

reporte de atrofia vellositaria, asociada al uso prolongado de atorvastatina.

Con respecto a las ratas del grupo control, en la figura 5 se puede
observar que en los cortes del intestino delgado a nivel de la estructura del
ileon esta integra, pudiéndose diferenciar la mucosa, submucosa y capa
muscular externa (Figura 5A). Las vellosidades de la mucosa mostraron una
estructura no alterada, donde se evidencia claramente la lamina propia y el
epitelio de revestimiento (Figura 5B). En el corte longitudinal del ileon (Figura
5C), las criptas, no presentaron alteraciones. Se visualizaron abundantes

enterocitos y células caliciformes, asi como el conducto secretor.
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Figura 4. Cortes del intestino delgado a nivel del yeyuno del grupo
atorvastatina. A. Panoramica donde se observa la ausencia de vellosidades
en la mucosa. Bifurcacion de las criptas. B. Detalle de una vellosidad
mostrando infiltrado linfocitario. C. Detalle de las criptas donde se evidencia
proceso de necrosis. D. Detalle de arteria con la tunica media de grosor

irregurar. Flecha: Mucosa sin vellosidades; Flecha blanca: cripta bifurcada; Cuadrado:
Infiltrado linfocitario; Circulo: Linfocitos; Ne: Necrosis, Cr: Cripta; Ar: Arteria.
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En los cortes del intestino delgado a nivel del ileon del grupo de ratas
tratadas con atorvastatina, se observd la ausencia de vellosidades en la
mucosa (Figura 6A), asi como vellosidades con infiltrado linfocitario (Figura
6B). Ademas, hay una disminucion del tamafio de las criptas, baja densidad
celular, edema en sus zonas circundantes (Figura 6C) y criptas en proceso

de necrosis (Figura 6D).

En el corte transversal del intestino grueso a nivel del colon
descendente del grupo control, se observo la estructura completa (Figura 7A)

y las criptas con su estructura intacta (Figura 7B).

Mientras que en los cortes del intestino grueso a nivel del colon
descendente del grupo atorvastatina, se observd un proceso de necrosis en
el epitelio de la mucosa (Figura 8A), asi como en las criptas (Figura 8B),
edema en el tejido conectivo (Figura 8C) que abarca la submucosa (Figura
8D).

En un estudio donde se evaluaron cuatro pacientes espafioles con
colitis ulcerosa, se encontré que uno, poseia ulceracion de la mucosa
colonica, ademas de las glandulas dilatadas e infiltrado linfoplasmocitario
(Zabana et al., 2007). A diferencia de ese trabajo, en este estudio se
evidenciaron los mismos hallazgos, sin embargo, ellos reportaron criptitis y
abscesos cripticos, cosa que no fue observada en el colon de las ratas

tratadas con atorvastatina durante seis meses.
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Figura 5. Cortes del intestino delgado a nivel del ileon del grupo control. A.
Micrografia panoramica donde se observa la estructura completa del ileon. B.

Vellosidades de la mucosa mostrando una estructura estable. C. Corte
longitudinal de una cripta sin alteraciones. MU: Mucosa; Ve: Vellosidades; SM: Submucosa;
ME: Muscular externa; Cr: Criptas.
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Figura 6. Cortes del intestino delgado a nivel del ileon del grupo
atorvastatina. A. Panoramica donde se observa la ausencia de vellosidades
en la mucosa. B. Detalle de una vellosidad mostrando infiltrado linfocitario.
Observe la gran cantidad de macrofagos. C. Detalle de las criptas donde se
evidencia la disminucién de su tamafo, la baja densidad celular y edema en

sus zonas circundantes. D. Cripta con proceso de necrosis. MU: Mucosa;
Flecha: Vellosidades necrosadas; SM: Submucosa; ME: Muscular externa; Cuadrado:
Infiltrado linfocitario; Circulo: Linfocitos; Flecha corta: macréfagos; Flecha punteada: Edema,;

Cr: Cripta; V: vena.
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Figura e del grupo
contro ompleta del
colon. A 4 In tejido sin

alteraciones estructurales. MU mucosa: SM: submucosa, ME: MUSCUlar externa.
La colitis microscopica puede ser linfocitaria o colagena. Es linfocitaria,

cuando, en la lamina propia, se observa infiltrado de linfocitos, células
plasmaticas y eosindéfilos. No hay presencia de abscesos cripticos, ni
necrosis de las glandulas. Se suele notar aplanamiento y vacuolizacion de
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las células del epitelio de la superficie. En la colitis colagena, aparte de lo ya
mencionado, hay un engrosamiento irregular de la superficie de la mucosa,
por depésito no habitual de coladgeno (Bauta and Pupo, 2017). Se
recomienda realizar la identificacion de los infiltrados en las muestras de las

ratas tratadas con atorvastatina, para un futuro estudio.

Tabla 1. Caracteristicas histol6gicas de muestras intestinales analizadas de
especimenes de Rattus norvegicus Sprague Dawley controles

O100I1d alad O Ol
Duodeno | Yeyuno | ileon Colon
Mucosa Intacta Intacta | Intacta | Intacta
Submucosa Intacta Intacta | Intacta | Intacta
Muscular Intacta Intacta | Intacta | Intacta
Serosa Intacta Intacta | Intacta | Intacta
Criptas de Lieberkiihn Intactas | Intactas | Intactas | Intactas
Abscesos cripticos NO NO NO NO
Criptitis NO NO NO NO
Infiltrado leucocitario NO NO NO NO
Glandulas de Brunner Intactas | NA NA NA
Vasos quiliferos Intactos | Intactos | Intactos | Intactos
Placas de Peyer NA NA Intacta | NA
NA: No aplica

Cuando se evalla histolégicamente una muestra, hay que observar si
hay cambios agudos o cronicos en el epitelio, asi como signos de inflamacién
(Danielsson et al., 1987). La actividad microscopica esta basada no solo en
presencia de leucocitos, sino en el tipo (Goldman, 1994). La presencia de

neutroéfilos, siempre produce dafio epitelial (Keren et al., 1984).
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Figura 8. Cortes del intestino grueso a nivel del colon descendente del grupo
atorvastatina. A. Proceso de necrosis en el epitelio de la mucosa. B. Detalle
de criptas mostrando necrosis. C. Se evidencia edema en el tejido conectivo
que circunda las criptas. D. Corte a nivel de la submucosa mostrando edema.
Ne: Necrosis, Cr: Criptas; Flecha punteada: Edema; SM: Sub-mucosa.
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En pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal se observa la
alteracion de la arquitectura de las criptas. Hay criptas que se ramifican o
bifurcan, varian en tamafo y forma, incluso se pueden observar despegadas
de la capa muscular. En ocasiones, dependiendo del estado evolutivo de la
inflamacion intestinal, se observa plasmocitosis basal, que no es mas que la
infiltracion de la lamina propia (Stratton and Younes, 2017). En este trabajo,
la arquitectura estructural de todo el intestino se vio alterada, unas en mayor
grado que otras. Sin embargo, en ninguna de las muestras, hubo bifurcacién
de las criptas. En las muestras de ileon, si hay desprendimiento de la

mucosa de la capa muscular.

Tabla 2. Caracteristicas histologicas de muestras intestinales analizadas de
especimenes de Rattus norvegicus Sprague Dawley tratados con
atorvastatina durante seis meses

Histologia Ratas con atorvastatina
Duodeno Yeyuno fleon Colon
Mucosa Erosion Ulceraciéon  Ulceracion Atrofiada
Submucosa Edematizada Intacta Ulceracion Erosion
Muscular Intacta Intacta Intacta Intacta
Serosa Intacta Intacta Intacta Intacta
Criptas de Necrosis Necrosadas Necrosadas Necrosadas
Lieberkihn  parcial
Abscesos NO NO NO NO
cripticos
Criptitis NO NO NO NO
Infiltrado Moderado Abundante  Abundante NO
leucocitario
Glandulas Intactas NA NA NA
de Brunner
Vasos Epitelio Tulnica Epitelio Edema
quilfferos distorsionado media distorsionado intersticial
irregular
Placas de NA NA Intacta NA
Peyer
NA: No aplica
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No se observaron cambios en las muestras del intestino de las ratas
controles. Razon por la cual, el IAH de las ratas fue 0 y carece de score
inflamatorio. En todas las muestras analizadas del intestino delgado y el
colon, de ratas tratadas con atorvastatina durante seis meses consecutivos,
se observaron lesiones en menor o mayor grado, dependiendo del segmento
analizado (Tabla 2). El tipo de infiltrado no pudo ser determinado, porque las
muestras solo fueron tefiidas con azul de toluidina. El IAH de las muestras de
las ratas tratadas con atorvastatina se observa en la Figura 9; el score

inflamatorio fue 2.75.
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Figura 9. indice de actividad histolégica de las muestras del intestino de ratas
tratadas con atorvastatina

Las alteraciones de la capa mucosa del epitelio intestinal, distorsionan
la asociacién intima de las bacterias de la microbiota intestinal con el
intestino. Esto es un componente que favorece procesos inflamatorios y, por

consiguiente, cambios en la permeabilidad intestinal, caracteristico de la
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enfermedad inflamatoria intestinal (Hendrickson et al., 2002). En procesos
inflamatorios, como los observados en las ratas tratadas con atorvastatina,
los macrofagos contribuyen a una respuesta inapropiada por el estimulo de
microorganismos entéricos en un intestino permeable. Esto favorece la
translocacion de componentes bacterianos hacia la circulacion sistémica,

originando procesos inflamatorios fuera del intestino (Scotti et al., 2017).

La microbiota Gram negativa intestinal, esta fuertemente asociada con
la respuesta inmune innata, como un elemento critico, en la patogénesis de
la enfermedad de Chron (Hendrickson et al., 2002). En la literatura, hay
reportes de enfermedad inflamatoria intestinal, en modelos animales; dichos
estudios estan basados en procesos espontaneos o inducidos (Dielman et
al., 1997; Blumberg et al., 1999). En los inducidos, hay: a) animales que han
recibido agentes inductores de inflamacién, b) roedores manipulados
genéticamente para que desarrollen inflamacién, y, por ultimo, c) animales
inmunodeprimidos, a los cuales, se les han suministrado, células que median

la inflamacién intestinal (Hendrickson et al., 2002).

Esta demostrado que existen varias sustancias que causan lesiones a
nivel de la mucosa intestinal como dextran sulfato de sodio (5%),
indometacina, acido trinitrobenzeno sulfénico (Elson et al., 1995). Después
de eliminar el uso de dextran sulfato de sodio, pasan unas cuantas semanas,
antes de restaurarse la mucosa intestinal (Elson et al., 1995; Dielman et al.,
1997). Las lesiones pueden ser crbénicas en pacientes genéticamente
susceptibles y mimetizar algunos aspectos de la enfermedad de intestino
inflamado en humanos (Elson et al., 1995). Valga la acotacién, que las ratas
tratadas con atorvastatina, no desarrollaron diarrea durante los seis meses

del estudio.
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La histologia de una paciente con una diarrea de cuatro meses de
evolucion, sin elementos patolégicos en los exdmenes de heces, confirmé el
diagnéstico de colitis eosinofilica. La evaluacion de segmentos de mucosa
colonica, demostré epitelio cilindrico simple con células caliciformes
intercaladas. Escasa migracion intraepitelial de eosinofilos, corion con leve
edema, hiperemia capilar superficial, con infiltrado inflamatorio crénico
compuesto por linfocitos aislados o foliculos linfoides, ademas de
plasmocitos. De quince a 20 eosindéfilos por campo. En algunos segmentos,
se observo la muscular de la mucosa conservada (Sanchez et al., 2018). En
las muestras de la porcion colonica de las ratas tratadas con atorvastatina,
no se determinaron los tipos de infiltrados celulares; se recomienda hacerlo
en un estudio posterior, para determinar el tipo celular implicado con el uso

de atorvastatina.

