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Resumen

Los ciclodipéptidos (CDPs) producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 han
atraido la atencion por su actividad antibacteriana, antifungica, anticancerigena y
antiobesidad; reportes indican que poseen la capacidad de modular genes
relacionados con diversos procesos biologicos. En el presente trabajo se analiz6 su
efecto sobre la enfermedad esteatdtica hepatica asociada a disfuncion metabdlica
(MASLD) en ratas alimentadas de forma cronica (45 semanas) con una dieta
obesogénica con el objetivo desarrollar un estado avanzado de la enfermedad; las
ratas fueron tratadas con CDPs durante 10 semanas tres veces por semana
administrando una dosis de 5 mg/kg. Los resultados obtenidos indican que los CDPs
mejoran el estado de MASLD; disminuyendo la ganancia de peso, mejorando el
metabolismo de glucosa, disminuyendo el estrés oxidativo y modulando la expresion
de diversos genes relacionados al metabolismo de lipidos; los animales tratados
también mostraron una mejora en los marcadores histopatolégico asociados a la
enfermedad. Concluyendo que el tratamiento con CDPs disminuye la progresion de
MASLD en ratas obesas.

Palabras clave: tratamiento — ciclodipéptidos — MASLD — metabolismo - ratas



Abstract

The cyclodipeptides (CDPs) produced by Pseudomonas aeruginosa PAO1 have
attracted attention for their antibacterial, antifungal, anticancer, and anti-obesity
activities; reports indicate that they can modulate genes related to various biological
processes. In the present study, their effect on metabolic dysfunction-associated
steatotic liver disease (MASLD) was analyzed in rats fed chronically (45 weeks) with
an obesogenic diet to develop an advanced state of the disease; the rats were
treated with CDPs for 10 weeks, three times a week, administering a dose of 5
mg/kg. The results indicate that CDPs improve the state of MASLD, reducing weight
gain, improving glucose metabolism, decreasing oxidative stress, and modulating
the expression of various genes related to lipid metabolism; treated animals also
showed an improvement in histopathological markers associated with the disease.
In conclusion, treatment with CDPs reduces the progression of MASLD in obese

rats.

Keywords: treatment — cyclodipeptides — MASLD — metabolism - rat



1. Introduccién

1.1 Obesidad y tejido adiposo

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como una
acumulacion de grasa anormal y excesiva; cuya causa es un desequilibrio
energético (OMS, 2023). La obesidad es considerada un factor de riesgo para el
desarrollo de diversas enfermedades, entre las cuales se encuentran, diabetes tipo
2, la enfermedad esteatdtica hepatica asociada a disfuncion metabdlica,

enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer (Jin et al. 2023).

A pesar de que la relacidn entre la obesidad y la mortalidad se reconoce desde hace
mas de 20 ainos; actualmente representa un problema de salud publica que aumenta
rapidamente, y no se limita a paises industrializados. Tomando en cuenta el numero
total de personas afectadas a nivel mundial se le considera la pandemia mas grande
de todos los tiempos (Gjermeni et al., 2021); la OMS estima que uno de cada cinco

adultos en el mundo seran obesos para 2025 (Wen et al., 2022).

En México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
el 75.2% de la poblacién adulta (mayor o igual a 20 afos de edad) padece obesidad
o sobrepeso (ENSANUT, 2022).

La etiopatogenia de la obesidad es un fenémeno complejo; el aumento de la ingesta
de alimentos en relacion al gasto energético es la teoria mas sencilla sobre los
mecanismos que conducen al aumento de masa corporal, sin embargo, es algo
limitada considerando que este es un fendbmeno de origen muy heterogéneo en el
que pueden intervenir no solo factores nutricionales, si no, también genéticos
(Gonzalez, 2013).

La obesidad se reconoce como un trastorno inflamatorio crénico de bajo grado, este
estado sistémico acaba afectando la homeostasis metabdlica a largo plazo, ademas
de la afeccion multiorganica en 6rganos como pancreas, higado, musculo y sistema

cardiovascular (Uranga & Keller, 2019).
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La energia consumida a través de los alimentos es utilizada para funciones
corporales, termogénesis y actividad fisica, pero si excede las necesidades se
almacena en forma de triacilglicéridos en las células especializadas del tejido

adiposo llamadas adipocitos (Mingrone et al., 2015).

El tejido adiposo esta compuesto por: adipocitos, pre-adipocitos, células del sistema
inmune, matriz extracelular y vasos sanguineos; siendo un tejido esencial para la
vida, pero en casos extremos de abundancia (obesidad) se provocan alteraciones
metabdlicas significativas e incrementa el riesgo de mortalidad (Flores-Lazaro et al.,
2011).

Existen tres tipos de tejido adiposo: blanco, pardo y beige localizados en diferentes
depositos a través del cuerpo. El adipocito blanco se especializa en el
almacenamiento de lipidos; el pardo en termogénesis, disipando la energia en forma
de calor (Sakers et al., 2022); por otra parte, el adipocito beige se ha demostrado
que puede responder a ciertos estimulos y tener caracteristicas similares al
adipocito pardo, pero a pesar de sus similitudes tienen localizaciones anatdomicas
distintas (Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2020).

El tejido adiposo blanco se caracteriza por su composiciéon de adipocitos que
contienen una vacuola lipidica en la cual se almacenan lipidos para su utilizacién
cuando exista una demanda elevada de energia; también secretan adipocinas, las
cuales actuan como hormonas con una amplia gama de funciones relacionadas con
metabolismo, inflamacion, transporte de lipidos, entre otras (Frigolet & Gutiérrez-
Aguilar, 2020).

La expansion del tejido adiposo en un estado de obesidad esta medida por
hipertrofia (aumento en el tamano de los adipocitos), hiperplasia (mayor niumero de
adipocitos) o ambas (Sung et al., 2016) esto con el fin de almacenar el exceso de
energia en forma de triacilglicéridos. Virtue y Puig en el afio 2010 propusieron la
“hipotesis de la expansibilidad del tejido adiposo” en la cual se establece que todos
los individuos poseen una capacidad maxima de expansion adiposa que esta
determinada tanto por factores genéticos como por ambientales; una vez que se

alcanza este limite el tejido adiposo deja de almacenar la energia de manera
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eficiente y los lipidos comienzan a acumularse en células no adiposas provocando

lipotoxicidad, resistencia a la insulina, apoptosis e inflamacién (Virtue & Puig, 2010).

Esta hipotesis es importante para comprender lo que suele observarse en pacientes
con lipodistrofias (enfermedad genética que se caracteriza por diferentes grados de
incapacidad para expandir el tejido adiposo), quienes presentan resistencia a la
insulina grave, sindrome metabdlico, enfermedad esteatotica hepatica asociada a

disfuncion metabdlica y/o hasta diabetes (Godoy-Matos et al., 2020).

Diversos estudios han reportado que la hipertrofia de los adipocitos da como
resultado una funcion anormal y conduce a la resistencia a la insulina. Los
adipocitos hipertrofiados muestran un alto nivel de necrosis, este aumento en la
muerte de los adipocitos induce un estado de inflamacion con la sobreproduccion
de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleucinas 6 y 8 (IL-6, IL-8) (Sung et al., 2016). Estudios clinicos respaldan que el
aumento en el tamafio de los adipocitos se asocia con esteatosis hepatica y otros

marcadores de disfuncién metabdlica (Harvey et al., 2020).

1.1.1 Adiposidad abdominal

La distribucion del tejido adiposo, juega un papel importante en el incremento de
factores de riesgo (Flores-Lazaro et al., 2011); los dos compartimientos principales
son: tejido adiposo visceral (recubre los 6rganos internos) y tejido adiposo
subcutaneo (se encuentra debajo de la piel), cada uno con diferentes caracteristicas
metabdlicas; se considera que el depdsito subcutaneo es relativamente benigno e
incluso beneficioso y por el contrario, el depdsito visceral se asocia a disfuncion

metabdlica y resistencia a la insulina (Wibmer et al., 2021).

Tanto el tejido adiposo visceral como subcutdaneo expresan un conjunto de genes
idénticos, pero su nivel de expresion es distinto; la expresion de citocinas
proinflamatorias es mayor en el tejido adiposo visceral contribuyendo a la

inflamacion crénica caracteristica de la obesidad (Mittal, 2019).
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Una de las hipotesis propuesta para explicar el vinculo entre la obesidad visceral y
morbilidades es la “hipotesis visceral/portal” en la que se indica que una mayor tasa
de lipdlisis por parte de la grasa visceral, es decir, una mayor liberacion de acidos
grasos libres a la circulacion portal provocando una alteracion en la sensibilidad a
la insulina hepatica, evitando la supresion de la gluconeogénesis, llevando a una
mayor produccion enddégena de glucosa, aumentando la esterificacidon de los acidos
grasos y dando como resultado un aumento de la sintesis y secrecion de vLDL
siendo liberadas a la circulacion sistémica, provocando cambios en el perfil de
lipidos circulantes; en paralelo, el aumento de acidos grasos libres en la circulacion

puede afectar la accién de la insulina en otros tejidos (Figura 1) (Yang & Smith,

2007).

|
te

t Esteatosis
Resistencia a insulina
hepatica
Lipogénesis de novo

Ac. Grasog 0
y

Balance energético 1 Hipertréfia
positivo 5 1 Disfuncién del TA
.EE 4 Lipélisis
g 1 Adipocinas proinflamatorias
e
-
«
=
)]
)
?

Sindrome metabolico

Figura 1. Obesidad y tejido adiposo. En la obesidad como resultado de un balance energético
positivo hay un exceso de energia que se almacena en forma de triacilglicéridos en las células
especializadas del tejido adiposo llamadas adipocitos. El depdsito visceral de TA se asocia a
disfuncién metabdlica y resistencia a la insulina. TA: tejido adiposo. vLDL: lipoproteinas de muy

baja densidd. HDL: lipoproteinas de alta densidad. Imagen realizada en BioRender.
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Se han desarrollado diversas técnicas para la evaluacion de la grasa visceral. El
indice de Masa Corporal (IMC) es una herramienta comun de diagnéstico utilizada
para caracterizar la obesidad, sin embargo, esta no puede distinguir entre la masa
corporal magra y grasa, y debido a ello se considera que tiene poca correlacion con
comorbilidades asociadas a la obesidad (Wajchenberg, 2000). En su lugar, se han
empleado parametros antropométricos como la circunferencia abdominal,
brindando ventajas por ser un meétodo facil de estandarizacién y aplicacién clinica
(Ross et al.,, 2020). Se ha encontrado que la circunferencia abdominal se
correlaciona fuertemente con el tejido adiposo visceral y todos los factores de riesgo
metabdlico (Grundy, 2013).

1.2 Sindrome metabdlico

En 1988, Reaven definié por primera vez al “sindrome metabdlico X” (hoy conocido
como sindrome metabdlico) como un factor de riesgo de enfermedades
cardiovasculares donde incluyo la hiperinsulinemia, hiperglucemia, dislipidemia e
hipertension (Fahed et al., 2022).

En la caracterizacion de Reaven la grasa corporal total inicialmente no participo
como un indicador debido a que se encontraron casos en los que no se mostraba
asociacion entre esta y la resistencia a la insulina. Posteriormente diversos analisis
demostraron que la distribucién de la grasa corporal era el elemento que faltaba en
la ecuacién. Actualmente se sabe que los individuos con obesidad visceral tienen
un mayor riesgo de desarrollar resistencia a la insulina (Fahed et al., 2022). En el
afio de 2005, la Federacion Internacional de Diabetes (FID) junto con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propusieron que el enfoque principal del

sindrome metabdlico, deberia ser la adiposidad visceral (Cornier et at., 2008).

El sindrome metabdlico es una serie de anormalidades metabdlicas (Lizarzaburu,
2013) no considerada una enfermedad per se, si no un término que sirve como

referencia para predecir el riesgo de padecer otras enfermedades (Cornier et al.,
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2008). Considerando la obesidad como su elemento central (Dobrowolski et al.,
2022).

En el ano 2009 representantes de la International Diabetes Federation (IDF) y
American Heart Association/ National Heart, Lung, and Blood Institute (AHA/NHLBI)
discutieron la unificacion de criterios para la definicion del sindrome metabdlico,
llegando al acuerdo de que este debia ser definido como la presencia de tres de los

siguientes componentes:

Componente Descripcion

Incremento en la circunferencia Definicion especifica para la poblacion y

abdominal pais.