Cincuenta y cuatro por ciento de los pacientes con diarrea cronica,
presentaron anormalidades histologicas inespecificas (colitis cronica
inespecifica) que no se consideraron clinicamente significativas. No obstante,
en 36% de los pacientes, si hubo cambios histopatologicos significativos.
Veintidos por ciento de los pacientes tuvo colitis eosinofilica y 4.5% colitis
linfocitica (Diaz-Moya et al., 2015). En el caso de las ratas tratadas con
atorvastatina, es probable que, por el corto periodo de tratamiento, los
hallazgos histolégicos, no permitan un desarrollo clinico de sintomas clinicos
(vémitos, diarreas, desnuticion, etc), por lo que, habria que evaluar periodos

mas largos, para poder determinarlo.

Es evidente que estas ratas tratadas con atorvastatina durante seis
meses, no poseen una barrera epitelial intestinal funcional, ya que la
estructura de los intestinos esta bastante deteriorada. La estabilidad de la

microbiota depende de la integridad de ese epitelio intestinal. Ese mismo
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epitelio, es el que alberga las células del sistema inmune y permite una
comunicacion entre el intestino, la microbiota y el sistema inmune, para
mantener la homeostasis del intestino (Saenz et al., 2008; Eri and Chieppa,
2013).

La capa de moco del intestino, es la primera linea de defensa del
intestino (Yu et al., 2004). El moco es para asegurar la absorcion de los
alimentos. El moco intestinal tiene dos capas, una externa y una interna; en
la externa, es donde se adhieren los microorganismos de la microbiota y la
interna, es impermeable a los microorganismos (Johansson et al., 2008). La
destruccion de las células caliciformes, produce un desequilibrio en la
produccion de moco en el intestino. La ausencia de mucina, hace al intestino
vulnerable a inflamacion, la cual permite el desarrollo de colitis espontanea y
cancer colon-rectal (Chelakkot et al., 2018). En las ratas tratadas con
atorvastatina, se observan escasas células caliciformes, lo cual pudiera estar
predisponiendo a personas que toman atorvastatina por largos periodos, por

a dejar de producir moco en el intestino.

Un intestino integro, le confiere estabilidad a la impermeabilidad
(barrera intestinal), y garantiza, una alta tasa de renovacién celular (Bjerknes
and Cheng, 2005); en individuos con epitelios erosionados, ulcerados o
necrosados, esta capacidad se pierde. Las células del epitelio intestinal, se
renuevan cada dos dias (Okamoto and Watanabe, 2004), debido a lo
esencial de una estructura estable para la salud del cuerpo humano, através
de su homeostasis (Wililams et al., 2015). Las ratas tratadas con
atorvastatina, no se pueden renovar, ya que esta severamene lesionado el

tejido intestinal.
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Aun no esta claro, en la literatura internacional, el significado de la
patogénesis cuando hay disrupcion de la barrera intestinal, es decir, si es una
consecuencia 0 una causa, ya que se ha reportado en pacientes con
enfermedades autoinmunes, enfermedad inflamatoria intestinal y desérdenes
metabdlicos (Ma, 1997). Es imperativo entender cdémo, los factores
ambientales o la fisiopatologia, aumentan la permeabilidad de la barrera
intestinal y hace que esta se pierda (Chelakkot et al., 2018). Lo que, si esta
claro en esta investigacion, es que las ratas tratadas con atorvastatina
durante seis meses, perdieron la arquitectura superficial, tanto del intestino
delgado como grueso y las células fundamentales para su funcionamiento,
estdn necrosadas, eliminando la estructura base para la colonizacion

intestinal, por parte de una microbiota estable.

La desregulacién de la respuesta inmune de la mucosa intestinal puede
ser responsable de la inflamacion del intestino (Kucharzik et al., 2006). La
pérdida de la integridad de la barrera intestinal es una caracteristica propia
de la enfermedad inflamatoria intestinal. Esta descrito en diferentes
publicaciones, que un intestino permeable es el que dispara todos los
eventos patoldgicos para un intestino inflamado, por el paso al torrente
sanguineo, de las fracciones bacterianas por el interior de la mucosa

intestinal, activando cascadas pro-inflamatorias (Takeuchi et al. 2004).

El cuerpo humano se abastece de colesterol a través de tres vias
principales: la dieta, el epitelio intestinal y la bilis. En la dieta occidental, hay
un promedio de 500 mg de colesterol, mientras que la descamacion del
epitelio intestinal (enterocitos) proporciona 300 mg y la bilis, 1200 mg diarios,
para un total de 2000 mg netos de lipidos. El colesterol, se absorbe

mayormente en el duodeno y yeyuno proximal. La absorcion de este lipido,
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inicia en el estbmago y continia en el lumen intestinal (Hofmann and
Borgstrom, 1964).

Las micelas transportan el colesterol del lumen intestinal, hacia las
células del borde en cepillo, para ser absorbido por los enterocitos, en forma
de mondémeros. Aproximadamente, la mitad de las moléculas colesterol, se
dirigen hacia el reticulo endoplasmico del enterocito, para ser esterificado por
la enzima ACAT, antes de su incorporacion a las particulas de quilomicrones.
Las sales biliares que no son reabsorbidas en el intestino, son excretadas
como esteroles neutros. Cualquier factor que modifique el transporte de
colesterol del lumen intestinal hacia la linfa, influye en su biodisponibilidad
(Méndez and Uribe, 2008). Ante la destruccién del epitelio del intestino
delgado con el uso prolongado de atorvastatina, es dificil que estas ratas
puedan absorber nutrientes de forma adecuada y peor aun, abastecer de

lipidos a las células, para sus funciones fisiologicas.

Una forma de restablecer naturalmente la integridad del epitelio
intestinal en los usuarios de atorvastatina, seria la administracion oral de la
bacteria Akkermansia muciniphila, porque esta implicada en la regulacién de
la integridad de la barrera intestinal (Dao et al., 2016). Se ha demostrado
que, la proteina Amucl00, sintetizada por esta bacteria, mejora la integridad
de la barrera intestinal (Plovier et al., 2017). Por otro lado, las vesiculas
extracelulares de A. muciniphila, interactian directamente con las células del
epitelio intestinal, disminuyendo asi, los sintomas de colitis en ratones

experimentales (Kang et al., 2013).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS), son
producidas por el metabolismo celular oxidativo para cumplir varios procesos

fisiologicos (Di Meo et al., 2016). Estas especies son extremadamente
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reactivas con electrones desapareados como oOxido nitrico (+ NO), radical
hidroxilo (+ OH), superoxido (+ O), radicales alcoxilo (« RO), y peroxido de
hidrogeno (H.O,) (Neish, 2013). Estas sustancias en exceso, ocasionan
alteraciones fisiolégicas graves, ya que transforman las sefalizaciones

celulares (Jones et al., 2012).

El intestino es una fuente principal de ROS (Bhattacharyya et al., 2014),
por la alta carga bacteriana que ahi se encuentra, lo cual facilita el desarrollo
de patologias (Neish, 2013). Estd demostrado que el estrés oxidativo, es la
llave que dispara los procesos inflamatorios, Ulceras gastroduodenales y
neoplasias gastricas (Balmus et al., 2016; Choghakhori et al., 2017).

En los procesos inflamatorios crénicos, como enfermedad inflamatoria
intestinal (Ell), ulceras, colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn hay
disfuncion intestinal (Foster et al., 2017). Se ha demostrado en todos estos
casos, la presencia abundante de ROS, NOS (6xido nitrico sintasa) y
citokinas proinflamatorias, como causa y efecto de estos trastornos (Seril et
al., 2003; Matsuoka and Kanai, 2015).

La peroxidacién de los lipidos y la alteracion de la homeostasis entre los
oxidantes y los antioxidantes, esta estrechamente relacionada con el
desarrollo de sindrome de intestino irritable (SIl) (Mete et al., 2013;
Choghakhori et al., 2017). Esto es un circulo vicioso, ya que esta patologia
esta relacionada con la disminucion de la diversidad de la microbiota
intestinal, especialmente, el filo Firmicutes y un aumento en consecuencia de

Proteobacterias (Matsuoka and Kanai, 2015).
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En los pacientes que padecen de Sll, se ha demostrado la escasa
presencia de miembros del grupo XIVa de Clostridium, Faecalibacterium

prausnitzii, Latobacillus, Bifidobacterium y Bacteroides (Loh and Blaut, 2012)

El estrés oxidativo en el intestino conduce a cambios de estados de
anaerobiosis a auxotréficos, con mayor proporcion de aerotolerantes o
anaerobios facultativos, con lo cual, la microbiota pasa de un estado de
simbiontes a patobiontes en pacientes con enfermedad de Crohn (Gevers et
al., 2014). Asi mismo, se ve afectada la comunidad de arqueas, pues pasan
de ser predominantemente metanogénicas a acetogénicas, reduciendo el
hidrogeno acumulado y aumentando los representantes de la via de
degradacion del benzoato, el metabolismo de lo fosfolipidos y LPS (Gevers et
al., 2014). En pacientes con estos cambios microbiolégicos en su intestino,
asociados con disbiosis, hay siempre un aumento del radio
Firmicutes/Bacteroides (Jeffery et al., 2011).

VIII.2 Cambios estructurales en la histologia del higado de Rattus norvegicus Sprague

Dawley:

El examen histolégico de los cortes transversales y longitudinales de los
higados de los ejemplares de Rattus norvegicus Sprague Dawley controles,
no presentd alteraciones en su arquitectura lobulillar, travecular ni portal. Los
hepatocitos ni sinusoides, mostaron cambios estructurales. No hubo
evidencia de erosion, congestion, necrosis, inflamacion ni fibrosis en ninguna
de las muestras analizadas. Se observd la forma estructural hexagonal
caracteristica de los hepatocitos, distribuidos en cadena y pocos hepatocitos
binucleados (Figura 10A). Se observo perfectamente la vena central y sus
zonas circundantes (Figura 10B).
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En los higados de las ratas tratadas con atorvastatina se visualizd
balonizacion, binucleacién hepatocelular aumentada, asi como, granularidad
y vacuolizacion del citoplasma hepatocelular y sinusoides dilatados (Figura
11A), ademas, se perdid la organizacion estructural de los hepatocitos en
cadena, las células se volvieron redondas o deformes. En los cortes se
observaron cumulos de color obscuro, los cuales corresponden a
mitocondrias extracelulares por la necrosis total de varios hepatocitos (Figura
11B), sinusoides hepéaticos edematizados y presencia de abundantes células
de Kupffer (Figura 11C).

Las células de Kupffer se activan para generar ROS oxidar y modificar
lipidos, proteinas, acidos nucléicos y eventualmente causar la apoptosis de
los hepatocitos (Zandieh et al., 2011). Esto se visualiza en pacientes con
hepatitis aguda, en la cual se exibe necroinflamacion crénica (Hagen et al.,
1994), por la alta produccion de ROS, ante la infeccién viral (Lang et al.,
2013). Cuando ante la misma infeccién viral, el organismo no es capaz de
producir ROS, no hay destruccion tisular a nivel hepatico (Hagen et al.,
1994). En las ratas tratadas con atorvastatina, no se sabe si el inicio de la
destruccion del tejido hepatico es la alta produccibn de ROS o0 es una
consecuencia que agudiza el cuadro inflamatorio de los animales, por la no
disponibilidad de lipidos suficientes para cumplir con las funciones

fisiologicas del higado.