- o Mayores o iguales 150 mg/dL (o en
Elevacion de triglicéridos ] o _ N
tratamiento hipolipemiante especifico)

Menor de 40 mg% en hombres o menor

de 50 mg% en mujeres
Disminucion del colesterol HDL .
(o en tratamiento con efecto sobre el

HDL).

Presién arterial sistélica (PAS) mayor o
igual a 130 mmHg y/o PAD mayor o

Elevacion de la presion arterial igual a 85 mmHg (o en tratamiento
antihipertensivo).

Mayor o igual a 100 mg/dL

Elevacion de la glucosa en ayunas (o en tratamiento con farmacos por
elevacion de glucosa).

Cuadro 1. Componentes del sindrome metabdlico y su descripcidn. (Lizarzaburu, 2013).

Los niveles de insulina en sangre no se incluyen dentro de los cinco criterios, ya que
la medicion de este pardmetro para la deteccidbn a gran escala presenta

complicaciones en la practica clinica (Fahed et al., 2022). En su lugar, se emplea
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la circunferencia de la cintura, debido a que se asocia fuertemente a la resistencia
a la insulina, debido a que existe un aumento en la produccidon de citocinas pro
inflamatorias por parte del tejido adiposo visceral (TNF-a, IL-6, resistina) y una
diminucion de la adiponectina, la cual tiene un rol importante en la
insulinosensibilidad (Pollak, 2016).

Aunque la etiologia especifica del sindrome metabdlico no esta clara, ni se puede
unificar; la adiposidad abdominal y la resistencia a la insulina se han propuesto
como dos caracteristicas que parecen encontrarse en el centro de la fisiopatologia

y sus componentes individuales (Cornier et al., 2018).

1.2.1 Resistencia a la insulina

Posterior a la ingesta de alimentos las células B pancreaticas producen insulina en
respuesta al aumento de los niveles de glucosa en sangre para regular la
homeostasis sistémica de la glucosa. La sensibilidad tisular a la insulina se
caracteriza por la capacidad de una determinada concentracion de insulina para
corregir los niveles de glucosa en sangre. Este proceso implica una sofisticada
cascada de transduccion de sefales dependientes de la insulina, que controla

diversos procesos en los 6rganos sensibles (Singh et al., 2022).

La resistencia a la insulina se define como una condicion fisiopatoldgica en la cual
la concentracién normal de insulina no produce adecuadamente la respuesta normal
de la insulina en sus tejidos diana, como: tejido adiposo, musculo e higado. Bajo
esta condicion, las células B pancreaticas secretan mas insulina (hiperinsulinemia)
para superar la hiperglucemia (Meshkani et al., 2009). Cuando el pancreas no puede
suministrar un exceso de insulina en humanos con resistencia a la insulina, se
produce un defecto importante en la homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo,
lo que da lugar a hiperglucemia e intolerancia a la glucosa, caracteristicas
definitorias de la diabetes tipo 2 (Singh et al., 2022).

La resistencia a la insulina en el tejido adiposo contribuye de forma importante a la

fisiopatologia del sindrome metabdlico. En condiciones normales la insulina inhibe
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la lipdlisis (movilizacién de acidos grasos libres), pero en el contexto de resistencia
a la insulina no existe esta supresion adecuada de la lipdlisis dando como resultado
la liberacion de mas acidos grasos libres en sangre (Cornier et al., 2018). En
individuos obesos se han identificado altos niveles de acidos grasos libres en
circulacion, los cuales se depositan en tejidos no adiposos sensibles a la insulina y
resulta en lipotoxicidad, una causa importante de la resistencia a la insulina. Los
metabolitos lipidicos de acidos grasos libres como acil CoA, diacilglicerol y
ceramidas activan algunas formas de PKC (proteina cinasa C), IKKb (inhibidor de
la subunidad beta de la quinasa del factor nuclear kappa B) y JNK (cinasas c-Jun
N-terminal), que inducen la fosforilacion de Ser/Thr de IRS-1 vy, a su vez, inhiben la
fosforilacidn normal de tirosina estimulada por insulina de IRS-1 (sustrato 1 del
receptor de insulina), lo que da como resultado el deterioro de la sehalizacion de
insulina (Jin et al., 2023).

1.3 Higado

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, comprende del 2% al 3%
del peso corporal adulto (Ishibashi et al., 2009); se ubica en el cuadrante superior
derecho de la cavidad abdominal debajo del hemidiafragma derecho protegido por
la caja toracica (Abdel-Misih & Bloomston, 2010). El hepatocito es el componente
estructural basico del higado y representa el 60% de la poblacion celular y el 80%
del volumen total de este 6rgano; tiene una forma poligonal y mide de 25 a 40 pm
(Krishna, 2014).

La principal funcidon del higado es mantener la homeostasis metabdlica. El
hepatocito es capaz de almacenar glucégeno en su interior y liberar glucosa al
torrente sanguineo en periodos de ayuno, alternando la oxidacién de lipidos vy
glucosa, ademas de ser uno de los principales centros de sintesis de proteinas. El
higado es también la primera linea de defensa para la desintoxicacion de drogas y

alcohol. Este o6rgano logra llevar a cabo funciones fisiolégica tan vitales vy
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multifacéticas gracias a su compleja arquitectura (Cunningham & Porat-Shliom,
2021).

Las secciones histolégicas del higado se dividen en lobulos para su estudio, cada
I6bulo hepatico tiene en el centro la vena central formando un hexagono que en
cada una de sus vértices se encuentra la triada portal (conformada por la vena
portal, la arteria hepatica y el conducto biliar) descrito por primera vez en 1833 por
Kiernan (Figura 2) (Maynard & Downes, 2019).

En 1906, Mall propuso el acomodo del tejido hepatico en forma de I6bulo portal
(Figura 2), el cual tiene una forma triangular y se centra en la triada portal, basado
en el flujo de la bilis, con la vena centrar en las esquinas; este acomodo muestra el
sistema conductor como el centro de estudio, sin embargo, no fue ampliamente

aceptado (Maynard & Downes, 2019).

La estructura microscopica puede conceptualizarse de varias maneras. El acino es
una unidad que contiene un pequefo espacio porta en el centro y vénulas hepaticas
terminales en la periferia (Figura 2) (Suriawinata et al., 2007). Mientras que el I6bulo
hepatico representa la unidad mas estructural del tejido, el acino hepatico se

considera la unidad funcional en términos de flujo sanguineo (Kietzmann, 2017).

El I6bulo acino se divide en tres (Figura 2); la zona 1 es la mas cercana a la triada
portal la cual suministra oxigeno y nutrientes a los hepatocitos, la zona 2 conecta
las zonas, y la zona 3 es la mas proxima a la vena central, la cual realiza funciones
de glucogénesis, desintoxicacion y lipogénesis (Nair & Weiskirchen, 2024). A
medida que la sangre fluye en direccién a la vena central, los hepatocitos absorben
oxigeno, nutrientes y metabolizan hormonas creando un microambiente con un
gradiente, impulsando la expresidn génica diferencial y la posterior heterogeneidad
funcional de los hepatocitos dentro del I6bulo (Figura 3), fenédmeno denominado

“zonacién hepatica” (Cunningham & Porat-Shliom, 2021).
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Figura. 2. Organizacion del tejido hepético. Las secciones histoldgicas del higado se dividen
en lébulos para su estudio. El I6bulo hepatico con la vena central como referencia; el I6bulo portal
con la triada portal al centro y el |6bulo acino que a su vez se divide en tres zonas segun la
cercania de los hepatocitos a la vena central. La triada portal se conforma por la arteria hepatica,
la vena portal v el conducto biliar. Imagen realizada en BioRender.

Los procesos que requieren mucha energia, como la secrecion de proteinas y
gluconeogénesis, se realizan en las células portales (zona 1) en donde el oxigeno
es abundante. Los hepatocitos pericentrales (zona 2) participan preferentemente en
el metabolismo xenobidtico, biosintesis de acidos biliares y glucdlisis; a su vez,
estos captan el exceso de glutamato y lo convierten en glutamina, manteniendo el
equilibrio en la entrada y salida de los aminoacidos. Los hepatocitos periportales
(zona 3) realizan lipogénesis, captan glucosa y realizan glucdélisis (Figura 3) (Manco
& ltzkovitz, 2021).
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La zonacién del higado es importante para comprender las enfermedades
hepaticas, muchas de las cuales se desarrollan de forma no uniforme en todo el
l6bulo (Figura 3) (Cunningham & Porat-Shliom, 2021).

Hepatitis Daiio
Cirrosis biliar :
Gotas lipidicas hepatico
Toxicidad drogas/alcohol
Oxigeno
Gluconeogénesis N Procesos
Boxidacion Glucolisis i
Lipogénesis metabélicos
Vena ) ( Vena
portal central
L 1 1 |
Zona 1 Zona 2 Zona 3
Células Células Células
periportales medi- lobulares pericentrales
| ""@H_LH l ‘ II

Figura. 3. Zonacion del tejido hepatico. El I6bulo acino divide el tejido hepatico en tres zonas
segun la cercania de los hepatocitos a la vena central. Los hepatocitos mas cercanos son
pericentrales, los mas lejanos periportales y los que se encuentran en medio medi-lobulares;
segun la ubicacidon de los hepatocitos dependen ciertas caracteristicas a lo que se llama
“zonacién”. Muchas de las enfermedades hepaticas no se distribuyen de forma uniforme por todo
el I6bulo si no aue se observan con un patron zonal. Imaaen realizada en BioRender.

Es desconocido el papel que juega la zonacion en la autorregeneracion del higado,
pero se ha sugerido que los hepatocitos en proliferaciones se distribuyen de forma

uniforme en todo el I6bulo (Cunningham & Porat-Shliom, 2021).

A nivel celular el higado se compone por diferentes tipos de células que se dividen
en: células parenquimatosas (hepatocitos) y células no parenquimatosas (célula
estrellada y de Kupffer) (Ishibashi et al., 2009).
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1.3.1 Célula estrellada

Las células estrelladas hepaticas son células mesenquimales que comprenden del
5% al 10% de todas las células residentes del higado localizadas en el espacio de
Disse (Figura 4). Estas residen en un estado inactivo en el higado normal y se

activan en respuesta a una lesién hepatica.

En estado inactivo las células estrelladas presentan gotas de lipidos citoplasmaticas
que contienen metabolitos de vitamina A (retinol), hasta el 95% de todo el
almacenamiento de los retinoles en el cuerpo se encuentran en las células
estrelladas; ademas, estas gotas de lipidos contienen también triacilglicéridos y
pequefias cantidades de colesterol, ésteres de colesterilo, fosfolipidos y acidos
grasos libres. El consumo de triacilglicéridos en la dieta tiene un poco efecto en el
contenido de lipidos en las gotas de las células estrelladas (Kamm & McCommis,
2022).

La activacion de las células estrelladas lleva a la diferenciacion del fenotipo
adipogeénico al miofibroblastico con la pérdida de las gotitas de lipidos y aumento de
proliferacion celular, sefales proinflamatorias y desarrollo de reticulo endoplasmico
rugoso maduro para aumentar la produccion de matriz extracelular; el objetivo
principal es mejorar la acumulacion local de matriz extracelular capaz de formar una
cicatriz en el area de la lesion hepatica; estudios también indican que las células
estrelladas cumplen un papel importante en la proliferacién de los hepatocitos

durante la regeneracion hepatica (Kamm & McCommis, 2022).

Los factores de crecimiento producidos por las células estrelladas hepaticas como
PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas), TGFB (Factor de crecimiento
transformante B), FGF (Factor de crecimiento fibrobastico), el factor de crecimiento
endotelial vascular y la angiopoyetina, son importantes para la regeneracion del
higado fomentando la formacién de nueva vasculatura y angiogénesis (Kamm &
McCo mmis, 2022).
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Figura. 4. Organizacioén del sinusoide hepatico. Las filas de hepatocitos se encuentran se
separados por el espacio sinusoidal, el cual se conforma por el vaso sanguineo y el espacio
de Disse. En el vaso sanguineo se encuentran los eritrocitos y las células de Kupffer cercanas
a las células endoteliales. El espacio de Disse se encuentra delimitado por las células
endoteliales y los hepatocitos; en donde se localizan las células estrelladas. Imagen realizada
en BioRender.