En un estudio histolégico hepdtico, realizado con ratas macho Wistar,
tratadas con spirotetramat (un insecticida), se visualizaron cambios en la
estructura hexagonal de los hepatocitos, sinusoides dilatados y colestasis
(Falcon-Etchechury et al., 2013), al igual que en este estudio con

atorvastatina.
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Figura 10. Micrografia del higado de ratas del grupo control. A. Corte donde
se observa la estructura estable del higado. B. Detalle de la vena central y
Sus zonas circundantes. H: Hepatocito; Flecha: Células de Kuffer; S: Sinusoides; VC:
Vena central.
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Figura 11. Micrografia del higado de ratas del grupo atorvastatina. A. Se
observa la presencia de hepatocitos binucleados. B. Proceso de necrosis. C.
Sinusoides hepaticos edematizados y presencia de abundantes células de

Kupffer. H: Hepatocitos; Estrella: Hepatocitos binucleados, S: Sinusoides. NE: necrosis.
Flechas negras: células de Kupffer.
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En ratas que expresan diabetes tipo 2 de forma espontanea (eSS), se
hicieron estudios histopatolégicos del higado y observaron movilizacién de
células de Kupffer, lo cual, indicaria la existencia de un proceso inflamatorio
hepatocelular. Esto trae consigo, la activacion de citoquinas pro-inflamatorias
in situ. La binucleacion hepatocelular es un indicio de regeneracion, pareciera
coexistir en forma simultdnea en lesiones celulares como procesos de

compensacion (Daniele et al., 2007).

Cuando se hacen estudios histol6gicos hepéticos, es vital, observar el
volumen nuclear de los hepatocitos, su relacion nucleo citoplasma y la
densidad nuclear, ya que permitirdn inferir dos procesos: el incremento de la
demanda metabdlica y la tendencia a la proliferacion de los hepatocitos
(mitosis). Algunos hepatocitos duplican el material nuclear y se visualizan
tetraploides y poliploides. Otra caracteristica es, division del material
genético, sin la correspondiente division del citoplasma, lo cual origina,

células binucleadas en el tejido hepatico (amitosis) (Moreno et al., 2006).

En las ratas tratadas con atorvastatina durante seis meses, se
observaron hepatocitos binucleados con mayor frecuencia que en las
muestras histologicas de las ratas controles (Figura 11A). Los hepatocitos
tenian tamafos y formas variables en las ratas tratadas con atorvastatina.
Los nucleos de los hepatocitos, no presentaron una apariencia uniforme. Los

nucleolos estaban difusos y algunos fragmentados (Figura 11A).

El tiempo de inicio de toxicidad hepatica de atorvastatina, varia de un
individuo a otro. Usualmente esta verificacion se lleva por el analisis de
enzimas hepaticas. Existe un rango de latencia que puede ir de 34 dias a
mas de 10 afios, una media de 464 dias y una mediana de 155 dias. En un

estudio de 22 pacientes con insuficiencia hepatica clinica, la latencia vario en
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el grupo, yendo de 1 a 3 meses en 27%, 3 a 6 meses en 27%, 6 a 12 meses
en 23% y mas de un afio en 23%. Ninguno de los pacientes se vio afectado
con un uso de atorvastatina de cuatro semanas (Russo et al., 2014). Las
ratas de este estudio estuvieron sometidas a seis meses con atorvastatina y
aunque no se midieron las enzimas hepaticas, si se observaron

modificaciones a nivel histolégico, con respecto al grupo control.

Los medicamentos asociados con una latencia prolongada
(nitrofurantoina, minociclina, metildopa), presentan un sindrome parecido a
hepatitis cronica. La latencia prolongada se observa con la mayoria de las
estatinas (incluida, atorvastatina). Los dafios hepéaticos reportados son
insuficiencia hepatocelular y colestasica (Russo et al., 2009; Bjornsson et al.,
2012).

Las ratas empleadas en este estudio fueron ratas normolipémicas. Sin
embargo, en un estudio histopatologico del higado en ratas diabéticas, el uso
de atorvastatina, produjo degeneracion grasa grave y vacuolizacion. Las
ratas diabéticas tratadas con 10 o con 20 mg/kg de atorvastatina,
presentaron necrosis, kariopkinosis, infiltrado inflamatorio y hemorragia
difusa, con lo cual concluyeron que el uso de atorvastatina en ratas

diabéticas causa mayor dafio hepatico, que beneficio (Shu et al., 2016).

En este trabajo, después de la administracién de atorvastatina las
ratas tuvieron un promedio de 142,4 hepatocitos binucleados, mientras que,
las ratas controles tenian 25,4 hepatocitos binucleados. Hay un evidente
incremento de la division celular hepatica, en las ratas tratadas con
atorvastatina (Tabla 4). El estatus poliploide de los hepatocitos, indica un
aumento del requerimiento metabdlico en el higado (Vinogradov et al., 2001).

La presencia de células poliploides tiene un alto impacto en la expresion
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basal de genes (Kreutz et al., 2017). Puede ser, producto de la escasa
presencia de lipidos, en el torrente sanguineo de las ratas tratadas con
atorvastatina, razén por la cual, el higado, hace un esfuerzo metabdlico

mayor, para compensar la deficiencia lipidica.

Tabla 3. Caracteristicas histologicas de las muestras hepaticas analizadas en
especimenes de Rattus norvegicus Sprague Dawley controles y tratados con
atorvastatina durante seis meses

Histologia Ratas controles Ratas con atorvastatina
Hepatocitos Uninucleares Binucleados
Vacuolizacion Ausente Presente

Granularidad Ausente Presente

Células de Kupffer Escasas Abundantes

Sinusoides Sin dilatar Dilatados

Colestasis Ausente Presente

La alteracion de la expresion génica, produce cambios de la via
oxidativa a anaerdbica, en tejidos poliploides como el higado (Anatskaya and
Vinogradov, 2007), para proteger a las células de la apoptosis relacionada al
estrés, el dafio al ADN, la hipoxia y las ROS, promoviendo el mantenimiento
de las funciones especificas del tejido y la sobrevida de las células
(Anatskaya and Vinogradov, 2010). En este trabajo se encontraron
hepatocitos poliploides tanto en el area periportal como pericentral, de las
ratas tratadas con atorvastatina, asi como en otro trabajo (Kreutz et al.,
2017). Ellos sugieren que el estatus poliploide puede implicar un nivel de
heterogeneidad biologica de los hepatocitos, lo cual es critico para la funciéon

del parénquima hepatico (Kreutz et al., 2017).
La diferencia de las varianzas, al igual que la diferencia de medias (por

la prueba T de Student) provenientes del grupo de ratas control versus el
grupo de ratas que recibié atorvastatina es significativa (p=0.033 y p=0.000,
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respectivamente). Por lo tanto, las diferencias observadas sobre los
hepatocitos binucleares, debido al efecto de administrar atorvastatina, no

parece ser debida al azar.

Tabla 4. Numero de hepatocitos binucleares en los especimenes de Rattus
norvegicus Sprague Dawley controles y tratados con atorvastatina durante
seis meses

Rata Ratas controles Ratas con atorvastatina
1 23 152
2 29 131
3 25 141
4 23 138
5 27 150

Todo parece indicar que atorvastatina tiene un efecto significativo sobre
el higado, especificamente sobre los hepatocitos binucleares, los cuales,
representan células inmaduras que no han completado su proceso de
division citoplasmatica (citocinesis) (Guidotti, et al., 2003). En condiciones
fisiologicas, los hepatocitos binucleares, no se encuentran en gran nimero,
pero aqui, se presentan en grandes cantidades en las ratas tratadas con

atorvastatina.

La poliploidia hepéatica, (presencia de mas de un nucleo en los
hepatocitos), puede ocurrir en ratones, por el progreso del envejecimiento,
por estrés, por toxicidad, sobrecarga metabdlica o dafio oxidativo.
Generalmente, se considera un indicador terminal de diferenciacion o
senescencia celular, relacionado con la disfuncion de insulina y vias de
sefalizacion p53/p21l. La presencia de hepatocitos binucleados, esta

involucrada en enfermedades hepéaticas (Wang et al., 2017).
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Después de una inyeccion Unica intraperitoneal de medicamentos
(Fenilbutazona-Furosemida o Fenilbutazona-Furosemida-Dexametasona), en
especimenes machos de ratas de la especie Mus musculus,
aproximadamente de 450 grs y una espera de 96 horas post-tratamiento, se
sacrificaron las ratas, para hacer estudios histologicos y verificar el impacto
de los medicamentos en los tejidos. Las ratas tratadas con Fenilbutazona-
Furosemida, presentaron degeneracion grasa hepatica moderada,
hemorragia hepatica y necrosis centroacinar focalizada. En el tracto
digestivo, presentaron erosion focalizada, hiperqueratosis marcada, infiltrado
inflamatorio linfocitario y colitis leve linfocitaria. En las ratas con
Fenilbutazona-Furosemida-Dexametasona, se reportd degeneracion grasa
hepatica moderada, necrosis con patrén centroacinar focal y periacinar
severo, hemorragia hepatica marcada. En el tracto gastrointestinal, erosion
focal e hiperqueratosis severa, ademas de colitis leve linfocitaria (Morales et
al., 2009).

A diferencia de ese trabajo, las ratas tratadas en este estudio,
recibieron atorvastatina durante seis meses consecutivos, sin ningun dia de
interrupcién. En las ratas si se obsevd degeneracion grasa microvesicular en

el higado.

En el Bioterio de la universidad de Carabobo, se trabajé con 20 ratas
hembras Sprague Dawley, de las cuales 10 fueron para el grupo control y 10
ratas para el de tratamiento con hojas de higuera; a dichas ratas, se les
suministrd una infusién de hojas de Ficus carica durante siete dias sucesivos.
Luego de un periodo de ayuno de 14 horas, las ratas fueron sacrificadas y se
tomaron muestras de higado. Las ratas controles no presentaron alteraciones
histologicas aparentes en el higado, no obstante, las que recibieron la

infusion de hojas de higuera, presentaron sinusoides hepaticos colapsados
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por congestion vascular moderada. En las ratas tratadas, los hepatocitos
eran binucleados, presentando un promedio de 57,8 células binucleadas,
mientras que las ratas controles tenian 27,4 hepatocitos binucleados
(Alvarado-Rico and Castro, 2010). En las ratas tratadas con atorvastatina, el
namero de hepatocitos binucleados, es muy superior al indicado en ese
trabajo.

Todas las membranas biolégicas del cuerpo, estan formadas por
lipidos (esteroles, glicerofosfolipidos, glicoglicerolipidos y esfingolipidos)
(Krause and Regen, 2014), y las estatinas impiden su sintesis (Stancu and
Sima, 2001). Las células del epitelio intestinal y del higado, requieren lipidos
para su constitucion fisiolégica, por lo tanto, se puede decir que, las ratas que
han sido sometidas a tratamiento continuo con atorvastatina, pueden
presentar deterioro hepético e intestinal a nivel estructural, debido al uso
prolongado de esta estatina. Ademas, que esta demostrado cientificamente,

gue el érgano blanco de las estatinas es el higado (Stancu and Sima, 2001).

Cuando se hizo la diseccion abdominal de las ratas del grupo control,
se observé macroscopicamente, grasa abdominal, mientras que en las ratas
tratadas con atorvastatina durante seis meses, no presentaron rastros
visibles de grasa abdominal. Sn embargo, en el estudio microscépico, se
observd dafio intestinal y hepatico en las ratas tratadas con atorvastatina,
muy probablemente, a causa de la ausencia de colesterol, el cual es
necesario para la constitucion de las membranas celulares y el desarrollo de

los diferentes tejidos.

El colesterol, representa 30% de los lipidos totales de las membranas
celulares, segun el modelo de Singer-Nicolson (Krause and Regen, 2014).

Las estatinas, no deberian ser empleadas por largos periodos, porque
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interfieren de forma indirecta, con procesos claves del organismo, ya que no
solo las membranas celulares tienen colesterol, sino que, ademas, hay
hormonas esteroideas (glucocorticodes, mineralocorticoides, progestagenos,
estrogenos y andrégenos) y sales biliares conformadas por colesterol (Berg
et al.,, 2002). Uno de los hallazgos fortuitos de este estudio, fue la
disminucion del tamafio de los testiculos de las ratas con atorvastatina. Seria
interesante hacer estudios de hormonas esteroideas en ratas bajo

administracion de estatinas, para ver si hay variabilidad en ratas machos.