1.3.2 Célula de Kupffer

Las células de Kupffer fueron identificadas por primera vez por Karl Wilhem von
Kupffer en 1879; después de una ardua investigacién realizada por Tadeusz
Browicz se edificaron como macréfagos residentes del tejido hepatico. Las células
de Kupffer se localizan dentro de la luz de los sinusoides hepaticos (Figura 4) y son
capaces de adherirse a las células endoteliales que componen las paredes de los

vasos sanguineos (Nguyen-Lefebvre & Horuzsko, 2015).

El higado actua como un sistema de filtracién para el cuerpo, elimina productos
derivados del intestino de la vena arterial y porta del higado (Weiyang et al., 2022);
por lo tanto, gracias a su posicion estratégica, las células de Kupffer son las primeras
células inmunitarias del higado que se encuentran en contacto con las endotoxinas

bacterianas intestinales y desechos microbianos. También participan en el
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metabolismo de multiples compuestos como complejos proteicos, lipidos y la
eliminacion de células apoptoticas en la circulacion (Nguyen-Lefebvre & Horuzsko,
2015).

El aumento de la necrosis hepatocelular resultado de las lesiones hepaticas son la
principal fuente de activadores de la células de Kupffer; una vez activados, muestran
la capacidad de diferenciarse a macréfagos de tipo M1 (clasicos) o macrofagos de
tipo M2 (alternativo), estas poblaciones difieren en la capacidad de responder a
estimulos y en el repertorio de citocinas y receptores que expresan después de su
activacion; teniendo en comun la alta actividad fagocitica y secretora de citocinas
(Weiyang et al., 2022).

La diferenciacion a la poblaciéon M1 puede ser inducida por interferon gamma (IFN-
y) productos microbianos como lipopolisacaridos o citocinas proinflamatorias, como
el factor de necrosis tumoral (TNF). Esta poblacion se caracteriza por su alta
capacidad de producir antigenos e IL-12, IL-23. Por otra parte, la poblacién M2
puede ser inducida por IL-4, IL-10, IL-13, IL-33, TGF-B y el factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF); estos muestran una alta produccion y secrecion
citocinas tanto pro como antiinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12) y siendo
responsables de la producciéon de TGF-3 y componentes de la matriz extracelular
(Nguyen-Lefebvre & Horuzsko, 2015).

El desequilibrio entre los macrofagos M1 y M2 media la posterior progresion y
resolucion de la lesion hepatica; durante las primeras etapas de la lesion hepatica,
los monocitos derivados de la médula 6sea se reclutan ampliamente al higado y ahi
se diferencian principalmente en macréfagos M1 para producir citocinas
proinflamatorias y profibréticas, promoviendo respuesta de inflamacién y activaciéon
de las células estrelladas. Posteriormente, los macréfagos reclutados pueden
cambiar su fenotipo a uno de M2 para un aumento de la secrecién de
metaloproteinasas de la matriz (MMP) que son las principales enzimas que
degradan matriz extracelular para facilitar la resolucién del dafio (Zhang et al.,
2016).
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1.3.3 Metabolismo hepatico

El higado es un 6rgano esencial en el metabolismo energético en el cuerpo. Los
alimentos consumidos se ingieren en el tracto gastrointestinal; la glucosa, acidos
grasos y aminoacidos son absorbidos en el torrente sanguineo y se transportan al

higado a través de la circulacion de la vena porta (Liu et al., 2017).

1.3.3.1 Metabolismo de glucosa en el higado

La entrada de glucosa al hepatocito depende de las concentraciones de glucosa en
sangre y es facilitada por el transportador de glucosa 2 (GLUT2). El transporte de
glucosa al hepatocito es rapido gracias a la alta capacidad de GLUTZ2, lo cual resulta
en un rapido equilibrio de la glucosa a través de la membrana del hepatocito (Figura
5) (Liu et al., 2017). La absorcion de glucosa en el higado no se ve afectada por la
insulina, siendo la hiperglucemia mas que la hiperinsulinemia el principal

determinante del transporte de glucosa hepatica (Adeva-Andany et al., 2016).

Dentro del hepatocito, la glucosa es fosforilada por la glucoquinasa (GK) para
producir glucosa 6-fosfato (G6P), produciendo wuna reduccién de las
concentraciones de glucosa intracelular que aumenta aun mas la absorcion de
glucosa (Liangyou, 2014). G6P es el principal intermediario en el metabolismo de
glucosa participando en diferentes rutas metabdlicas como es: sintesis de

glucégeno, glucolisis y la via de las pentosas fosfato (Liu et al., 2017).

En estado de alimentacion, la G6P actua como precursor de la sintesis de
glucdgeno, y se metaboliza para generar piruvato mediante la glucdlisis, el piruvato
se cataliza hacia la mitocondria donde se oxida para generar ATP a través del ciclo
de Krebs y posterior fosforilacién oxidativa (Figura 5). El piruvato es utilizado
también para sintetizar acidos grasos mediante lipogénesis. En estado de ayuno, la
G6P se transporta al reticulo endoplasmico y la glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) la

desfosforila para liberar glucosa (Liangyou, 2014).
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La glucosa proveniente de los alimentos es la via directa para la sintesis de
glucdgeno después de las comidas, aproximadamente el 50% de la glucosa ingerida
se almacena como glucégeno durante el periodo posprandial en sujetos sanos. La
glucosa derivada de la gluconeogénesis es la via indirecta y contribuye a la
formacion de glucégeno en ayunas. La sobrealimentacion con una dieta alta en
carbohidratos aumenta la concentracion de glucégeno, sin embargo, la capacidad
de almacenamiento hepatico de glucdégeno es limitada y cuando la reserva esta
completa la glucosa se convierte en grasa por medio de la lipogénesis hepatica de
novo (Adeva-Andany et al., 2016).
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Figura. 5. Metabolismo de la glucosa en el hepatocito. GK: glucoquinasa. G6P: glucosa 6-
fosfato. En estado de alimentacion hay un aumento en la concentracion de glucosa en sangre, esta
ingresa al hepatocito por medio de transportadores como GLUT2 el cual no es dependiente de
insulina; una vez dentro del hepatocito la glucosa es convertida en glucosa-6-fosfato para ingresar
a la glucdlisis a partir de la cual se obtiene piruvato que es convertido en ATP en la mitocondria o
puede ser utilizado para sintetizar acidos grasos. En estado de ayuno el higado es capaz de
hidrolizar sus reservas de glucégeno para obtener glucosa; en periodos mas largos de ayuno
cuando el glucégeno se agota, el hepatocito es capaz de sintetizando otros precursores como
piruvato, lactato, aminoacidos y glicerol. Imagen realizada en BioRender.

En periodos cortos de ayuno el higado es capaz de producir y liberar glucosa por

medio de glucogendlisis; si el ayuno continua y el glucégeno se agota los
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hepatocitos sintetizan glucosa mediante gluconeogénesis utilizando otros sustratos
generados en el higado o provenientes de la circulacion (como lactato, piruvato,

glicerol o aminoacidos) desde tejidos extrahepaticos (Figura 5) (Liangyou, 2014).

1.3.3.2 Metabolismo de lipidos en el higado

El higado es un 6rgano central en la regulacién de la homeostasis de lipidos (Ipsen
et al., 2018). El higado puede obtener lipidos provenientes de la lipdlisis del tejido
adiposo o cuando los carbohidratos en la dieta son abundantes estos son
convertidos a acidos grasos; por otra parte, el higado elimina lipidos por medio de
su exportacion y distribucion a otros tejidos, u oxidandolos para obtener energia
(Liangyou, 2014). La disrupcion en uno o mas de estos procesos generan la
retencién de lipidos en el higado y el subsecuente desarrollo de MASLD. (Ipsen et
al., 2018).
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Figura. 6. Metabolismo de lipidos en el hepatocito. Ante el aumento de lipdlisis por parte
del tejido adiposo el hepatocito obtiene acidos grasos los cuales ingresan gracias a
transportadores como CD36, una vez dentro del hepatocito, los &cidos grasos pueden ingresar
a la B-oxidacion para obtener energia o se utilizan para sintetizar vLDL y ser exportados a
6érganos extrahepaticos. Los acidos grasos se pueden sintetizar apatir de acetil-CoA y ser
almacenados en gotas lipidicas. Imagen realizada en BioRender.
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En estado postprandial, las grasas ingeridas en la dieta se digieren en el intestino
delgado y se absorben en los enterocitos, en donde los acidos grasos se resintetizan
en triacilglicéridos y se secretan a la circulacion en forma de quilomicrones. Estos
quilomicrones llegan al higado y se descomponen en acidos grasos libres y glicerol
por medio de la lipolisis mediada por la lipoproteina lipasa (Liangyou, 2014). Por
otra parte, en estado de ayuno, hay una reduccion en los niveles de insulina,
estimulando la hidrélisis de triacilglicéridos por parte del tejido adiposo liberando
acidos grasos a la circulacion que seran transportados al higado (Figura 6) (Enjoji
et al., 2016).

En cualquiera de estos dos estados la tasa de absorcion de acidos grasos depende
de su concentracidn plasmatica, asi como de la capacidad de captacion
hepatocelular, dependiente del numero y actividad de sus proteinas transportadoras
expresadas en la membrana plasmatica sinusoidal del hepatocito. Dentro de los
transportadores de acidos grasos se encuentran las proteinas transportadoras de
acidos grasos (FATP), caveolinas, translocasas de acidos grasos (CD36) / (FAT) y
las proteinas transportadoras de acidos grasos (FABP) (Enjoji et al., 2016). Los
acidos grasos de cadena larga ingresan al hepatocito principalmente a través de
CD36, la cual es regulada por el receptor activado por proliferadores peroxisomales
gamma (PPARY) (Liangyou, 2014).

Una vez dentro del hepatocito, los acidos grasos derivados del tejido adiposo o de
la dieta, asi como los acidos grasos que son sintetizados de forma enddgena, se
pueden utilizar para: la produccion de energia por medio de la [(-oxidacién
mitocondrial, la esterificacion de triacilglicéridos, el almacenamiento en las gotas
lipidicas o la formacion de lipoproteinas de muy baja densidad (vLDL) para su

posterior secrecion a circulacion (Figura 6) (Enjoji et al., 2016).

La lipogénesis de novo es una via anabdlica que permite la sintesis de nuevos
acidos grasos a partir de acetil-CoA (Ipsen et al., 2018). La acetil-CoA carboxilasa
1 (ACC1) cataliza la carboxilacion de acetil-CoA para formar malonil-CoA, el
donante de las unidades de carbono para la sintesis de acidos grasos de cadena

larga. ACC1 se expresa en tejidos lipogénicos como el higado y tejido adiposo, y su
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actividad de encuentra regulada en varios niveles; a corto plazo, su regulacion se
produce por la interaccion alostérica con metabolitos celulares con citrato, CoA y
palmitoil-CoA; mientras que a largo plazo su regulacién es a nivel transcripcional
(Mao et al., 2003).

Los dos principales tejidos en los que se lleva a cabo la lipogénesis de novo son el
tejido adiposo y el higado; en el caso del tejido adiposo la sintesis de acidos grasos
contribuye al reservorio de energia a largo plazo; por otra parte, en higado, los
acidos grasos que son sintetizados se exportan a otros tejidos mediante la
produccion de vLDL proporcionando una fuente de energia y componentes
esenciales para la formacion de membranas lipidicas (Figura 6). La lipogénesis de
novo se lleva a cabo en el citosol del hepatocito y es un proceso que esta
estrictamente regulado por las condiciones hormonales y nutricionales; una dieta
alta en carbohidratos la inducen, mientras que el estado de ayuno o alimentaciones
con grasas la inhiben, dependiendo principalmente de las concentraciones de
insulina y la sensibilidad del tejido a ella (Nguyen et al., 2008). La via PI3K/Akt es
necesaria para la estimulacion de la lipogénesis por insulina. La insulina estimula la
activacion de mTORC1 por medio de la via PI3K/Akt y se requiere de mTORC1 para
que la insulina estimule la expresion de SREBP-1c (Proteina 1 de unién a elementos
reguladores del esterol) y la lipogénesis. La interrupcion de la sefalizacion de
MmTORC1 en el higado mediante la eliminacién de Raptor previene la esteatosis
hepatica dietética; pero la activacion de mTORC1 por si solo no es suficiente para
estimular la lipogénesis. También, la insulina estimula la glucdlisis aumentando asi,

la disponibilidad de precursores lipogénicos (Liangyou, 2014).