En este estudio, las ratas tratadas con atorvastatina (Tabla 5),
presentaron un numero aumentado de células de Kupffer. La activacion de
las células de Kupffer, es una consecuencia de la lesion de los hepatocitos
en inflamacion crénica del higado. Estas células de Kupffer también
desempefian importantes funciones protectoras en el inicio de la proliferacion
de hepatocitos en respuesta a la lesidbn hepatotoxica, asi como en la
resolucién de cicatrices fibréticas (Taub, 2004). La degeneraciéon de los
hepatocitos, produce un aumento de la citokina (TGF-B) involucrada en la
activacion de las células estrelladas hepaticas (Friedman, 2008). La
cuantificacion de las células de Kupffer es importante, porgue existe un nexo
entre su aumento y las sefiales de procesos de reparacién o patolégicos en
el higado. Se ha demostrado que su activacion ocurre ante diferentes

procesos de estrés y lesiones (Dixon et al., 2013).

La diferencia de las varianzas, al igual que la diferencia de medias (por
la prueba T de Student) provenientes del grupo de ratas control versus el
grupo de ratas que recibio atorvastatina es significativa (p=0.012 y p=0.000,
respectivamente). Esto permite concluir, que, las diferencias en el nimero de
células de Kupffer, observadas por administrar atorvastatina durante seis

meses, a las ratas de estudio, no es un efecto fortuito.
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Tabla 5. Numero de células de Kupffer en los especimenes de Rattus
norvegicus Sprague Dawley controles y tratados con atorvastatina durante
seis meses

Rata Ratas controles Ratas con atorvastatina
1 145 201
2 140 221
3 143 219
4 139 205
5 150 202

Las células de Kupffer, son macrofagos, que se encuentran en el
higado, para eliminar los patégenos de la circulacion sanguinea. También
actian contra substancias inmunoreactivas, alcohol, drogas y toxinas, que
ingresan por la circulacién portal, para inhibir la inflamacion, debida por la
presencia de dichas substancias, las cuales pueden destruir los sinusoides
hepéticos (Naito et al., 2004).

En este caso particular, el aumento del nimero de células de Kupffer,
puede deberse al dafio que produce atorvastatina en la estructura hepatica,
por la falta de lipidos para la constitucion de las células, a nivel de

membranas nucleares y citoplasmaticas.

Pacientes con la enfermedad de Wilson (enfermedad recesiva
autosémica), tienen células de Kupffer aumentadas y fibrosis pericelular
(Johncilla and Mitchell, 2011). La activacién inflamatoria de las células de
Kupffer, juega un rol en la toxico-inmunogénesis del dafio hepatico de la
enfermedad de Wilson (Sandahl et al., 2014), como es el caso de los
pacientes con cirrosis alcohdlica y no alcoholica (Kazankov et al., 2016). Las
células CD163 son un linaje de marcador especifico de activacién celular
(Kazankov et al., 2015). Los pacientes que muestran activacion de las células
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Kupffer estan estrechamente relacionados con pérdida de la funcidn
metabdlica hepatica (Bjorklund et al., 2018). Es muy probable que las ratas
tratadas con atorvastatina tengan deficiencia hepatica, lo cual debe ser

verificado.

La inflamacién (en general), es una respuesta adaptativa a una
infeccion, lesidbn o exposicibn a sustancias toxicas, para restablecer la
homeostasis. Cuando se logra el equilibrio fisiolégico, se elimina la respuesta
inflamatoria, por lo que el sistema inmune regresa a su estado base. Cuando
€S0 no ocurre, se produce un estrés celular muy alto y el tejido permanece en

inflamacion crénica (Medzhitov, 2008).

En los procesos inflamatorios hepaticos, las células de Kupffer inducen
cambios en las vias metabdlicas de los lipidos en los hepatocitos, por la
liberacién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Huang et al., 2010).
Visto el incremento de las células de Kupffer en las ratas tratadas con
atorvastatina, por el uso de un medicamento para controlar la produccion de
lipidos a nivel hepatico, hay un serio desequilibrio en la produccién de lipidos
en esas ratas, lo cual impide el buen funcionamiento de las células, ya que

todas necesitan de lipidos para su constitucion.

VIII.3 Eficiencia de asimilacion de materia organica en las ratas:

Las heces de las ratas controles, eran mas voluminosas que las heces
de las ratas tratadas con atorvastatina. En promedio, las heces de las ratas
controles, pesaban 91.21 mg, mientras que las heces de las ratas tratadas
con atorvastatina pesaban 33.45 mg. Esta diferencia, entre el tamafio de las
heces en ambos grupos, se acentuo al final de la investigacion. Al principio,

ambos grupos defecaban volimenes parecidos; con el transcurrir de los
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meses, las heces de las ratas tratadas con atorvastatina fueron
disminuyendo su tamafo. Tanto el grupo control como el grupo bajo
tratamiento con atorvastatina, recibian la misma cantidad y el mismo tipo de
alimento por jaula. En la tabla 6, se puede observar que el porcentaje de
asimilacion varié en las ratas controles (87%) con respecto a las que estaban
bajo tratamiento con atorvastatina (54%). Las ratas bajo tratamiento tienen
un porcentaje de asimilacion bajo. Se pudo observar, que las ratas con
atorvastatina, eran menos voluminosas que las ratas controles (Datos no
mostrados). En este estudio, la malabsorcion en las ratas tratadas con
atorvastatina durante seis meses, que se traduce como el bajo rendimiento
en la eficiencia de asimilacion, no viene por problemas genéticos, sino por

deterioro adquirido en la superficie de absorcidn del epitelio intestinal.

No se observaron diferencias significativas entre el grupo de ratas
control y el grupo de ratas que recibieron atorvastatina para las variables: de
Materia organica ingerida (p=0.250), peso total de las heces (p=0.079), peso
seco de las heces (p=0.066) ni el porcentaje de asimilacion de las ratas (p=
0.139). Solo se observaron diferencias significativas entre las varianzas del
grupo de ratas control y el grupo de ratas que recibieron atorvastatina para la
variable de Materia organica en las heces (p=0.028) con un valor significativo
para la prueba t (p=0.015). Por lo tanto, en este caso las diferencias
observadas debido al efecto de aplicar atorvastatina durante seis meses

sobre las ratas, no parece ser debido al azar.

Independientemente de que no haya diferencia estadisticamente
significativa en los porcentajes de asimilacion entre los dos grupos de
estudio, si hay una evidencia clinicamente relevante, ya que las ratas bajo

tratamiento con atorvastatina, eran mas pequefias, los pesos de sus materias
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fecales eran evidentemente diferentes, siendo los de las ratas bajo

tratamiento muchos mas pequefios.

Tabla 6. Comparacion del porcentaje de asimilacién de especies de Rattus
norvegicus Sprague Dawley machos sin y bajo tratamiento con atorvastatina
durante seis meses.

Animal Alimento Peso Materia Peso Peso Materia Porcentaje
ingerido  seco organica total seco organica de
(gn) ingerido ingerida heces delas delas asimilacion
(gr) (gr) (gr) heces heces de las
(gr) (9r) ratas (%)
RC1 0.5033 0.4979 12.35 0.8389 0.7979 1.91 84
RC2 0.4995 0.4952 12.50 0.9995 0.9505 1.6 87
RC3 0.4979 0.4951 18.89 0.8979 0.8460 1.7 91
RAT1  0.5953 0.5503 13.07 0.3429 0.3009 5.5 57
RAT2 0.5191 0.4761 17.31 0.3309 0.2980 9.8 43
RAT3  0.5373 0.4953 16.51 0.3299 0.2839 6.2 63

RC: rata control. RAT: rata con atorvastatina.

El intestino de las ratas con tratamiento, estd estructuralmente
destruido, cosa que no se observa en las ratas controles, por lo tanto, la
poblacién de bacterias que conforman la microbiota, en las ratas con
tratamiento, no esta ni en la cantidad ni en la calidad que deberia estar. Esta
demostrado cientificamente, que la microbiota juega un papel muy importante

en la digestion y absorcion de los nutrientes.
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No existe un término Unico, para describir la proporcion de alimentos
ingeridos que se convierte en energia o nutrientes utilizables para un ser vivo
(Castro et al., 1989; Karasov, 1990; Robbins, 1993; Klasing, 1998), por lo que
en la literatura se expresa como eficiencia de asimilacion, eficiencia de
utilizacion, eficiencia digestiva, coeficiente de utilizacion metabdlica,
coeficiente de metabolizabilidad o digestibilidad, entre muchos otros. Con
este parametro, lo que se busca es, describir la cantidad de materia, energia
0 nutrientes ingeridos, que son capaces de ser digeridos. En ningun
momento, refleja la fraccidbn que se incorpora al tejido corporal (Bairlein,
1999).

Por ello, la fisiologia digestiva es importante para los ecologistas. Un
tema central es la medida en que el procesamiento digestivo influye en la
dieta frente a la medida en que la dieta influye en el procesamiento digestivo
(Bairlein, 1999).

Los cambios de la microbiota intestinal (disminucion de la
diversidad), producen una alteracion metabdlica importante, asi como la
disminucién de &acidos grasos de cadenas cortas (David et al., 2014; Leone et
al., 2015). Vale recalcar, que la microbiota intestinal se encuentra
principalmente en el intestino grueso. No obstante, es en el intestino delgado,
donde se digieren los macronutrientes y la energia (Martinez-Guryn et al.,
2018), se llevan a cabo interacciones complejas entre sefiales dietéticas, se
libera la bilis, ocurre la respuesta endocrina intestinal, la funcién exocrina del
pancreas y la absorcion en los enterocitos, por lo que es fundamental, una
buena estructura histologica. A diferencia del intestino grueso, que posee una
microbiota muy abundante (10*? UFC por gramo), el intestino delgado alberga

una comunidad microbiana compleja, pero menos diversa y abundante (10°-
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10" UFC por gramo) que la microbiota colénica (El Aidy et al., 2013;
Donaldson et al., 2015).

Es posible que dicha disimilitud, sea por la presencia de un pH
acido, un transito rapido, acidos biliares y péptidos antimicrobianos
(Angelakis et al., 2015; Donaldson et al., 2015). En este tramo intestinal,
predominan los Firmicutes y Proteobacterias, mientras que, en el colon, los
Bacteroidetes (Turnbaugh et al., 2009; Angelakis et al., 2015; Donaldson et
al., 2015).

Hay evidencias cientificas que confirman que la microbiota del intestino
delgado, tiene un rol fundamental en la absorcion de los nutrientes. Ratones
gnotobidticos, tienen altos niveles de lipidos fecales (Rabot et al., 2010). En
otro estudio con Zebrafish libres de microbiota intestinal, presentan una
cantidad elevada de acidos grasos de cadenas cortas (AGCC) bajo
regimenes alimentarios ricos en grasa (Semova et al., 2012). Ratas tratadas
con antibidticos, poseen concentraciones escasas de lipidos linfaticos (Sato
et al.,, 2016). Las ratas tratadas con atorvastatina, no pueden tener la
microbiota del intestino delgado en equilibrio, porque la estructua histolégica
estd fuertemente deteriorada. Y un intestino delgado sin microorganismos

estd metabodlicamente alterado (Rabot et al., 2010).

La microbiota del intestino delgado, alojada en la mucosa intestinal, es
altamente sensible a la dieta y juega un rol importante, en la asimilacion de
nutrientes, particularmente en la regulacion fisioldgica o patoldgica, de las
vias de digestion y absorcion de lipidos. Su impacto es muy importante, a
pesar de su pequefia representacion en esta porcién del intestino, porque
esta mas proxima en tiempo y exposicion a los nutrientes de la dieta ingerida

y afecta dramaticamente su composicion (Martinez-Guryn et al., 2018).
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La microbiota del duodeno es altamente inestable por el ambiente, ya
que recibe un flujo directo de secreciones pancreaticas y acidos biliares. En
el yeyuno, la absorcion todavia es alta en esta seccidn y se desarrollan
interacciones importantes entre el hospedero y la microbiota. Los residuos de
la dieta tienen un alto impacto en la formacién de la microbiota y su
composicion, regula la digestion y absorcion de los macronutrientes,
conllevando al hospedero a obesidad o malnutricion, dependiendo del
desbalance de la microbiota, si hay exceso o carencia de ciertas especies
microbianas. En esos casos, la reestructuracion de la microbiota del intestino
delgado, es imperativa, para aumentar o disminuir el transporte y absorcién

de lipidos (Martinez-Guryn et al., 2018).

Ratones gnotobioticos presentan altas concentraciones de triglicéridos
en heces (Rabot et al., 2010), asi como, el transporte reducido de lipidos en
el sistema linfatico en ratas tratadas con antibioticos (Sato et al., 2016).
Ambos estudios demuestran la importancia de la microbiota a nivel del

intestino delgado, para la digestion y absorcion de nutrientes.

En ratones gnotobidticos, con una funcion digestiva alterada, implica
gue hay un transporte reducido de &cido oleico, a nivel de la membrana del
borde en cepillo del intestino (Martinez-Guryn et al., 2018), con lo cual,
realmente, la microbiota del intestino delgado, cumple una funcion
importante, no solo localmente, sino en O6rganos extraintestinales, como el
pancreas (El Aydi et al., 2013).

En un estudio realizado en abulones, en China, se demostré que la
eficiencia alimentaria de estos frutos del mar, dependia en gran grado de la
microbiota intestinal, el metaboloma y las enzimas digestivas. En el grupo de

una eficiencia alimentaria alta, comparado con el de eficiencia alimentaria
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baja, se observé una diferencia marcada en la microbiota intestinal de los
abulones con baja eficiencia alimentaria, asi mismo, la diversidad microbiana,
en los abulones con alta eficiencia alimentaria, fue mucho mayor en este
altimo grupo. Un hallazgo interesante a nivel de produccion enziméatica
digestiva, fue el encontrado en una microbiota conformada por Cobetia y
Pseudoalteromonas. De hecho, los marcadores microbianos para distinguir la
eficiencia alimentaria, son Saprospira, Rhodanobacteraceae,
Llumatobacteraceae y Gaiellales. Este estudio demuestra, como la
modulacion intestinal, puede mejorar la eficiencia alimentaria en el sector de

la acuicultura (Yu et al., 2022).

Otra forma de calcular la eficiencia o porcentaje de asimilacion, es
pesando los animales al inicio del experimento y al finalizar el mismo, para
conocer el impacto del tratamiento sobre la asimilacién de nutrientes o
energética (Gong et al, 2016). Aunque en este trabajo esto no se realizo, si
se evidencio una disminucién importante en el peso de las ratas tratadas con
atorvastatina, con respecto a las ratas controles. Con lo cual, las ratas
tratadas con atorvastatina eran mas pequefias y delgadas que las ratas

controles.

Por otro lado, se observé que la grasa epididimal de las ratas disminuia
en comparacion con las ratas que tenian una baja eficiencia energética, mas
gue un bajo consumo energético (Gong et al., 2016). En este trabajo, las
ratas tratadas con atorvastatina, tenian menos grasa epididimal. No se
pesaron los testiculos y mucho menos la grasa epididimal, pero se evidencié
una disminucion testicular de las ratas tratadas con atorvastatina, al
momento de sacrificarlas para hacer la extraccion de los intestinos y el

higado.
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Los dos grupos de ratas de este trabajo fueron sometidos al mismo
manejo experimental, con respecto al ambiente, tipo y cantidad de
alimentacion. Sin embargo, son irrefutables, los cambios ultraestructurales y
fisicos observados en las ratas tratadas con atorvastatina, con respecto al

grupo control.

En un estudio realizado en Croacia, las ratas machos Wistar controles
tenian un promedio de 1.21 gr de materia fecal (Pirman et al., 2006). A
diferencia de las ratas controles de este estudio, no llegaban al gramo
ninguna de las materias fecales (Tabla 6). La disparidad puede radicar en el
tipo de alimentacion, ya que, a mayor contenido de fibra, aumenta el volumen
de la materia fecal. En dicho estudio, las ratas que fueron alimentadas con
salvado de trigo, tuvieron materias fecales de 2.49 gr (Pirman et al., 2006).
En ratas con intestino intacto, el aumento o disminucion del volumen de la
materia fecal, se ve alterado por humedad en las heces, fibra insoluble en las
heces (Pacheco-Delahaye, 1999), y contenido de microbiota (Stephen and
Cummings, 1980).

En el estudio de la diversidad de la microbiota intestinal de abulones,
se observo que, la reduccién de la diversidad microbiana, es un fuerte indicio,
de condiciones intestinales no fisiolégicas, lo cual contribuye a un bajo
porcentaje de asimilacion, el cual no depende de la cantidad de alimento
ingerido, sino de su digestion y posterior absorcion (Yu et al., 2022). Sin
embargo, no todo esta perdido, porque el suministro de probidticos en dichos
animales, restituye la asimilacion, porque aumenta la diversidad (Zhao et al.,
2018; Bergamaschi et al., 2020).

En estudios experimentales con Daphnia, se administro trimetoprim,

para verificar el impacto sobre la microbiota y la nutricién; veinticuatro horas
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después, la microbiota habia sido disminuida, al mismo tiempo que, la
eficiencia de incorporacion de nutrientes (Gorokhova et al., 2015). En este
estudio, con las ratas tratadas con atorvastatina, no se administraron
antibioticos, sin embargo, si hay una disminucion importante de la microbiota
intestinal, no solo a nivel de colon, sino de todo el intestino delgado, por la
desaparicion de las vellosidades, lo cual refleja un impacto directo sobre el
peso y tamarfio de las ratas. Una comunidad bacteriana simplificada, controla

la complejidad natural del ambiente intestinal (Gorokhova et al., 2015).

En la tabla 7, se puede observar que la cantidad de bacterias
presentes en las ratas tratadas con atorvastatina, fue menor que en las ratas
controles. Las ratas bajo tratamiento con estatinas, tienen, no solo
disminucién del numero total de bacterias, sino que ademas presentan,
disbiosis. La disbiosis intestinal est4 asociada con enfermedades intestinales,
como los procesos inflamatorios, el cancer colorectal, enfermedades
metabdlicas y neuroldgicas (Zheng et al.,, 2018). En este estudio, se
demostrd alteracion inflamatoria de la estructura de la mucosa intestinal,

tanto de intestino delgado como grueso.

No se observaron diferencias significativas entre el grupo de ratas
control y el grupo de ratas que recibieron atorvastatina para las variables:
cantidad de bacterias por gramo de heces y peso de la materia fecal. Es
importante destacar, que la poblacion o carga bacteriana en las heces de las
ratas con tratamiento, cayé 70%. Independientemente, de que no sea
estadisiticamente significativo, si hay una marcada diferencia porcentual, que

altera el metabolismo de esas ratas.

Un intestino sin vellosidades, es un intestino que no puede albergar una

microbiota estable, ya que incluso, hay ausencia de las células caliciformes,
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que son las encargadas de producir el moco, al cual se adhieren las
bacterias, para permanecer en el intestino y no ser eliminadas con el transito
intestinal de los alimentos y las diferentes secreciones que ahi se vierten,
como los acidos biliares, las secreciones pancreaticas, gastricas e

intestinales (Strasinger and Di Lorenzo, 2010).

Tabla 7. Valor teérico del volumen de bacterias en la masa fecal de las ratas
controles y con tratamiento de atorvastatina.

Ratas Cantidad de bacterias por gr de heces® Gramos de materia
fecal

VR 4 x 10" 1

RC1 3.19 x 10" 0.7979

RC2 3.8 x 10" 0.9505

RC3 3.38 x 10" 0.8460

RT1 1.2 x 10" 0.3009

RT2 1.19 x 10" 0.2980

RT3 1.13 x 10™ 0.2839

VR: Valor referencial (Stephen and Cummings, 1980). *UFC (unidades formadoras
de colonias). RC: Rata control. RT: Rata bajo tratamiento.

La identificacion de todos los miembros de la microbiota intestinal
(secuenciacibn masiva de la microbiota), puede no ser accesible para
determinar la disbiosis y reconocer como restablecer la salud de los seres
vivos, no obstante, se pueden identificar algunos metabolitos microbianos,
como arginina, L-carnitina, citrato, glutamato, glutamina, lactato, succinato o

taurina (Yu et al., 2022). Las diferencias en las vias metabdlicas de
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aminoacidos y acidos grasos (metaboloma), estan relacionadas con la
deficiencia del porcentaje de asimilacion (Yu et al., 2022). Algunos
metabolitos, reducen el estrés oxidativo, porque controlan las ROS,

impidiendo el dafio a nivel intestinal (Beloborodova et al., 2012).

Los procesos inflamatorios crénicos de bajo grado, tienen un efecto
sobre la conformacién de la microbiota intestinal (Krajmalnik-Brown et al.,
2012). Si bien es cierto que la microbiota es la responsable de la
homeostasis, también es cierto que no depende Unicamente de la microbiota,
porque esta se ve alterada por varios factores como el pH, la concentracion
de oxigeno, exposicidn a las secreciones intestinales y la alimentacion (Ley
et al., 2008). Por lo general, una microbiota en eubiosis, estd conformada
90% por filotipos de Bacteorietes y Firmicutes y en menor grado,
Methanobrevibacter smithii (Eckburg et al., 2005). La microbiota intestinal
varia a lo largo del intestino en cantidad y en calidad, debido a que las
condiciones ambientales cambian, desde el extremo mas proximal al mas
distal, hay una clara transicién de microorganismos aerobicos a anaerdbicos
(Berg, 1996). La estabilidad intraindividual de la microbiota intestinal, difiere
por la composicién luminal de cada intestino (heces) y epitelial (mucosa)
(Eckburg et al., 2005).

Los monosacaridos son absorbidos por los transportadores de
monosacaridos ubicados en el epitelio intestinal (Hooper et al.,, 2001,
Backhed et al., 2004). La absorciéon de AGCC es un proceso eficiente que
involucra la difusion pasiva y el intercambio de iones (McNeil 1978, Fleming
et al., 1991). Esos AGCC se emplean como energia por los colonocitos e
incluso otros tejidos, para metabolismos posteriores (Wong et al., 2006). El
butirato es el AGCC preferido por las células epiteliales del colon, para su
desarrollo (McNeil et al., 1984; Cook and Sellin, 1998). El propionato, se
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absorbe por los colonocitos y se transporta hacia el higado (Reilly and
Rombeau, 1993), donde se llevaran a cabo los procesos de gluconeogénesis
y se regulard la sintesis del colesterol (Venter, 1990; Reilly and Rombeau,
1993). El acetato estd ampliamente disponible en sangre, como fuente de
energia para todos los tejidos periféricos, para la lipogénesis y la sintesis de
colesterol (Bergman 1990, Cook and Sellin, 1998). En un intestino saludable,
los AGCC absorbidos en el colon, proporcionan entre 6 a 10% de las

necesidades energéticas corporales (McNeil et al., 1978, Bergman, 1990).