Sin embargo, la insulina no es la unica implicada, la lipogénesis esta controlada por
un gran numero de factores de transcripcidn que modulan la expresién de genes
glucoliticos y lipogénicos (Liangyou, 2014). Dentro de estos se encuentran los
miembros de la familia de proteinas de union a elementos reguladores de esteroles
(SREBP), proteinas integrales de la membrana del reticulo endoplasmico que se
translocan al aparato de Golgi y se encienden mediante las proteasas SIP1 y SIP2

para liberar a SREBP transcripcionalmente activa; entre sus isoformas en
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mamiferos las proteinas SREBP-1a y SREBP-1c se producen a partir del mismo
gen mediante dos promotores distintos (Xiaoping & Fajun, 2012). Ambos altamente
expresados en higado. SREBP-1c activa los genes que controlan la sintesis de
acidos grasos Yy triacilglicéridos. El estrés del reticulo endoplasmico promueve la
escision proteolitica y la activacion de SREBP-1c en higado, aumentando la
lipogénesis. La activacion de SREBP-1c es inhibida por la traslocacion nuclear de
lipina 1, el complejo mTORC1 fosforila a lipina 1 y promueve la actividad de SREBP-
1c y la lipogénesis (Liangyou, 2014).

Por su parte, PPARY hepatico aumenta la expresion de muchos de los genes que
controlan la absorcidn, trafico y biosintesis de acidos grasos; en ratones normales
PPARY se encuentra en bajos niveles y aumenta en estado de obesidad. La
eliminacion especifica de PPARY suprime muchos de los genes lipogénicos y
protege contra la MASLD (Liangyou, 2014). La resistencia sistémica a la insulina es
un factor causal del desarrollo de MASLD y acumulacién de lipidos en higado
promoviendo aun mas la resistencia hepatica a la insulina y formando un circulo

vicioso.

La [B-oxidacion puede llevarse a cabo, ya sea en las mitocondrias o en los
peroxisomas; su tasa es alta en condiciones de ayuno y baja en estado de
alimentacion, ocurriendo principalmente en las mitocondrias. La oxidacion
mitocondrial puede ser incompleta llevando a la formacién de cuerpos ceténicos (-
hidroxibutirato, acetoacetato y acetona) que se exportan a la circulacién y son fuente
de combustible metabdlico para tejidos extrahepaticos en estado de ayuno (Nguyen
et al., 2008).

La B-oxidacion mitocondrial es responsable de la oxidacion del mayor numero de
acidos grasos de cadena corta (menos de 8 carbonos), media (de 8 a 12 carbonos)
y larga (de 14 a 20 carbonos), debido a que estos ultimos constituyen gran parte de
la dieta se convierte en la principal fuente de energia en condiciones normales
(Reddy & Hashimoto, 2001).

La entrada de los acidos grasos de cadena larga a las mitocondrias esta regulada

por la actividad de la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) la cual es una proteina
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integral situada en la membrana mitocondrial externa que cataliza la formacién de
moléculas de acil-carnitina que se transportan a través de la membrana mediante
una proteina transportadora especifica y se reconvierten en acil-CoA una vez dentro
de la matriz mitocondrial mediante la accién de la carnitina palmitoiltransferasa 2
(CPT1) una proteina periférica de la membrana mitocondrial interna. Los acidos
grasos de cadena corta y media atraviesan la membrana mitocondrial y la acil-CoA
sintetasa se encarga de convertirlos en acil-CoA; por lo tanto, la oxidacién de estos

acidos grasos no esta controlada por CPT1 (D’Amore et al., 2014).

Ante una mayor absorcidén de acidos grasos, el higado produce mayor conversion
de acetil-CoA en cuerpos cetdnicos, en lugar de una oxidacion completa en el ciclo
de los 4&cidos tricarboxilicos, permitiendo que el higado metabolice
aproximadamente cinco veces mas acidos grasos (Nguyen et al.,, 2008). En un
estado de sobrecarga de lipidos como en la MASLD la oxidacién de acidos grasos
en los citocromos contribuye, sin embargo, estos procesos generan especies
reactivas de oxigeno y estrés oxidativo, que, en consecuencia, promueve la

inflamacion y la progresion de la enfermedad (Ipsen et al., 2018).

Las tres enzimas que participan en la B-oxidacion peroxisomal son: acil-CoA
oxidasa (Acox1) que es la enzima que cataliza el primer paso; enoil-CoA
hidratasa/L-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y la 3-cetoacil-CoA tiolasa. Estas
enzimas son activadas transcripcionalmente por ligando de PPARa (Reddy &
Hashimoto, 2001).

PPARa es un regulador maestro en la oxidacion de acidos grasos que induce la
transcripcion de una gran variedad de genes, siendo mayor en estado de ayuno; la
eliminacion de PPARa disminuye la B-oxidacion y exacerba la esteatosis hepatica.
Los diversos tratamientos con agonistas de PPARa corrigen la esteatosis hepatica

y la hipoglucemia en ratones (Ipsen et al., 2018).

El higado mantiene una estrecha comunicacién con tejidos extrahepaticos, como el
tejido adiposo y musculo esquelético; siendo capaz de exportar lipidos a estos
tejidos en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (vLDL) (Liangyou, 2014).

Las vLDL son particulas lipoproteicas complejas constituidas por proteinas
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(apolipoproteina B-100, ApoB-100), lipidos (triacilglicéridos o ésteres de colesterol)
y fosfolipidos. La formacién de vLDL implica la fusion de una molécula de ApoB-100
con gotas lipidicas de triacilglicéridos mediante la accion de la proteina de
transferencia microsomal (MTTP) dentro del hepatocito; es asi como los acidos
grasos no oxidados se esterifican en triacilglicéridos y se incorporan a las vLDL para
posteriormente ser secretadas a la circulacién y entregarse al tejido periférico
(D’Amore et al., 2014).

1.4 Enfermedad esteatética asociada a disfuncién metabdlica (MASLD)

En 1836 por primera vez, el médico y cientifico Thomas Addison describioé casos de
acumulaciéon de grasa hepatica consecuencia del consumo excesivo de alcohol
llamando a la enfermedad “higado graso” (Oyekoya, 2021). A partir de 1836 vy
durante las siguientes décadas los patologos identificaron similitudes histolégicas

en higados de pacientes con diabetes y obesidad (Lonardo et al., 2020).

En 1980, el patdlogo estadounidense Jurgen Ludwig introdujo el término
“‘esteatohepatitis no alcohdlica” basandose en wuna serie de casos
predominantemente en mujeres con obesidad y diabetes que negaban cualquier
abuso del consumo de alcohol (Oyekoya, 2021). Los médicos estadounidenses
Michael Adler y Fenton Schaffne en 1986 fueron los primeros en utilizar el nombre
“‘enfermedad del higado graso no alcohdlico” tomando en cuenta que dicha
enfermedad no era unica de adultos, ya que hallaron casos de nifilos obesos que
presentaban anomalias en los niveles de enzimas hepaticas y otras caracteristicas

de la enfermedad (Lonardo et al., 2020).

Es asi como a partir de 1986 a la actualidad la enfermedad ha sido identificada, sin
embargo, en 2020 un panel internacional con expertos de 22 paises de todo el
mundo ha propuesto abandonar esta nomenclatura con el objetivo de mejorar la
evaluacion de la gravedad de la enfermedad, minimizando las implicaciones

negativas de la conceptualizacion erronea (Lonardo et al., 2020).
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La enfermedad del higado graso no alcohdlico se describié como una condicién por
exclusién que solo existe cuando otras condiciones como hepatitis viral B y C,
enfermedades autoinmunes o la ingesta del alcohol estan ausentes, sin embargo,
con los avances en la compresion de los procesos subyacentes se sabe que es una
enfermedad que debe ser definida por inclusion y no por exclusion. Es por ello que
se ha propuesto un cambio de nomenclatura de “Enfermedad del higado graso no
alcohdlico” a “Enfermedad hepatica esteatética asociada a disfuncion metabdlica”,
la cual, incluye de forma mas correcta la naturaleza heterogénea de la enfermedad

sin agregar la palabra “alcohol” y el estigma que trae consigo (Eslam et al., 2020).

A finales del afio 2023 bajo los auspicios de la Asociacidon Americana para el Estudio
de la Enfermedad Hepatica (AASLD) y la Asociacion Europea para el Estudio del
Higado (EASL) en colaboracion con la Asociacion Latinoamericana para el Estudio
del Higado (ALEH) y con la participacion de profesionales académicos de mas de
50 paises la iniciativa para la nueva terminologia global ha sido aceptada,
reemplazando el término "enfermedad del higado graso no alcohdlico" (EHGNA) por
“‘enfermedad esteatotica asociada a disfuncion metabdlica” (MASLD por sus siglas
en inglés). De igual forma, el término "esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)" se
reemplaza por "esteatohepatitis asociada a disfuncion metabdlica (MASH por sus

siglas en inglés)" (Erpecum et al., 2023).

La enfermedad esteatética asociada a disfuncion metabdlica es un espectro de
enfermedades hepaticas asociadas con trastornos metabdlicos y cardiovasculares,
como la obesidad, resistencia a la insulina, hipertensién, dislipidemia y diabetes tipo
2; siendo reconocida como la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico y la

afeccion hepatica mas frecuente en todo el mundo (Godoy-Matos et al., 2020).

La prevalencia de la MASLD en la poblacion adulta asintomatica varia en los
diferentes paises del 14 al 24% con un incremento de hasta el 4.6% mas en la
poblacién obesa. Esta manifestacion hepatica puede progresar hacia cirrosis en el
22% de los casos dentro de un periodo de 10 afos, en este subgrupo hasta un 27%

desarrollara carcinoma hepatocelular (Ortega et al., 2020).
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MASLD se caracteriza por esteatosis hepatica cuando no se pueden identificar otras
causas de acumulacién de grasa hepatica; por ejemplo: virus hepatitis By C, ingesta
de alcohol mayor a 20 g/dia en mujeres y 40 g/dia en hombres, hemocromatosis,
enfermedad de Wilson (ceruloplasmina), enfermedad tiroidea y farmacos
hepatotoxicos (Esteve-Lafuente et al.,, 2006). El espectro de esta enfermedad
comienza con la condicidon mas benigna que es la esteatosis hepatica, también
llamado higado graso, que se caracteriza por la acumulacién de la grasa
intrahepatica que excede al 5% de la masa del higado, la cual se almacena en gotas
lipidicas en forma de triacilglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos; cuando
existe evidencia de inflamacién se asocia con esteatohepatitis, en la que se puede
presentar apoptosis que progresa a fibrosis; y por ultimo, la cirrosis es el resultado

del dafio hepatico crénico (Romero-Gomez, 2020).

La lipotoxicidad es considerada causante de la progresién de enfermedades desde
una esteatosis simple hasta fibrosis. La MASLD puede generarse mediante
mecanismos que incluyen: aumento de acidos grasos libres, aumento en la
lipogénesis de novo, disminucion en la oxidacion de grasas y disminucion en la

secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad. (Chen et al., 2017).

1.4.1 Fisiopatologia de la enfermedad esteatdtica hepética asociada a

disfuncion metabdlica

Inicialmente se planted la teoria del “doble impacto” para intentar explicar el
desarrollo de la MASLD, en ella se propone un “primer impacto” caracterizado por
la acumulacién de lipidos en los hepatocitos, lo cual a su vez causa lipotoxicidad
que eventualmente produce un estado de resistencia a la insulina hepatica, este
conjunto de caracteristicas aumentan la vulnerabilidad del higado a sufrir el
“segundo impacto” en el cual hay un estado de inflamacién crénico promoviendo la

apoptosis y fibrosis (Paschos & Paletas, 2009).

Actualmente se considera que esta teoria es simplista tratando de explicar una
patologia tan compleja y heterogénea como la MASLD, sin lograr captar la compleja
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relacion entre factores ambientales, genéticos y metabdlicos; es por ello que se ha

propuesto en su lugar la teoria del “multiple impacto” (Buzzetti et al., 2016).