Los microorganismos del intestino producen una gran variedad de
enzimas para metabolizar proteinas e hidratos de carbono (Sonnenburg et
al., 2005; Tilg et al., 2009). Bacteroides tethaiotaomicrom, sintetiza 226
glucésido hidrolasas y 15 polisacérido liasas, muchas mas que las
producidas por el cuerpo humano (Xu et al., 2003; Sonnenburg et al., 2005).
Estas enzimas producidas por los microorganismos, son las que permiten
obtener nutrientes de fuentes vegetales. El microbioma intestinal, colabora en
el metabolismo del almidén, arabinosa, fructosa, fucosa, glucosa, galactosa,
manosa, sacarosa y xilosa. Asi mismo, se encarga de eliminar los
xenobidticos en el intestino (Gill et al.,, 2006). Cuando el intestino esta en
disbiosis, es muy dificil que esto se cumpla a cabalidad y es el caso de las

ratas tratadas con atorvastatina, por todo lo antes expuesto.

Los microorganismos son los que controlan el metabolismo de los
monosacaridos y AGCC, para mantener el equilibrio energético (Xu et al.,
2003), al estimular la produccion de triglicéridos (lipogénesis) (Cook and
Sellin, 1998, Towle, 2001). Los triacilgliceroles sintetizados a nivel hepatico,
son vertidos a la sangre, como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
guilomicrones, cuando hay un desbalance, es cuando se genera la

resistencia a la insulina (Krajmalnik-Brown et al., 2013).
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En un intestino lesionado, estos procesos son imposibles de realizar, ya
que los AGCC, interactian como moléculas de sefializacion para acoplarse
con receptores ubicados en los adipocitos y epitelio intestinal (Brown et al.,
2003, Xiong et al., 2004). La microbiota no ocupa simplemente un espacio en
el intestino, sino que establece una comunicacion con el hospedero a traves
del receptor Gpr4l. En estudios experimentales en ratones, los que carecen
de dicho receptor, pesan menos (Samuel et al., 2008). Es muy probable, que
esta sea una de las causas por las cuales, las ratas tratadas con
atorvastatina, eran menos pesadas que las controles, por lo tanto, una

microbiota intestinal en equilibrio (eubiosis), contrarresta la desnutricion.

VIII.4 Colonizacidn intestinal de Escherichia coli y Enterococcus:

En los medios de cultivo EMB, se pudo observar, que, durante los seis
meses de estudio, en las ratas controles, hubo crecimiento abundante de
colonias de E. coli en los cuatro cuadrantes (Figura 12), sin variabilidad del
tamafo de las colonias en un periodo de incubacién de 24 horas a 35°C; no
obstante, en las ratas bajo tratamiento con atorvastatina, si se observé que el
primer mes de tratamiento hubo crecimiento en los cuatro cuadrantes (Figura
12), menor al observado en las ratas controles, sin embargo, a partir del
segundo mes de tratamiento, el crecimiento bajé a solo dos cuadrantes y el
tamafio de las colonias se redujo. Aunque el crecimiento se mantuvo durante
los meses 2 al 6 del estudio en dos cuadrantes, la cantidad de colonias

presentes en los dos cuadrantes siempre fue en disminucion.

Cuando bacterias Gram negativas se exponen in vitro, a las estatinas,
las que mas actividad presentan son atorvastatina y simvastatina. Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, y Proteus mirabilis de la microbiota intestinal; Haemophilus
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influenzae y Moraxella catarrhalis, de la microbiota nasofaringea;
Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans de la
microbiota bucal; y Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Yy
Salmonella Typhimurium, del ambiente (Ko et al., 2017).
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Figura 12. Proporcion de UFC de Escherichia coli en los cuadrantes de las

placas de Petri, provenientes del intestino de las ratas
Linea azul: ratas del grupo control. Linea anaranjada: ratas bajo tratamiento con
atorvastatina. En el eje de la X estan los meses de estudio. En el eje de la Y estan los

cuadrantes de la placa de Petri.

Las estatinas no parecen ejercen su efecto antimicrobiano por la via de
inhibicion de la ruta metabdlica de los lipidos. Las bacterias Gram negativas,
como E. coli o P. aeruginosa, sintetizan los isoprenoides por una via
metabdlica alterna, que es la ruta 2C-methyl-D-erythritol 4-phosphate o MEP,
la cual no requiere HMG-CoA reductasa (Heuston et al., 2012), y a pesar de

ello, varias estatinas, como atorvastatina, rosuvastatina e incluso
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simvastatina, tienen actividad antimicrobiana sobre varias bacterias Gram
negativas (Ko et al., 2017). Hay que recordar que las estatinas que contienen
un grupo lactona, como simvastatina y lovastatina son prodrogas; deben ser
metabolizadas para que la fraccion activa de acido dihidroxy pueda inhibir la
enzima HMG-CoA reductasa, de lo contrario, seran ineficaces, para controlar
el metabolismo lipidico (Harrold, 2013).

Cuando se evalla la efectividad de las diferentes estatinas, se observa
que, de mayor a menor, esta en primer lugar pitavastatina, seguida de
rosuvastatina, atorvastatina, simvastatina, pravastatina, lovastatina vy
fluvastatina (Armitage, 2007); en los estudios de susceptibilidad
antibacteriana, se ha demostrado que simvastatina tiene mayor efectividad
antibacteriana que rosuvastatina, lo cual permite colegir, que la actividad
antibacteriana no esta relacionada con la inhibicion de la HMG-CoA
reductasa (Ko et al., 2017).

El estudio de las estructuras quimicas de las estatinas con actividad
antibacteriana, indica la presencia de dos grupos metilo, los cuales estan
ausentes en la geometria molecular tetraédrica de las estatinas que carecen
de actividad antibacteriana. Es probable que, ocurran interacciones no
polares de estos grupos, con la D-Ala-D-Ala de las bacterias Gram positivas
(acidos teicoicos Y lipoteicoicos), pero en el caso de las Gram negativas (Xia
et al., 2010), la hipdtesis es, que se establezcan rupturas de enlaces de
hidrégeno en los lipopolisacaridos (Ko et al, 2017). Los efectos
bacteriostaticos pueden ocurrir por los enlaces de hidrogeno y fuerzas de van
der Waals que se instauran entre las proteinas de superficie de las bacterias
Gram positivas, asi como, en los de las bacterias Gram negativas (Malanovic
and Lohner, 2016).
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En un estudio, se describié ausencia de antigenos de E. coli en tejidos
del intestino delgado inflamado (Walmsley et al., 1998). No obstante, hay
otros reportes, en los cuales el niumero de E. coli se vi6 aumentado de forma
considerable en los tejidos de intestino inflamado de pacientes con
enfermedad de Chron, en comparacion con controles sanos (Cartun et al.,
1993; Liu et al., 1995; Darfeuille-Michaud et al., 1998), asi como en
enfermedad del intestino inflamado (Tabaqchali et al., 1978). El factor
discordante entre este estudio y los reportados anteriormente, es el uso de
atorvastatina; el cual puede estar ejerciendo una actividad antimicrobiana,

asociada a la pérdida de la estructura tisular donde adherirse.

A pesar de que no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual las
estatinas interfieren con el desarrollo bacteriano, tiene que estar relacionado
con la estructura de la superficie bacteriana, en la cual estan involucrados los
acidos teicoicos y lipoteicoicos (Gram positivos), lipopolisacaridos (Gram

negativos), y/o proteinas de superficie (Ko et al., 2017).

Una microbiota alterada con predominio de Proteobacteria (E. coli),
hace que haya una mayor fermentacién de hidratos de carbono, con lo cual,
se desarrolla un desequilibrio metabdlico en ese hospedero (Elolimy et al.,
2019). En las ratas tratadas con atovastatina, la poblacion de E. coli, esta
disminuida, por lo que no existe una fermentacion excesiva de hidratos de

carbono.

La presencia de Escherichia coli a nivel intestinal es fundamental para
sintetizar acetato, 2,3-butanediol, didéxido de carbono, etanol, formato, lactato,
1,2-propanediol, y succinato (Lloyd-Price et al., 2016). Intestinos deficientes

de E. coli, carecen de dichos metabolitos o son producidos en proporciones
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muy bajas, con lo cual, impide alcanzar los beneficios de su presencia, como

es el caso de las ratas tratadas con atorvastatina.

En las ratas controles, se aislaron cepas de Enterococcus en los
cuatro cuadrantes de las placas de agar BHI enriquecidas con 6.5% de NacCl
a 42°C durante los seis meses de investigacién. En las ratas tratadas con
atorvastatina, se vio una disminucion del tamafio de las colonias y el
crecimiento fue disminuyendo paulatinamente, con el paso de los meses. A
veces, habia que dejar incubando las placas 48 horas para visualizar el
crecimiento de colonias muy pequefias, de lo contrario, a las 24 horas no se

observaba nada sobre el agar.
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Figura 13. Proporcion de UFC de Enterococcus spp., en los cuadrantes de

las placas de Petri, provenientes del intestino de las ratas
Linea azul: ratas del grupo control. Linea anaranjada: ratas bajo tratamiento con
atorvastatina. En el eje de la X estan los meses de estudio. En el eje de la Y estan los

cuadrantes de la placa de Petri.
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En un estudio realizado en Australia, se expusieron in vitro, cepas de
Enterococcus a simvastatina, atorvastatina y rosuvastatina; todas las
estatinas tuvieron una actividad antimicrobiana, aunque simvastatina fue la
que presenté mayor efectividad. Asi como en otras bacterias Gram positivas
(Staphylococcus epidermidis, Streptococcus anginosus, S. mutans, S.

pneumoniae, S. pyogenes, S. salivarius, S. sanguinis) (Ko, et al, 2017).

La diferencia quimica entre simvastatina y lovastatna, es que la primera,
tiene un carbono con dos grupos metilo en la cadena lateral del éster, en
cambio, la segunda, un solo grupo metilo en el carbono. Esta es quizés la
explicacion de por qué simvastatina tiene efecto antibacteriano en
Staphylococcus aureus meticilino resistente (Thangamani et al., 2015). El
grupo metilo adicional, puede interferir en la estructura estable de la pared de
esta bacteria y por eso, su desestabilizacién celular, impidiendo, por ende, la
division celular (Hanson and Neely, 2012). Esta podria ser la razén, por la
cual atorvastatina, entorpeceria el crecimiento de las cepas de Enterococcus

en este estudio.

Este mecanismo, a su vez, impediria la adhesion de las células
bacterianas a las superficies, razéon por la cual seria imposible desarrollar
biopeliculas. Esto traeria como consecuencia, que bacterias expuestas a
estatinas, no podrian formar una microbiota estable en el intestino y tendrian
mayor fragilidad bacteriana frente a los antibiéticos y péptidos catiénicos
(Brown et al., 2013).

Las estatinas tienen la capacidad de cambiar su conformacion
estructural para unirse a las proteinas, razon por la cual se puede interferir en
la estabilidad de las bacterias, sin afectar sus rutas metabdlicas, a través del

establecimiento de enlaces de hidrogeno y fuerzas de van der Waals, entre
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las estructuras bacterianas de superficie y las estatinas (Gazzerro et al.,
2012; Shi et al., 2016). La interaccidon de las estatinas con las proteinas de
superficie de las bacterias Gram positivas, las hace mas susceptibles a la

fagocitosis (Foster et al., 2014).

Se ha demostrado in vitro, que, S. aureus y E. coli incorporan colesterol
exdgeno en sus membranas celulares (Eaton et al., 1981; Shine et al., 1993),
lo cual hace que, aumente la rigidez de sus membranas y probablemente,
reduzca las alteraciones de las estructuras de la superficie celular (Brender et
al., 2012). En personas bajo tratamiento con estatinas, este efecto se pierde,
y las bacterias se vuelven inestables a los cambios del ambiente, es
imposible que colonicen los nichos a los que pertenecen y si son patégenas,
no evadan el sistema inmune ni puedan producir procesos infecciosos (Xia et
al., 2010; Brown et al., 2013). En resumen, esta fuerte presion ambiental, va
a hacer que surja de manera mas explosiva, una resistencia marcada a estas
sustancias, porque amenaza de forma drastica la supervivencia de las
bacterias (Park and Liu, 2012). Los antibiéticos son administrados por
periodos cortos, sin embargo, las estatinas, por muchos afos, afectando de
manera directa, los que conforman la microbiota del cuerpo humano, no solo

la intestinal.