1.4.1.1 Lipotoxicidad en MASLD

La obesidad juega un rol importante en el desarrollo de MASLD. Cuando existe una
disfuncion en la actividad del adipocito y este disminuye su capacidad de
almacenamiento de exceso de energia, hay un aumento en los acidos grasos libres
circulantes resultado de una lipdlisis alterada y una reduccion en la absorcion de
estos por parte del tejido adiposo blanco; los hepatocitos almacenan estos lipidos
adicionales en forma de triacilglicéridos en gotitas de lipidos intrahepaticas (lo que
se conoce como esteatosis simple) (Polyzoz et al., 2018). La esteatosis ocurre con
un patron zonal, inicialmente se encuentra en las células pericentrales y progresa
hacia afuera; este mismo patron se observa en la hepatotoxicidad producida por el

alcohol y drogas (Cunningham & Porat-Shliom, 2021).

El aumento de estos niveles de acidos grasos intrahepaticos es el principal
desencadenante de lipotoxicidad (Santoleri & Titchenell, 2018). La lipotoxicidad
también desencadena mecanismos de dano hepatico como: estrés del reticulo
endoplasmico, disfuncién mitocondrial y alteraciones de la cadena transportadora
de electrones generando una produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno

provocando estrés oxidativo (Ramirez-Mejia et al., 2023).

Es asi como la incapacidad del hepatocito para eliminar el exceso de acidos grasos
da como resultado la lipoapoptosis (caracteristica de la esteatohepatitis), esta
puede suceder de forma intrinseca o extrinseca convergiendo en caspasas

efectoras de apoptosis (Méndez-Sanchez et al., 2018).

Esta bien caracterizado el efecto del estrés del reticulo endoplasmico y el estrés
oxidativo inducido por acidos grasos libres como los responsables de la activacion
de vias de sefalizacion apoptéticas dependientes de CHOP y JNK, llevado a la
activacién de vias apoptdticas intrinsecas. Por otra parte, se ha investigado la

activacion de los receptores de muerte por los acidos grasos libres, pero, no son los
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unicos responsables de la lipoapoptosis (Cazanave & Gores, 2010). Cuando se
presentan en exceso lipidos como la ceramida y el colesterol pueden desencadenar

procesos de lipoapoptosis por medio de TNFa y Fas (Rada et al., 2020).

Estas alteraciones desencadenan la activacion de las células de Kupffer,
encargadas de la liberacion de citocinas proinflamatorias; en ultima instancia el
proceso inflamatorio y estrés oxidativo estimulan a las células estrelladas hepaticas
que en respuesta producen un exceso de matriz extracelular conduciendo a fibrosis

hepatica (Ramirez-Mejia et al., 2023).

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-) es un importante marcador de
la fibrogénesis humana, este se une al receptor de las células estrelladas activando
diversas cascadas de sefalizacion que estimulan la expresion génica de proteinas
de matriz extracelular como es el caso de colageno | y lll. La expresiéon de TGF-3

es proporcional al grado de fibrosis (Odena & Bataller, 2012).

Esteatosis Esteatohepatitis Fibrosis

Activacion de

i células estrelladas
Gota lipidica Balonamiento

\, \ Fibrosis N /

Foco de ( ™

inflamacion Lipoapoptosis

Figura. 7. Etapas de MASLD. La enfermedad esteatotica hepatica asociada a disfuncion
metabdlica es un espectro de condiciones que va de su estado mas benigno al mas avanzado
de la enfermedad. La esteatosis se caracteriza por la presencia de gotas lipidicas en los
hepatocitos; esta puede progresar a esteatohepatitis, en la cual existe la presencia a de focos
de inflamacion, células apoptoticas y los hepatocitos pierden su forma poligonal tomando una
forma redondeada por la presencia de las gotas lipidicas. La fibrosis se caracteriza por la
presencia de fibras de coldgeno y la activacion de las células estrelladas. Imagen realizada
en BioRender.
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El higado es un 6rgano central en la regulacion sistémica del metabolismo de
glucosay lipidos, por lo tanto, cuando existe una accion aberrante de la sefalizacion
de insulina hepatica se le considera el principal impulsor de la resistencia a la
insulina (Santoleri & Titchenell, 2018).

La resistencia a la insulina es un factor importante de la etiologia de la
esteatohepatitis (Godoy-Matos et al., 2020). La elevacidén aguda de acidos grasos
en circulacion provoca resistencia a la insulina periférica, inhibiendo la sefializacion
de la insulina, por la fosforilacién erronea de tirosina en los sustratos del receptor a
la insulina; estos acidos grasos libres también pueden acumularse en los islotes
pancreaticos, lo que altera la secrecion de insulina (Tarantino et al., 2010). El
aumento en las tasas de gluconeogénesis hepatica y lipogénesis son eventos bien
documentados en condiciones de resistencia a la insulina; ademas de que los
pacientes que padecen MASLD tienen tasas 3 veces mayores de lipogénesis de
novo y mayores niveles plasmaticos de acidos grasos libres e insulina (Santoleri &
Titchenell, 2018).

La hiperglucemia en ayunas normalmente observada en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico es resultado de una reduccién en la absorcion
de glucosa en tejidos periféricos y un incremento en la gluconeogénesis en
hepatocitos resistentes a la insulina. Modelos animales con una delecién especifica
del receptor de insulina en hepatocitos muestran una severa intolerancia; por otra
parte, cuando la delecion se realiza en tejidos como musculo esquelético o tejido
adiposo, los niveles de glucosa e insulina permanecen normales, lo cual demuestra
la importancia de la sensibilidad a la insulina hepatica en la homeostasis de glucosa
(Meshkani & Adeli, 2009).

En condicién de resistencia a la insulina, se liberan mas acidos grasos provenientes
del tejido adiposo los cuales llegan a higado; el estado de hiperinsulinemia induce
la transcripcion de genes que promueven la lipogénesis de novo. La proteina 1c de
unién de elementos regulador de esteroles (SREBP-1c) es un factor de transcripcion
que induce a genes lipogénicos como la acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Pan &

Zhang, 2022). Estudios realizados en humanos y roedores han demostrado que la
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acumulacion excesiva de lipidos en el tejido hepatico es en mayor parte resultado
de una mayor entrega de acidos grasos libres derivados del tejido adiposo y mayor

sintesis de novo (Cazanave & Gores, 2010).

Los acidos grasos libres ingresan a las células tanto por difusién pasiva como
transporte facilitado por transportadores como la translocasa de acidos grasos
CD36. La modificacion en la expresidon de estos transportadores contribuye

directamente a la acumulacion de triacilglicéridos (Cazanave & Gores, 2010)

1.4.1.2 Estrés oxidativo en MASLD

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad de eliminacion de los sistemas antioxidantes
(Chen et al., 2020).

Las especies reactivas de oxigeno pueden producirse de manera endogena o
exdgena; las fuentes enddégenas mas importantes son el metabolismo del citocromo
P450, peroxisomas, microsomas, reacciones catalizadas por metales y reacciones
en el transporte de electrones catalizadas por la mitocondria en los complejos | y I
(Li et al, 2015). Otras fuentes mitocondriales son la o-
cetoglutarato deshidrogenasa , la piruvato deshidrogenasa, la glicerol fosfato

deshidrogenasa y la monoaminoxidasa (Chen et al., 2020).

Dentro de las fuentes exdgenas se encuentra por ejemplo la contaminacion del aire,
la irradiacion ultravioleta, los rayos X y rayos gamma (Valko et al., 2006). Por sus
caracteristicas quimicas, los radicales libres son capaces de iniciar la peroxidacion
lipidica, provocar dafos al ADN y oxidar de forma indiscriminada todas las
moléculas presentes en las membranas y tejidos bioldgicos generando dafios (Li et
al., 2015).

Los antioxidantes tienen la capacidad de donar electrones a los radicales libres para
reducir su reactividad y mantener el equilibrio celular prooxidante/antioxidante

(Casas-Grajales & Muriel, 2015). Las especies reactivas como O2~, NO* y H,0,
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cumplen funciones importantes como moléculas de sefializacién redox al regular
tanto funciones fisiolégicas como patoldgicas, al ser también las primeras en
formarse (Chen et al., 2020).

El higado presenta una importante produccion de especies reactivas de oxigeno por
su alta actividad metabdlica y desintoxicante. De igual forma, el higado tiene
diversos mecanismos de defensa antioxidante que consisten en componentes
enzimaticos y no enzimaticos, permitiendo mantener las especies reactivas de

oxigeno en niveles fisioldgicos (Allameh et al.,2023)

Dentro de los mecanismos de defensa antioxidantes se encuentran: superéxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX), glutation reductasa (GRX),
peroxiredoxinas (PRX), tiorredoxinas (TRX) y catalasa (CAT); y en los no
enzimaticos se encuentra el glutation (GSH), bilirrubina, ubiquinona (coenzima Q10)

y acido urico (Allameh et al.,2023).

La CAT y GPX se encuentran funcionalmente relacionadas con la SOD, debido a
que el producto de la reaccion catalizada por SOD: el perdxido de hidrogeno (H,0,)
es el sustrato de CAT y GPx (lrato & Santovito, 2021).

Las especies reactivas de oxigeno como el radical superdxido (O 2« 7) y el perdxido
de hidrégeno surgen de la reduccion incompleta del oxigeno molecular en las
mitocondrias durante la respiracion aerdbica o se pueden generar en las células
mediante reacciones enzimaticas (Allameh et al.,2023). EI O2"se puede
transformar en H,0, mediante la superéxido dismutasa, y el H,0, se descompone
a H,0 y 0, mediante la glutation peroxidasa utilizando glutation como donante de
electrones (Chen et al., 2020).

Dentro de los sistemas antioxidantes no enzimaticos se encuentra el glutation, el
cual es utilizado por la glutation peroxidasa, que lo convierte en glutation oxidado
(GSSG), que para regenerarse debe reducirse nuevamente a glutation reducido
(GSH) para lo cual requiere a la glutation reductasa y NADPH (Fig. 8) (Guija-Guerra
& Guija-Poma, 2023). La importancia de sus funciones dentro de los sistemas

biolégicos ha dado lugar a la existencia de un sistema GSH que incluye ademas

39



enzimas relacionadas con su metabolismo, responsables del mantenimiento de su
estado redox en condiciones fisiologicas. La oxidaciéon enzimatica del GSH se

produce como producto de la actividad del glutation peroxidasa (GPx)
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Figura. 8. Glutation. GSSG: glutatién oxidado. El sistema antioxidante glutation utiliza
al glutatién reducido (GSH) para convertir el peréxido de hidrégeno en agua obteniendo
glutation oxidado (GSSG) por medio de la enzima glutation peroxidasa. Para la
regeneracion de GSH se requiere de NADPH+H y a la enzima glutatiéon reductasa.
Imagen realizada en BioRender.

En estado fisiolégico, GSH es la forma predominante y representa hasta el 98% del
glutation total; la mayor parte de el se almacena en el citosol (80-85%) y otra

pequefa cantidad en las mitocondrias (10-15%) (Santacroce et al., 2023).

El higado es la principal fuente de glutation que exporta a través del plasma y la
bilis. Esto se debe a su capacidad de sintetizar cisteina un precursor de forma
enddgena de glutation, o también, se puede obtener a partir de la degradacion de
proteinas y alimentos, aunque un gran porcentaje se obtiene de forma indirecta de
la metionina (Vairetti et al., 2021). El primer paso para la sintesis de glutation esta
catalizado por la L-glutamato L-cisteina y-ligasa (GCL) un heterodimero constituido
por un mondémero catalitico (GCLC) y un mondémero modificador (GCLM); la
expresion de GCL responde al estrés oxidativo y esta regulado de forma positiva

por el factor nuclear eritroide 2 (Nfr2) (Vairetti et al., 2021).
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El glutation elimina directamente especies reactivas de oxigeno y nitrégeno como:
HO*, RO ", RO 2°, HOCI, 1 O 2y ONOO (Vairetti et al., 2021).

Estudios indican que los niveles séricos de glutation y SOD son mas altos en
pacientes con fibrosis hepatica que en los pacientes sanos, sugiriendo que el
sistema antioxidante tiene un papel importante en la patogénesis de MASLD y su

progresion (Vairetti et al., 2021).

Las especies reactivas de oxigeno y los productos de la peroxidacion lipidica
afectan la funcion y viabilidad de los hepatocitos, y promueven la diferenciacion y
activacién de las células estrelladas lo que conduce a la produccion y secrecion de
colageno y otros componentes de matriz extracelular caracteristicos de un estado
de fibrosis (Allameh et al.,2023).

La peroxidacion lipidica se define como el ataque de los radicales libres a los lipidos
que contienen dobles enlaces carbono — carbono, especialmente los acidos grasos
poliinsaturados (Ayala et al., 2014). Biomarcadores de estrés oxidativo como los
productos de dano lipidico (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico) aumentan
sus niveles en MASLD. Por otro lado, los productos antioxidantes como GPX 'y no
enzimaticos como glutation disminuyen en la enfermedad MASLD pero aumentan

en algunos casos (Chen et al., 2020).

El estrés oxidativo contribuye a la fibrogénesis al aumentar las citocinas
proinflamatorias, asi como al factor de crecimiento transformante B, interleucina 6 y

factor de necrosis tumoral a (Chen et al., 2020).

El Nrf2 juega un papel importante en la defensa celular contra el estrés oxidativo.
En condiciones fisiolégicas, el Nrf2 esta inactivo y se degrada mediante la
ubiquitinacién mediada por Keap1, ante estrés oxidativo o quimico, Nrf2 se disocia
de su inhibidor Keap1 y transloca al nucleo donde se une al elemento de respuesta
antioxidante (ARE) ubicado en el promotor de genes diana, iniciando la transcripcion

y expresion de enzimas antioxidantes (Lu et al., 2020).

Recientemente se ha descrito el papel de Nrf2 en la patogénesis asociada a

inflamaciéon. En un modelo de ratén con la eliminacion de Nrf2 estimulado por
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lipopolisacaridos se identific6 a Nrf2 como un regulador esencial de genes
antiinflamatorios por medio de una inhibicién del factor nuclear kappa-B (NF-kB) y
la expresion de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral
a (TNFa), la interleucina 1 beta (IL-18) y la interleucina 6 (IL-6) (Qin et al.,2015).

El Nrf2 regula los niveles de glutation y mantiene la relacién glutation

reducido/oxidado (Arroyave-Ospina et al., 2021).

Ante una mayor ingesta de lipidos hay una sobrecarga de acidos grasos en las
mitocondrias lo cual puede llevar a un aumento en la permeabilidad de la membrana
interna, conduciendo a la disipacion del potencial de membrana y la consecuente
pérdida de la produccion de ATP, producto de una fuga de electrones. El resultando
es un deterioro de la funcion mitocondrial y aumento en la generacioén de especies

reactivas de oxigeno (Masarone et al., 2018).

1.4.2 Fibrosis

La matriz extracelular es un componente que se encuentra presente en todos los
tejidos, su remodelacién en la cual, las moléculas viejas o dafiadas se degradan y
son reemplazadas por componentes recién sintetizados es necesaria para poder
mantener la homeostasis del tejido. Existe un equilibrio entre los componentes de
la matriz extracelular y sus células integradas; ante un estimulo inflamatorio y
profibrético, el recambio se desequilibra y da como resultado alteraciones
cualitativas y cuantitativas de la matriz extracelular y en consecuencia la

composiciéon y cantidad de colageno y desarrollo de fibrosis.

En higado sanos se pueden encontrar principalmente tres tipos de colagenos
fibrilares de tipo intersticial; el tipo I, 1ll y V, en concentraciones bajas, suficientes
para poder llevar a cabo sus funciones fisioldgicas; que predominantemente estan
localizados en el espacio de Disse en el tracto portal y las paredes de las venas
centrales. Tras la progresion de la fibrosis, los colagenos fibrilares aumentan,
reemplazando zonas donde anteriormente se encontraban hepatocitos. En higados

cirréticos se encuentra un aumento de hasta 10 veces de colagenos tipo I, lll 'y V;
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no solo cambiando la cantidad si no también la localizacion del colageno
(Luangmonkong et al., 2023). La acumulacién sostenida de colageno distorsiona el
parénquima hepatico y la arquitectura del tejido, resultando en un deterioro de la

funcion hepatica, depaosito de cicatrices y fibrosis hepatica (Zhang et al., 2016).

Al iniciar el proceso de fibrogénesis, las células estrelladas pasan de un estado
quiescente a uno activo, en el cual adquieren un fenotipo miofibroblastico y pierden

las gotas lipidicas intracelulares (Zhang et al., 2016).

1.4.3 Diagnéstico de MASLD

Aunque la reduccion de la carga de la mortalidad a través de la prevencion parece
obvia, esto no ha sido logrado. Ademas, aunque se espera que las farmacoterapias
estén disponibles en el futuro, ninguna de estas ha sido aprobada hasta la fecha
(Eslam et al., 2020).

Los hepatocitos secretan proteinas vitales, siendo la albumina la principal de ellas;
esta es la proteina plasmatica circulante mas abundante y convirtiéndola en un
indicador importante de funcion hepatica (Mancina et al., 2022). La albumina juega
un papel importante en la regulacién homeostatica y tiene funciones antioxidantes
y antiinflamatorias; también desempena un rol importante en el transporte de
sustancias resultantes de catabolismo celular de su lugar de produccion a 6rganos
excretores como higado y rifones; asi como en el transporte y eliminacién de
sustancias tdéxicas que se acumulan en condiciones patolégicas agudas y cronicas,
por lo tanto, en condiciones de hipoalbuminemia se encuentra limitada la capacidad
del organismo de eliminar sustancias toxicas, ademas de alterar la capacidad

farmacocinética de los farmacos (Sun et al., 2019; Arroyo & Fernandez, 2011).

La sintesis de albumina aumenta cuatro veces estimulada por la insulina y factores
de crecimiento; por otra parte, el aumento crénico de citocinas proinflamatorias
como TNF-qa, IL-6 e IL-1B inhiben su sintesis, es por ello que en pacientes con
MASLD disminuye su cantidad sérica siendo un indicativo de disfuncionalidad
hepatica (Sun et al., 2019).
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El uso de métodos de imagen no invasivas juega un papel importante en el
diagnostico de MASLD, de acuerdo con la AGA las modalidades de imagen en
combinacion con los indices bioquimicos ofrecen una mejor precision a la hora del

diagnéstico (Martinou et al., 2022).

Se ha demostrado que la extension de la fibrosis hepatica es un sélido predictor de
la mortalidad relacionada con el higado, es por ello que diferenciar a pacientes con
esteatosis de aquellos con enfermedad mas avanzada es fundamental para un
mejor manejo de la enfermedad. Dentro de este contexto, la biopsia hepatica
representa un estandar de oro, pero también ha sido un motivo de debate;
considerandolo un método no apropiado para los pacientes debido a la baja

accesibilidad, eventos adversos y costos (Arab et al., 2018).

Figura. 9. Hallazgos histopatolégicos de MASLD. Se evaltuan principalmente cuatro
hallazgos histopatoldgicos: 1. Esteatosis, la presencia de gotas lipidicas (circulos color
blanco). 2. Balonamiento, la pérdida de la forma poligonal del hepatocito por una forma mas
redondeada. 3. Focos de inflamacién: aglomeraciones de células del sistema inmunolégico
(cuadrado azul). 4. Fibrosis: presencia de fibras de colageno (cuadrado azul). Imagen
realizada en Canva.

A pesar de sus desventajas claras, la biopsia hepatica sigue siendo el estandar de
oro en el diagnéstico de estados avanzados como esteatohepatitis e incluso

carcinoma hepatocelular debido a que permite caracterizar y evaluar el grado de
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dafo hepatico como no lo permitiria una técnica no invasiva (Carreres et al., 2021).
Sin embargo, la biopsia sigue teniendo una incidencia relativamente alta de falsos
negativos, ya que el fragmento analizado solo presenta alrededor del 1/50 000 del
organo (Martin-Grau et al., 2022).

La red de investigacion clinica en esteatohepatitis no alcohdlica (CRN por sus siglas
en inglés) patrocinada por el Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades
Digestivas y Renales (NIDDK) propuso una puntuacion para MASLD la cual permite

clasificar las biopsias basandose en la suma de las siguientes caracteristicas:

Caractgrl§tlca Definicién Puntaje
Histologica
<5% 0
5-33% 1
Esteatosis
34-66% 2
>66% 3
Ninguna 0
Algunas células

Balonamiento 1
Muchas células 2
Ausente 0
<2 focos por campo a 1

20x
2-4 focos por campo a |

Inflamacion 20x
>2 focos por campo a >

20x
>4 focos por campo a 3

20x

Cuadro. 2. Evaluacion NAS. (Xu et al. 2022)
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La principal caracteristica de la fibrosis es la acumulacion excesiva de matriz
extracelular en el tejido afectado, dando como resultado una destruccién de la
arquitectura normal y causando disfuncion en su actividad. La fibrosis, tipicamente
es el resultado de una inflamacion crénica, siendo, en sus primeras etapas
beneficiosa como parte del mecanismo de reparacion posterior a un dano tisular;
sin embargo, cuando no se lleva a cabo una contencién de la inflamacién puede
resultar como la produccion acentuada y sostenida de factores de crecimiento

fibrogénico, quimiocinas y citocinas (Biernacka et al. 2011).

1.4.4 Tratamiento para MASLD

La enfermedad esteatética hepatica asociada a disfuncibn metabdlica es la
enfermedad hepatica crénica mas comun en el mundo. Se sabe que la
esteatohepatitis no alcohdlica, cirrosis e incluso carcinoma hepatocelular son de las
principales causas de trasplante de higado; la progresion a esteatohepatitis ocurre
en el 10% a 20% de los pacientes con MASLD; considerando que las personas no
obesas tienen menos probabilidad de desarrollar esteatohepatitis, el riesgo de este
grupo es del 3%. En el caso del carcinoma hepatocelular, al menos el 10% de los
pacientes con MASLD (Kosmalski et al., 2023).

La prevalencia de MASLD en pacientes delgados es del 13.11% en la poblacion
mundial; incluso, el 20% de los pacientes diagnosticados no tienen sobrepeso. En
cuanto a la poblaciéon general, la prevalencia se encuentra dentro del 25 al 35%,
mientras que en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y obesidad se encuentra en
el 70%; observando una tendencia ascendente en la prevalencia a nivel mundial. A
pesar de ello, actualmente no existe ningun medicamento aceptado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para su tratamiento (Kosmalski
et al., 2023).

Por el complejo mecanismo que subyace a la MASLD, en el cual se involucran
numerosos factores de riesgo, 6rganos, diferentes tipos de células y la interaccion
de multiples vias de sefalizacién, que aun no se han dilucidado por completo,
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actualmente no existe un tratamiento unificado, claro y eficaz para esta enfermedad
(Wang et al., 2022). Tomando en cuenta su naturaleza multifacética, relacionada
con otras patologias como obesidad, diabetes y/o sindrome metabdlico; la ventaja
en esto es que una mejora en cualquiera de estas condiciones tendra de igual forma
un impacto en MASLD (Kosmalski et al., 2023).

Diversos estudios han demostrado que la pérdida de peso igual o mayor al 7% de
la masa corporal permite obtener una mejoria significativa en la puntuacion “NAS”
(Moctezuma-Velazquez, 2018). El Instituto Nacional de Diabetes, Enfermedades
Digestivas y Renales (NIDDK por sus siglas en inglés) recomienda perder peso
gradualmente eligiendo alimentos mas saludables, limitando el tamafo de las
porciones y siendo activo fisicamente; indicando que el perder al menos del 3% al
5% del peso corporal puede reducir la grasa hepatica, y perder del 7% al 10%

reducira la inflamacion y fibrosis del higado (Chalasani et al., 2018).

Es facil relacionar el ejercicio con la pérdida de peso, sin embargo, hay diversos
estudios que muestran un efecto beneficioso independientemente de los cambios
en el peso corporal, especialmente ejercicio aerdbico. Una revision concluyoé que el
ejercicio con un protocolo promedio de 40 a 45 min, 3 veces por semana por 12
semanas es un método eficaz para reducir la esteatosis (Moctezuma-Velazquez,
2018).

El tipo de dieta que logre una reduccion en el peso corporal tendra potenciales
efectos beneficiosos, sin embargo, la Asociacién Europea del Higado apunta a la
dieta mediterranea, siendo la mas estudiada y beneficiosa para el tratamiento de
MASLD. Dentro de los beneficios de esta dieta se encuentran, pérdida de peso,
mejor sensibilidad a la insulina y reduccion de la grasa hepatica (Kosmalski et al.,
2023). La dieta mediterranea consiste en el consumo de grasas no saturadas como
cereales integrales, frutas y verduras, pescado, frutos secos y legumbres (Yang et
al., 2022).