Un estudio anterior ha demostrado, que el uso de estatinas, crea
disbiosis intestinal (Zhernakova et al., 2016). La alteracion de la produccion
de acidos biliares, por el uso de estatinas, es lo que desencadena la disbiosis
intestinal en ratones (Caparros-Martin et al., 2017), a parte del efecto
antibacteriano que poseen las estatinas (Jerwood and Cohen, 2008; Welsh et
al., 2009; Radwan and Ezzat, 2012; Brender et al., 2012; Farmer et al., 2013;
Graziano et al., 2015; Haeri et al., 2015). Se estima, que la concentracion de

estatina a nivel intestinal es reducido, por las etapas de absorcion,
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distribucion y metabolismo de estas sustancias. A medida que estos
medicamentos avanzan hacia el tracto digestivo, la circulacion
enterohepatica disminuye su concentracion, pero es sabido, que las estatinas
se excretan por las heces. Atorvastatina se excreta 98%, seguida de
fluvastatina (93%), rosuvastatina (90%) y simvastatina (60%) (Reinoso et al.,
2002; McFarland et al., 2014). La exposicion bacteriana a concentraciones
muy por debajo de la CMI, ejerce una presion selectiva para la aparicion de

cepas resistentes en la microbiota intestinal (Andersson and Hughes, 2011).

Simvastatina tiene un efecto bacteriostatico en bacterias Gram
positivas, cuando la concentracién en suero es igual a la CMI (Thangamani et
al., 2015), pero se convierte en bactericida, cuando las concentraciones

superan cuatro veces la CMI (Graziano et al., 2015).

Los posibles efectos bacterianos de las estatinas planteados hasta
ahora son, disrupcion de la membrana bacteriana (Bergman et al., 2011),
interrupciéon del crecimiento bacteriano (Masadeh et al., 2012), reduccion de
la viabilidad (Graziano et al., 2015), o incluso, toxicidad de las células
bacterianas, por la ausencia de un metabolito estabilizador de la membrana,

en la inhibicion de la via del mevalonato (Haeri et al., 2015).

En el ser humano, la ingesta de estatinas, actia sobre la HMG-CoA
reductasa, la cual interfiere con la via del mevalonato para controlar la
produccion de colesterol. En algunas bacterias Gram positivas, como
Staphylococcus aureus, se ha demostrado que los isoprenoides esenciales
se sintetizan, por la via del mevalonato (Heuston et al., 2012). A pesar de
gue pareciera la misma via, en bacterias Gram positivas y seres humanos, la
HMG-CoA reductasa humana es de tipo |, mientras que la bacteriana es de

tipo Il, lo que se traduce como enzimas, estructuralmente diferentes,
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haciendo a la enzima humana, diez mil veces mas afin a las estatinas
(Friesen and Rodwell, 2004).

El colon es un ambiente anoxico estricto, el cual se ve alterado por el
estrés oxidativo, modificando la composicion de la microbiota intestinal,
pasando de microorganismos netamente anaerobicos a aerotolerantes o

anaerobios facultativos (Dapito et al., 2012).

Un intestino sano, posee de 10* a 10° bacterias en el intestino delgado,
mientras que, en el grueso, hay 10 bacterias por gramo de heces. En el
intestino delgado, la colonizacién intestinal estd controlada por las
secreciones pancreaticas. Las condiciones favorables para el microhabitat
intestinal de bacterias metabdlicamente diversas, como Bacteroidetes,
Bifidobacterias, Lactobacillus, bacterias sulfatoreductoras y productoras de
AGCC, es un pH de neutro a ligeramente acido, una tasa de flujo reducido de
nutrientes y presencia de abundantes enzimas protectoras antioxidantes (Xu
and Gordon, 2003; Backhed et al., 2005; Louis and Flint 2009; Flint et al.,
2012; Million et al., 2016).

Enterococcus forma parte del filo firmicutes. Una microbiota en eubiosis,
esta formada principalmente por Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria,
seguida de Proteobacteria y Verrucomicrobia (Turnbaugh et al., 2007,
Khanna and Tosh, 2014). Escherichia coli pertenece al filo Proteobacteria
(Scheutz and Strockbine, 2005). ElI hecho de que las ratas tratadas con
atorvastatina, tengan una disminucion importante de estos dos géneros
(Figuras 12 y 13), indica un franco deterioro de la microbiota intestinal de
estos animales de experimentacion, cosa que no ocurrié en la microbiota de
las ratas controles, las cuales, no vieron disminuidas las UFC (Figuras 12 y

13) de ninguno de estos géneros durante los seis meses del estudio. Por
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razones técnicas, se estudiaron solo estas dos especies, una representativa
de cada grupo (Gram positivo y Gram negativo); lo que realmente importa
agui, es que, estos resultados representan el impacto que tiene atorvastatina
sobre cada grupo baceriano; lo cual es facilmente extrapolable al resto de los
miembros de la microbiota intestinal y eso sin contar, como se afectan las

levaduras por el uso de atorvastatina.

El estrés oxidativo puede permitir pérdida de la permeabilidad de la
barrera intestinal, lo cual conlleva al paso de microorganismos
(translocacién), endotoxinas, antigenos al torrente sanguineo, alcanzando los
nervios entéricos y las células inmunitarias (Gareau et al., 2008). Dicho
estrés, provoca disbiosis (desequilibrio microbiano), lo cual reduce de forma
importante la riqueza microbiana en el intestino, disminuyendo la abundancia
de anaerobios benéficos y aumentando patdégenos oportunistas anaerobios
facultativos o aerotolerantes (Houser and Tansey, 2017; Levy et al., 2017).
No solo es la alteracion de la estructura intestinal, sino la modificacion de la
microbiota y todas las consecuencias que eso conlleva, como trastornos
autoinmunes, sindromes metabdlicos y neurodegenerativos, entre otros

(Houser and Tansey, 2017).

Una microbiota intestinal en eubiosis (equilibrio), produce de 50 a 100
mmol/L de AGCC. Estos son acido acético, propionico, butirico, valérico y
carpoico. Representan la principal carga de aniones del colon, por lo que
tienen un rol en la salud del colon y el metabolismo energético (den Besten et
al., 2013).

Butirato influye inhibiendo la inflamacion intestinal y la carcinogénesis,
al actuar directamente sobre la capa de la mucosa colénica, reduciendo el
estrés oxidativo y reactivando la barrera intestinal (Hamer et al., 2008).
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Ademas, regulan el pH, lo cual mantiene en equilibrio la microbiota (Duncan
et al.,, 2009). Hay receptores de los AGCC en la superficie de las células
inmunes, los adipocitos, y enterocitos, convirtiendolos en competidores de
sefalizacion biomolecular entre la microbiota y el intestino (Morrison and
Preston, 2016).

Los AGCC se sintetizan por fermentacion anaerdbica. Cuando
fermentan fibras no digeribles, las bacterias del filo Bacteroidetes producen
acetato y propionato mientras que cuando lo hacen las bacterias del filo
Firmicutes, sintetizan butirato (Macfarlane and Macfarlane, 2003).

Los cambios de la diversidad microbiana a nivel intestinal, estan
asociados con la activacion de multiples vias inflamatorias y de estrés
oxidativo, asi como altos niveles de endotoxemia (LPS en sangre)
(Yuzefpolskaya et al., 2017). Estas alteraciones de la microbiota intestinal
producen disfuncion en la barrera intestinal y aumenta la permeabilidad,
trayendo consigo el paso a la circulacion sanguinea de bacterias y/o sus

bioproductos proinflamatorios (Jennings et al., 2020).

El estrés oxidativo cumple un proceso funcional en el revestimiento del
epitelio intestinal, el cual se encarga de procesos fisiolégicos en la
microbiota, como es, interferir en la composicion de los grupos bacterianos,
ya que anaerobios prosperan en presencia de aceptores de electrones.
Cuando la microbiota se ve alterada, aumenta la permeabilidad del intestino,
y hay paso de xenobidticos al sistema sanguineo, pudiendo viajar por todo el
cuerpo (Reese et al., 2018). La disbiosis intestinal es una causa y una
consecuencia del incremento de estrés oxidativo en el cuerpo humano
(Jones et al., 2012).
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El estrés oxidativo es un estado de desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes, generando una interrupcion en la sefializacion REDOX vy
control del dafio molecular (Sies, 2015). Este proceso tiene un rol fisiologico
critico, mientras se mantenga en un rango seguro y estable (Massaad and
Klann, 2011); su exceso produce toxicidad, que resulta en un amplio espectro
de disfunciones celulares, culminando con la muerte celular (Sies, 2015).
Esto ocurre en un metabolismo aerdbico, ya que involucra oxigeno molecular
para producir ROS (Patel, 2016).

Los radicales libres son lo suficientemente estables como para existir,
son capaces de aceptar o eliminar electrones de otros atomos (Cobley et al.,
2018). La mayoria de ROS son subproductos de procesos fisiologicos
mitocondriales (Kim et al., 2015). La produccion de ATP de las células,
depende de los complejos REDOX que conforman la cadena transportadora
de electrones en la membrana mitocondrial interna (Moniczewski et al.,
2015). El complejo | es NADH coenzima Q oxidorreductasa, el complejo Il es
succinato Q oxidorreductasa, el complejo Il es citocromo C oxidorreductasa

y el complejo 1V es citocromo C oxidasa (Moniczewski et al., 2015).

Las investigaciones que se han llevado a cabo sobre las estatinas y el
microbioma intestinal, es que son facilmente metabolizadas en compuestos
secundarios por los microorganismos del intestino (Zimmermann et al, 2019,
Zhao et al, 2020), lo cual indica que el microbioma impacta la
biodisponibilidad de las estatinas y en funcién del hospedero, hay una

variabilidad en la respuesta a los niveles de LDL (Karlson et al, 2016).

El consumo de estatinas, puede modificar el microbioma intestinal; los
pacientes obesos, que ingieren estatinas, parecen tener un microbioma

putativo enterotipo, definido con una abundancia relativa de Bacteroides y
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una disminucion de Firmicutes, con un agotamiento de AGCC (Vieira-Silva et
al, 2020). También ha sido reportado en modelos animales, donde la
capacidad para producir butirato, se ve truncada en aquellos que consumen

estatinas (Caparrés-Matrtin et al, 2017).

La ingesta de estatinas, esta relacionada con la disminucion de la a-
diversidad de la microbiota intestinal. La mas alta a-diversidad microbiana,
esta relacionada con aquellos pacientes que tienen bajos niveles plasmaticos
de HMG-CoA reductasa (Wilmanski et al., 2021).

Un estudio reciente (Vieira-Silva et al, 2020), demostré que pacientes
obesos consumidores de estatinas, tienen la mas baja prevalencia del
enterotipo Bacteroides 2, el cual es considerado, el menos saludable de los
enterotipos descritos. En pacientes europeos, se observd, ausencia de
Faecalibacterium y Subdoligranulum en el enterotipo Bacteroides 2
(Wilmanski et al., 2021).

La composicion de la microbiota intestinal, tiene una proporcién
significativa en la variabilidad de los efectos de las estatinas sobre la
poblacion. El enterotipo Bacteroides 2, en pacientes que consumen estatinas,
tiene el mayor aumento de HMG-CoA reductasa, seguido por Bacteroides 1y
Ruminococcus, con el efecto de niveles mas bajos de colesterol LDL
(Wilmanski et al., 2021).