Existen actualmente muchos farmacos en desarrollo para MASLD; hasta ahora, los
recomendados por la AASLD son la vitamina E y pioglitazona en pacientes con

esteatohepatitis (Moctezuma-Velazquez, 2018).
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Los antioxidantes naturales como la vitamina E pueden disminuir el daino hepatico
mediado por los radicales libres; se ha demostrado que la vitamina E inhibe la
expresion intrahepatica de TGF-B y la activacion de las células estrelladas;

disminuyendo de esta forma la fibrosis hepatica (Cobo et al., 2008).

La pioglitazona es un antagonista de PPAR-Y el cual mejora la sensibilidad a la
insulina del tejido adiposo promoviendo el depdsito de acidos grasos libres en este
y no de forma ectdpica; también incrementa la secrecion de adiponectina
favoreciendo la B oxidacién (Moctezuma-Velazquez, 2018). Dentro de sus efectos
secundarios se encuentra el aumento de peso y se ha asociado a disminucién de la

densidad 6sea (Kosmalski et al., 2023).

PPARY se expresa en el tejido adiposo, donde acelera la captacién de acidos
grasos en el adipocito y aumenta la sensibilidad a la insulina, reduciendo asi el flujo
de acidos grasos al higado. Un estudio demostréo que PPARY reduce el estrés y la
inflamacion del reticulo endoplasmico al mismo tiempo que mejora la sensibilidad a
la insulina; ademas altera la polarizacion M1 a M2 de los macrofagos, esto, a su vez
afecta la inflamacion de los hepatocitos y metabolismo de lipidos. PPARY también
puede revertir la fibrosis al reducir la proliferacion de las células estrelladas
hepaticas, por medio una regulacion a la baja del factor de crecimiento
transformante-beta 1 (TGF-p1) (Pan et al., 2022).

1.45 Marcadores moleculares en MASLD

1.4.5.1 Proteinas GTPasas RAS

Las proteinas G o GTPasas (denominadas asi por su capacidad de hidrolizar GTP
a GDP y Pi) pueden ser de dos tipos: monoméricas o heterotriméricas (Kramer,
2016). Los receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas son proteinas
integrales de membrana constituidas por una cadena de aminoacidos con un
extremo amino-terminal que se localiza en la zona extracelular y un extremo

carboxilo localizado en el citoplasma, esta cadena de aminoacidos atraviesa siete

48



veces la membrana celular y las proteinas G estan conformadas por tres
subunidades (a, B, Y) (Garcia, 2011). Por otra parte, las proteinas G monoméricas

estan conformadas por 5 subfamilias: Arf, Rab, Ga, Ras y Rho (Kramer, 2016).

Las proteinas Ras (H-Ras, K-Ras4A y 4B, y N-Ras) son una superfamilia de
pequefias proteinas de union e hidrolizacion de GTP (GTPasas), reguladoras de la
transduccion de sefiales. Los genes de RAS se expresan de forma ubicua, aunque

en distintos niveles especificos de cada tejido (Repasky et al., 2010).

Las proteinas RAS son llamadas “interruptores moleculares” ya que pueden alternar
entre estados unidos a guanosina trifosfato (GTP) activos y estados unidos a
guanosina difosfato (GDP) inactivo (Simanshu et al., 2017). Esta alternancia entre
GDP y GTP requiere de la ayuda de dos tipos de proteinas: las proteinas
activadoras de GTPasas (GAP) y los factores de intercambio de nucledétidos de
guanina (GEF) (Bos, 2007); esto permite que ambos procesos estén altamente

regulados y respondan a multiples sefiales de entrada (Simanshu et al., 2017).

Las proteinas GEF y GAP activan y desactivan RAS cuando se reclutan en la
membrana plasmatica y se colocan en la proximidad a RAS, este, parece ser un
paso critico en el proceso de activacion; incluso, la activacion diferencial de RAS
puede esta determinada por la composicién lipidica local dentro de la membrana
(Zhou et al., 2017).

En células de mamiferos los principales efectores de RAS son las cinasas RAF
(ARAF, BRAF y CRAF), participando a través de estas en la proliferacion,
supervivencia y migracion. Las proteinas RAS también regulan vias como RAS-
MAPK (Simanshu et al., 2017). Sin embargo, las proteinas RAS en mamiferos
tienen otros efectores importantes, de los cuales la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) es

la mejor validada (Downward et al., 2008).

La proteina activadora de RAS tipo 2 (RASAL2) es una GAP, codificada por el
cromosoma numero 1, su expresion es ubicua en esoéfago, tejido adiposo, higado y
otros 6rganos. En el ano 2008 Thorleifsson y colaboradores realizaron un estudio

de asociacién del genoma humano, en el cual se relacioné el polimorfismo de un
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solo nucleétido SNP rs10913469 (RASAL2) con un mayor indice de masa corporal
en humanos (Thorleifsson et al., 2008). Ding y colaboradores identificaron un
aumento en la expresion de RASALZ2 en biopsias realizadas a pacientes con MASLD
(Ding et al., 2023).

La via de sefializacion Ras/Raf/MEK/ERK permite la integracién de sefiales
extracelulares desde los receptores de superficie hasta la expresion génica, jugando
un papel importante en la proliferacion, diferenciacion, adhesiéon, migracion y
supervivencia celular; en el caso de MASLD es fundamental para promover la

fibrogénesis hepatica (Foglia et al., 2019).

Las proteinas GAP para Ras se encuentran constitutivamente regulados de forma
negativa en hepatocarcinoma celular humano; por lo que se sugiere que la
inactivacion de las GAP para Ras conduce a la activacion de la via MAPK/ERK
(Yang & Liu, 2017). La inactivacion de RASAL 2 promueve la activaciéon de la

proteina quinasa activada por mitogenos (ERK) (Jia et al., 2017).

En un estudio murino in vivo se determiné que la deficiencia de RASAL2 conduce a
una menor adiposidad y resistencia a la obesidad inducida por una dieta alta en
grasas, ademas de mejorar diversos trastornos metabdlicos asociados a la obesidad
como la intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina y esteatosis hepatica. La
deficiencia de RASAL2 da como resultado una mayor actividad de RAS y sus
efectores rio abajo como ERK, la cual juega un papel importante en la adipogénesis
al promover la expresién de C/EBPa y PPARY (Zhu et al., 2017).

A pesar de que el papel especifico de RASAL2 en el metabolismo hepatico no esta
determinado, en un estudio utilizando modelo murino de MASLD, se identificé que
la deficiencia de RASAL2 disminuia la acumulacion de lipidos intrahepaticos
incrementando la produccion hepatica y secrecion de lipoproteinas de muy baja
densidad (vLDL), y de esta forma disminuyendo la esteatosis hepatica por medio de
la via AKT/TET1/MTTP (Ding et al., 2023).
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1.45.2 Proteinas GTPasas ARF

La familia de GTPasas del factor de ribosilacion de ADP (ARF) son proteinas de
unién a nucledtidos de guanina de bajo peso molecular, cada miembro de la familia
ARF esta regulado a través de un ciclo de unién de GTP e hidrélisis de GTP que
activa (unido a GTP) e inactiva (unido a GDP) |la proteina G. Dentro de las funciones
de las proteinas ARF se encuentra el reclutamiento de proteinas de la cubierta que
promueven la clasificacion de la carga en vesiculas, el reclutamiento y la activacién
de enzimas, como las quinasas de fosfatidilinositol que altera la composicion de los
lipidos de membrana. Hay seis proteinas ARF en mamiferos que se pueden
clasificar en tres clases: clase | (ARF1, ARF2 y ARF3), clase Il (ARF4 y ARF5) y
clase Il (ARF6) (Donaldson et al., 2011).

El ciclo de GDP a GTP esta altamente regulado por factores de intercambio de
nucleotidos de guanina (GEF) y las proteinas activadoras de GTPasa (GAP) esto
garantiza la especificidad de la sefializacion. Los GEF inducen la liberaciéon de GDP
para ser reemplazado por GTP mas abundante y las GAP que generalmente

proporcionan un grupo catalitico esencial para la hidrolisis de GTP (Bos, 2007).

La proteina ARF6 es miembro de la clase lll, ubicado en la membrana plasmatica y
membranas endosomicas (Donaldson et al., 2005) cuya principal funcion es la de
regula la composicién de la membrana lipidica por medio de la activacién de

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato quinasa y la fosfolipasa D (Suzuki et al., 2006).

La familia EFAG6 (factor de intercambio para ARF6) /PSD (homologia pleckstrin y
dominio Sec7) son GEF para ARF®6, es decir, promueven el paso de ARF6-GDP a
ARF6-GTP; esta familia consta de 4 miembros; PSD1 y PSD2 tienen una expresion
aumentada en cerebro, mientras que PSD3 y PSD4 se expresan ampliamente
(Sakagami et al., 2008).

En el afo 2017 Gong y colaboradores realizaron un estudio de asociacion en
Marshfield una ciudad ubicada en el condado de Wood en el estado estadounidense
de Wisconsin; en el cual reportaron por primera vez la asociacion del gen PSD3 con

obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y niveles de HDL (Gong et al., 2017).
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La actividad de la fosfolipasa D es la hidrdlisis de fosfatidilcolina en acido fosfatidico
y colina; las concentraciones de colina no cambian en niveles apreciables por la
actividad de esta enzima; por el contrario, el acido fosfatidico juega un papel
importante en la sefalizacion celular, participando como un segundo mensajero
(Wang et al., 2006). EIl acido fosfatidico puede estar implicado en transporte de
membrana y varias vias como es el caso de mTOR, y algunas especies de acido
fosfatidico también pueden jugar un rol importante en la sefalizacion de insulina
(Hur et al. 2016).

La actividad de la fosfolipasa D1 dependiente de ARF nuclear aumenta durante la
fase de regeneracién del higado en ratas, desempefiando un rol importante en el
desarrollo y progresion de la fibrosis hepatica; también esta fosfolipasa es activada
por insulina regulando la fusion de las vesiculas que contienen el transportador de
glucosa tipo 4 (GLUT4) resultando en una mejor absorcion de la glucosa en
adipocitos (Hur et al. 2016).

En un estudio realizado por Wang y colaboradores en 2023 se identifico que la
eliminacion especifica de la fosfolipasa D1 en hepatocitos disminuyd
significativamente la acumulaciéon de lipidos mediante la regulacién negativa de
CD36; sin embargo, otros estudios indican que la desactivacion sistémica de la
fosfolipasa D1 podria agravar la fibrosis hepatica por medio de un aumento en la

activacion de las células estrelladas (Wang et al., 2023).

1.45.3 Via PI3K/Akt/mTOR

El objetivo de la rapamicina en mamiferos (mTOR) es una quinasa Ser/Thr que es
un regulador maestro del metabolismo y crecimiento celular; el acido fosfatidico
interactua con mTOR estabilizando ambos complejos: mMTORC1 y mTORC2. Se
demostro que el acido fosfatidico activa a mTORC1 al disociar a DEPTOR (DEP
domain-containing mTOR interacting protein, por sus siglas en inglés) (Zhou et al.,
2023).
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El objetivo mecanicista del complejo rapamicina 1 (mTORC1) incluye a la proteina
quinasa mTOR vy varias proteinas relacionadas, como la proteina asociada a la
regulacion de mTOR: raptor, proteinas que contiene el dominio DEP: Deptor, entre
otras. MTORC1 recibe sefales sobre la disponibilidad sistémica y local de
nutrientes; en su estado activo promueve la sintesis de proteinas, lipidos vy
nucledtidos para el crecimiento celular, e inhibiendo procesos catabdlicos como
oxidacion de acidos grasos, carbohidratos y autofagia; realizando estas funciones
mediante la fosforilacion de multiples objetivos posteriores incluida la proteina
ribosoma p70 S6 quinasa (S6K1), la proteina de unién al factor de iniciacién de la
traduccion eucariota 4E (4E-BPI) y la quinasa asociada a la autofagia 1 similar a
Unc-51 (ULK1) (Zhu & Wang, 2020; Mao & Zhang, 2018).

Estudios han identificado que la obesidad puede desencadenar una activacion
cronica excesiva de la actividad de mTORC1 en multiples tejidos, generando
alteraciones en el metabolismo de 6rganos como cerebro, intestino, tejido adiposo,

higado, pancreas y musculo esquelético en pacientes obesos (Cao et al., 2022).