En los usuarios de estatinas, hay una correlacion negativa con los
niveles plasmaticos de HMG-CoA reductasa, independientemente de la dosis
y de la predisposiciébn genética, lo cual indica que una microbiota mas
diversa, puede interferir con las estatinas en los efectos deseados (Wilmanski
et al., 2021).
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Pacientes con un enterotipo Bacteroides dominante, pueden modificar
la actividad de las estatinas, impactando en la potencia y los efectos
adversos. En este enterotipo, hay ausencia de taxones importantes
productores de butirato, colocando a esos pacientes en alto riesgo de

complicaciones metabdlicas (Wilmanski et al., 2021).

El uso prolongado de estatinas, con efectos cardioprotectores, ejerce
una presion selectiva en los diferentes ecosistemas del cuerpo,
seleccionando bacterias resistentes, debido a que dependiendo de la estatina
consumida (atorvastatina, simvastatina, rosuvastatina, floxuvastatina), las
bacterias pueden estar expuestas a CMI cientos de veces mas bajas de las
que las bacterias poseen o incluso de 8 a 10 veces por encima de sus

valores (Hughes and Andersson, 2017).

Las bacterias en presencia de biocidas, metales pesados, quimicos no
antibioticos con propiedades antibacterianas, expresan resistencia por via de
co-seleccién (Singer et al., 2016). Esto significa que, se establece una
resistencia cruzada, es decir, un gen que es capaz de conferir resistencia a
otra sustancia dada, puede otorgarle resistencia a otra sustancia (antes
desconocida conferir dicha actividad), porgue tienen el mismo sitio de accion.
La otra via posible, es la co-resistencia, que es cuando se involucran varios
mecanismos fisicos, para impedir la accion de una sustancia sobre su sitio
blanco en la bacteria (Wales and Davies, 2015). Es el caso del impacto de
atorvastatina sobre bacterias Gram negativas, que parece ser resistente por
mecanismos de bombas de eflujo. Se requieren de mas estudios para

comprobar (Laudy et al., 2017).

El catabolismo de la grasa consumida durante la ingesta de alimentos,

ocurre por las lipasas producidas por los microorganismos del intestino, para,
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a partir de los triglicéridos y fosfolipidos, producir lipidos libres (Jaeger et al.,
1994; Morales et al., 2016). Se sabe que los triglicéridos, representan 95%
de la grasa total ingerida (Igbal and Hussain, 2009). Enterococcus reduce el
glicerol a 1.3 propanodiol (De Weirdt et al., 2010). Durante este proceso, se
sintetiza reuterina (Vanhaecke et al., 2008), que es una sustancia con
actividad antibacteriana, para mantener el control del crecimiento bacteriano
en el intestino (Cleusix et al., 2007). En las ratas tratadas con atorvastatina,
no hay posibilidad de que se controle el crecimiento de otros
microorganismos, porque hay una clara deficiencia de UFC de Enterococcus

en el intestino (Figura 13).

Enterococcus, y otros géneros, descarboxilan los aminoécidos basicos,
produciendo subgrupos de aminas (Pugin et al., 2017). El catabolismo de
arginina, produce agmatina, la cual tiene efecto antiinflamatorio (Auguet et
al., 1995). Agmatina controla la proliferacion de las células del epitelio
intestinal (Mayeur et al., 2005). En las ratas tratadas con atorvastatina, hay
una franca disminuciéon de las UFC de Enterococcus, con lo cual, la
regeneracion celular del intestino, se ve seriamente entorpecida y no puede
luchar contra los procesos inflamatorios producidos por la destruccion de las

vellosidades.

El metabolismo de Enterococcus, genera la produccion de espermina y
espermidina, para controlar el estrés oxidativo y prolongar la estabilidad
celular (Eisenberg et al., 2009). Esto conduce, igualmente, a una sintesis de
putrescina. Estas tres poliaminas, mejoran la integridad del intestino,
evitando que sea permeable (Chen et al., 2007), promoviendo la restitucion
intestinal (Rao et al., 2012) y favoreciendo la reduccion de moco (Buts et al.,
1993; Rao et al., 2012).

91



En las ratas tratadas con atorvastatina, hay un deterioro intestinal y la
poca presencia de UFC de Enterococcus, no permite el restablecimiento de
las células del intestino ni la produccion suficiente de moco, para evitar el
paso de sustancias téxicas hacia el torrente sanguineo, e incluso, particulas
de microorganismos, como el lipopolisacarido de los Gram negativos,
generando endotoxemia. Con este panorama, hay una produccién importante
de citoquinas pro-inflamatorias en las ratas que consumieron atovastatina

durante seis meses.

La microbiota intestinal esta conformada al menos de 50 a 70% de
bacterias (Firmicutes y Bacteroidetes). La diversidad de Firmicutes se ve
disminuida en Ell, Enfermedad de Chron, obesos y pacientes diabéticos tipo
2 (Dam et al., 2019). Enterococcus pertenece al filo Firmicutes. Son bacterias
Gram positivas (Hanchi et al., 2019) y ya se ha demostrado que las estatinas
tienen mayor impacto inhibiendo este grupo de bacterias. Las ratas tratadas
con atorvastatina tienen una disminucién importante de UFC de
Enterococcus. Es muy probable que desarrollen a largo plazo trastornos
metabdlicos, debido a la deficiencia enzimética producida en el ambiente

intestinal de dichos animales, impactando el porcentaje de asimilacion.
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CONCLUSION

El uso prolongado de atorvastatina generd un intestino permeable, al
crear destruccion del tejido estructural del intestino.

El higado de las ratas tratadas con atorvastatina entré en un proceso de

compensacion, debido a los dafios histolégicos.

El efecto antimicrobiano, disminuy6é drasticamente la poblacion de
Enterococcus y E. coli en el intestino de las ratas, con lo cual no se deben
estar produciendo, las enzimas necesarias para digerir y absorber los

nutrientes.
La disbiosis intestinal, producto del suministro de atorvastatina a las

ratas de exerimentacion, impidi6 una buena tasa de asimilacién y el buen

desarrollo de las ratas.
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RECOMENDACION

Realizar los experimentos nuevamente en ratas con dislipidemia, para
evaluar si el impacto sobre los tejidos y la microbiota es el mismo, ya que el

estudio se realizé con ratas normolipémicas.

Aplicar pruebas de inmunohistoquimica, para determinar el tipo de
poblacion linfocitaria presente en los tejidos intestinales.

Hacer cultivos celulares de enterocitos con atorvastatina, para
demostrar el efecto citopatico de esta estatina y determinar si la destruccion
del epitelio intestinal es una causa medicamentosa 0 una consecuencia de la

respuesta inmune pro-inflamatoria.

Detectar el perfil hepéatico de las ratas bajo tratamiento con
atorvastatina, para medir si el impacto de la cantidad de células de Kupffer en
los higados de las ratas es por estrés oxidativo o por el mecanismo de accién

de atorvastatina.

Examinar cultivos con hepatocitos y atorvastatina, para establecer la
causa de la binucleacion (envejecimiento, estrés, toxicidad, sobrecarga

metabdlica o dafio oxidativo).
Estudiar las hormonas esteroideas en ratas machos, tratadas con

atorvastatina, para establecer su impacto en el desarrollo y comportamiento

sexual de las ratas.
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Verificar la concentraciéon de arginina, L-carnitina, citrato, glutamato,
glutamina, lactato, succinato y taurina en ratas tratadas con atorvastatina,

para a través del metaboloma, estudiar su modificacion.

Medir los AGCC presentes en las heces de las ratas tratadas con

atorvastatina, para inferir los cambios metabdlicos de la microbiota intestinal.

Probar las actividades enzimaticas de las hidrolasas y liasas en el

intestino de las ratas tratadas con atorvastatina.

Analizar el espectro IR de los cultivos de E. coli y Enterococcus spp.,
sin y con atorvastatina, para comparar los grupos funcionales presentes en

cada género.

Hacer pruebas de adherencia de cultivos de E. coli y Enterococcus
spp., sin y con atorvastatina, para medir el impacto de atorvastatina sobre las

proteinas de superficie.
Cultivar cepas de E. coli y Enterococcus spp., Sin y con atorvastatina,

para ver el efecto de presion selectiva, en el desarrollo de resistencia a

atorvastatina y antibioticos de uso clinico humano.
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Introduccion: El uso de atorvastatina esta ampliamente extendido en la

poblacién adulta con trastornos de dislipidemia. Recientemente, se conocio

gue las estatinas, tienen actividad antibacteriana. Por esta razon, se estudio

el efecto de atorvastatina sobre el intestino (habitat de la microbiota

intestinal) y el higado, centro de la sintesis de los lipidos. Metodologia: Se

hizo un estudio experimental in vivo con un grupo control y uno con

atorvastatina durante seis meses, en ratas machos adultos Sprague Dawley.

Todos los especimenes recibian la misma cantidad y el mismo tipo de

alimento por jaula. Se tomaron hisopados rectales a todas las ratas, al inicio

del estudio y cada mes, hasta el sexto mes. Los hisopos fueron sembrados

en agar EMB, para aislar cepas de Escherichia coli y en agar BHI,

suplementado con gentamicina y 6.5% de NaCl para aislar cepas de

Enterococcus spp. Al sexto mes del estudio, las ratas fueron sacrificadas,

para obtener los intestinos e higados, para su preparacioén en bloques de
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resina epoxica y posterior estudio histologico al microscopio 6ptico. El

porcentaje de asimilacion se realizé pesando los alimentos y la materia fecal

de las ratas. Luego, todas las muestras fueron secadas e incineradas. Los

resultados fueron recolectados en un documento Excel. Resultados: La

atorvastatina administrada durante seis meses a las ratas Sprague Dawley,

provoco dafnos estructurales en el intestino (duodeno, yeyuno, ileon y colon),

variando de moderado a severo, dependiendo del tramo del intestino, asi

como, en el higado, con respecto a las ratas controles. Los infiltrados

linfocitarios demostraron procesos inflamatorios cronicos en el intestino.

En los cortes histolégicos de los higados de las ratas tratadas con

atorvastatina, se observaron cimulos de color obscuro, correspondientes a

mitocondrias extracelulares por la necrosis total de hepatocitos, ademas de

sinusoides hepaticos edematizados y presencia de abundantes células de

Kupffer. Después de la administracion de atorvastatina, las ratas tuvieron un

promedio de 142.4 hepatocitos binucleados, mientras que las ratas controles

tenian 25.4. La diferencia de las varianzas, al igual que la diferencia de

medias (por la prueba T de Student) provenientes del grupo de ratas control

versus el grupo de ratas que recibié atorvastatina es significativa (p=0.033

y p=0.000, respectivamente), por lo que se infiere, que, las diferencias

observadas sobre los hepatocitos binucleares, no parece ser debida al azar.

El mismo comportamiento estadistico fue observado con el incremento de

las células de Kupffer en las ratas bajo tratamiento. Con respecto a las

heces de las ratas, aquellas provenientes de los controles, eran mas

voluminosas (91.21 mg), que las de las ratas tratadas con atorvastatina

(33.45 mq). El porcentaje de asimilacion varié en las ratas controles

(87%) con respecto a las que estaban bajo tratamiento con atorvastatina

(54%). No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con el

porcentaje de asimilacién. La cantidad de bacterias presentes en las ratas

tratadas con atorvastatina, fue menor que en las ratas controles. No se

observaron diferencias significativas. En las ratas bajo tratamiento con

atorvastatina, se observd crecimiento de E. coli en los cuatro cuadrantes de

la placa el primer mes, pero en menor cantidad al observado en las ratas

controles. A partir del segundo mes de tratamiento, el crecimiento bajo a

dos cuadrantes y el tamafio de las colonias se redujo. En las ratas tratadas

con atorvastatina, se vio una disminucién del tamarfo de las colonias de

Enterococcus y el crecimiento fue disminuyendo paulatinamente, con el paso

de los meses. Conclusion: El uso prolongado de atorvastatina, cre6 dishiosis

intestinal, al destruir la estructura histolégica del intestino, habitat de la

microbiota intestinal.
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