1.5 Ciclodipéptidos

Los ciclodipéptidos (CDPs) o dicetopiperazinas (DKP) corresponden son la forma
ciclica de un péptido mas simple y natural, producidos por una gran variedad de
seres vivos, desde bacterias hasta el ser humano (Bojarska et al. 2021). Se ha
identificado que tienen actividad antimicrobiana, antifungica y antiviral, siendo un
componente importante en la comunicacion célula-célula, sirviendo como

interruptores entre simbiosis y virulencia (Ogilvie & Czekster, 2023).

Se han detectado ciclodipéptidos en alimentos como la carne de vacuno, cerveza,
pan, cacao, café tostado y quesos; los cuales pueden aparecer por contaminacion
con hongos, levaduras o bacterias en la produccion y almacenamiento, pero
también puede ser producto de reacciones secundarias de degradacion de oligos y
polipéptidos durante el procesamiento quimico y térmico. De igual forma se

encuentran en alimentos como productos naturales de la levadura utilizada para la
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fermentacién de cerveza y bacterias del acido lactico utilizadas para la fermentacion
del pan y la maduracion del queso. En estos alimentos pueden tener una funcién
sensorial contribuyendo al sabor del producto final, otorgando notas saladas o
amargas y siendo de naturaleza muy diversa (Borthwick et al., 2017). Se ha
identificado que el 90% de los ciclodipéptidos presentes en alimentos contienen
prolina, esto les brinda a los ciclodipéptidos en general un mayor valor
conformacional y biofuncional haciéndolos una alternativa prometedora en el
estudio de nuevas moléculas con potencial farmaceéutico (Bojarska et al. 2021). En
1965 se reportd por primera vez un ciclodipéptido bioldégicamente activo de origen
enddégeno en muestras de orina humana, el ciclo (L-His-L-Pro) (Borthwick et al.,

2017), el cual es derivado de la hormona liberadora de tirotropina.

En el afno 2017 Hernandez Padilla y colaboradores estudiaron el efecto de los
ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 en mezcla y purificados, sobre
células sanas. Como parte del experimento, se determiné el porcentaje de induccién
de apoptosis en células sanas (fibroblastos de pulmén humano) a distintas
concentraciones de ciclodipéptidos, siendo 100 mg/mL la concentracién mas alta.
Los resultados indicaron que la mezcla de ciclodipéptidos inducia de forma minima

la apoptosis en estas células (Hernandez - Padilla et al., 2017).

La actividad de los ciclodipéptidos implica la anulacién de la fosforilacion de las
proteinas quinasas Akt S473 y S6k T389; la inhibicion de la fosforilacion por los
ciclodipéptidos se muestra en tiempos cortos de exposicion (5 a 60 min) y luego se
recupera en tiempos largos de exposicion (120 a 240 min) (Hernandez-Padilla et al.,
2020).

Duran-Maldonado y colaboradores en el 2020 reportaron que los ciclodipéptidos de
Pseudomonas aeruginosa PAO1 reducian la viabilidad de manera dependiente a la
dosis de la linea celular de melanoma murino B16-F0. Fue asi como se realizé un
experimento in vivo con ratones C57BL/6, a los que se les indujo cancer de
melanoma. En este proyecto, se contaba con un grupo de ratones sanos inyectados
con ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 a una dosis de 100 mg/kg,

los cuales no mostraron cambios en el tamafio y morfologia celular del bazo, higado,
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corazén, rindn, pulmon y piel con respecto al control; por lo tanto, la administracién
de ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1 mostro ser
segura en un modelo animal. Ademas, el grupo de ratones sanos tratados con CDPs
no presento valores alterados en parametros sanguineos y enzimas como la ALT,
ASTy LDH (Duran-Maldonado et al., 2020).

Figueroa-Guzman y colaboradores realizaron un estudio con ratas de la cepa Wistar
alimentadas con una dieta alta en grasas, las cuales fueron tratadas con CDPs
Pseudomonas aeruginosa PAO1 a una dosis de 10 mg/kg cada 3 y 6 dias durante
10 semanas. Los resultados indicaron una disminucion en la ganancia de peso y
contenido de grasa visceral, efecto que no se debié a una inhibicion del apetito;
también se reportd una disminucion de marcadores de inflamacion como es el caso
de NFkB e IL-6; y el grupo que fue administrado cada 3 dias mostré una disminucién
en su contenido de lipidos hepaticos; reportando un efecto antiobesidad por parte

de los CDPs de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Figueroa-Guzman et al., 2022).

En 2022 se realizd un analisis transcriptomico de células HelLa en el cual se
confirmd que la exposicién de esta linea celular a ciclodipéptidos producidos por
Pseudomonas aeruginosa conduce a la modificacion significativa del perfil de
expresion génica. En total, los datos identificaron 151 genes que se expresan
diferencialmente con el tratamiento con CDPs, de los cuales aproximadamente el
34%, estan asociados con metabolismo. Dentro de ellos se encuentran aquellos
relacionados a la cascada de sefializacién de la insulina, vias asociadas a
inflamacion, la via de PI3K/Akt/mTOR, la respuesta a estrés oxidativo y la via de
senalizacion del factor de crecimiento transformante 3. También se reporté que el
tratamiento con CDPs modula la expresion de seis genes fundamentales dentro de
la via de mevalonato/colesterol; ademas de que los niveles de colesterol en las
células con tratamiento disminuian de forma considerable, indicando un bloqueo de

esta via por parte de los CDPs (Lazaro-Mixteco et al., 2022).

Los ciclodipéptidos tienen ventajas fisioldégicas en comparacion con otras moléculas

debido a que poseen una mayor estabilidad, resistencia a proteasas y rigidez
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conformacional. Se ha demostrado que en células cancerosas los ciclodipéptidos
de Pseudomonas aeruginosa PAO1 detienen el ciclo celular en la transicién GO a
G1 al bloquear la via PI3K/ Akt/ mTOR inhibiendo los complejos mTORC1 Y
mTORC2 de manera dependiente de TSC1/TSC2 (Lazaro-Mixteco et al., 2022).

En el afio 2023, De Masi y colaboradores evaluaron la actividad del ciclo (His-Pro)
en un modelo de ratébn de MASLD en estado fibrético inducido por CCl, y
alimentados con una dieta occidental alta en grasa y sacarosa. El tratamiento
consistié en tres dosis por semana del ciclo (His-Pro) a 20 mg/kg por via oral. Como
resultado del tratamiento de mostré una disminucion del 8% de la masa grasa, una
disminuciéon de la acumulacion de grasa hepatica, citocinas proinflamatorias, un
fenotipo mitocondrial mejorado y una disminucién en la sefalizacion de la via ERK
la cual se encuentra sobreexpresada en pacientes con MASLD (De Masi et al.,
2023).
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2. Justificacion

La enfermedad esteatodtica hepatica asociada a disfuncion metabolica (MASLD) es
la enfermedad crénica hepatica mas comun en el mundo, siendo la obesidad el
principal factor de riesgo para su desarrollo y progresion. Se ha descrito que los
ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 tienen multiples actividades
bioldgicas. Recientemente se determind la capacidad de estos ciclodipéptidos para
modular la expresidon de genes relacionados a procesos metabodlicos. En un modelo
de obesidad animal se determind que el tratamiento con ciclodipéptidos redujo la
ganancia de masa corporal, asi como la acumulacion de lipidos hepaticos. Por lo
anterior es de nuestro interés estudiar el efecto de los CDPs utilizando un modelo
de MASLD para poder elucidar el mecanismo molecular de estos compuestos en la

evolucion de la enfermedad.
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3. Hipotesis

Los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 protegen contra la
progresion de la enfermedad esteatdtica hepatica asociada a disfuncidon metabdlica

en un modelo de obesidad en ratas de la cepa Wistar.
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4. Objetivo general

Evaluar el efecto de los ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa
PAO1 sobre el dafo generado por la enfermedad esteatética hepatica asociada a

disfuncién metabdlica en un modelo de obesidad en ratas de la cepa Wistar.

4.1 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del tratamiento con ciclodipéptidos producidos por
Pseudomonas aeruginosa PAO1 en los parametros bioquimicos
relacionados a la enfermedad esteatética hepatica asociada a disfuncion

metabdlica.

2. Evaluar el estrés oxidativo en tejido hepatico de ratas con la enfermedad
esteatotica hepatica asociada a disfuncion metabdlica bajo tratamiento

con ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa PAO1.

3. Analizar la expresion de genes relacionados a la enfermedad esteatotica
hepatica asociada a disfuncion metabdlica en ratas obesas Wistar bajo
tratamiento con ciclodipéptidos producidos por Pseudomonas aeruginosa
PAO1.

4. Determinar el efecto del tratamiento con ciclodipéptidos producidos por
Pseudomonas aeruginosa PAO1 en la histopatologia relacionados a la

enfermedad esteatotica hepatica asociada a disfuncion metabdlica.
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5. Metodologia

5.1 Experimentos con animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar de 6 semanas de edad; estas fueron
distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos de cinco individuos cada uno; el cual
fue alimentado con una dieta obesogénica (previamente descrita por Figueroa-

Guzman y colaboradores) durante 45 semanas.

El alimento administrado en la dieta regular fue “Rodent Laboratory Chow Purina
5001”, este mismo fue utilizado para preparar el alimento en la dieta alta en grasas,
junto con galletas con tapas sabor vainilla—chocolate tipo sandwich con lleno de

crema sabor vainilla, pan molido, manteca animal y vegetal, en las siguientes

proporciones:
. Manteca Manteca
Alimento Galletas Pan _
vegetal animal
30% 35% 10% 12.5% 12.5%

Cuadro 3. Porciones para la preparacién de la dieta obesogénica.

El analisis bromatoldgico del alimento indica, que la dieta regular muestra un mayor

contenido de grasas y carbohidratos, y menor contenido de proteina y fibra.

Dieta obesogénica

Ceniza Grasa Proteina Fibra Carbohidratos

3.56 ¢ 25.19¢ 14.00 g 0.63 ¢ 56.54 g

Cuadro 4. Composicion dieta obesogénica.
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Dieta regular

Ceniza Grasa Proteina Fibra Carbohidratos
739 11.2g 251¢ 53¢ 48.7 g

Cuadro 5. Composicién dieta regular.

La dosis y via de administracion se determinaron por medio de pruebas realizadas

previamente (anexo) proyecto en el cual se contd con los siguientes grupos:

DR DR+CDPs DR+CDPs OBS OBS+CDPs OBS+CDPs OBS+CDPs
(5-IP) (10-I1P) (5-IP) (10-I1P) (10-OR)
Dieta DR DR DR OBS OBS OBS OBS
Dosis - 5 mgl/kg 10 mg/kg - 5 mg/kg 10 mg/kg 10 mg/kg
Dias _de - c/3 dias c/ 6 dias - c/ 3 dias c/ 6 dias c/ 6 dias
admin.
Via de - P P ; P P OR
admin.
Vehiculo - BCD BCD - BCD BCD BCD

Cuadro 6. Distribucién de los grupos en anexos. Admin: administracion. DR: dieta regular. CDPs:
ciclodipéptidos. OBS: dieta obesogénica. IP: intraperitoneal. OR: oral. BCD: B-ciclodextrinas.




El tratamiento con ciclodipéptidos se administré por via intraperitoneal a una
concentracion de 5 mg/kg cada tres dias durante 10 semanas. La distribucién de los

grupos fue la siguiente:

CTRL CTRL+CDPs MASLD MASLD+CDPs
Dieta Regular Regular Obesogénica Obesogénica
Dosis - 5 mg/kg - 5 mg/kg
Dias de ; ¢/2 dias - ¢/ 2 dias
administracién
Via de . .
S . - Intraperitoneal - Intraperitoneal
administracion
Vehiculo - B ciclodextrinas - B ciclodextrinas

Cuadro 7. Organizacion de los grupos. MASLD: enfermedad esteatética hepatica asociada a
disfunciéon metabdlica. CTRL: control. CDPs: ciclodipéptidos.

Diariamente las ratas fueron pesadas, al igual que el alimento sobrante y las nuevas
porciones para calcular el consumo de alimento. Una vez por semana se midieron
parametros murinométricos como circunferencia abdominal, circunferencia toracica

y longitud.

5.1.1 Pruebas de tolerancia metabdlica

Se realizaron pruebas de tolerancia metabdlica antes del tratamiento, durante y en
la ultima semana de tratamiento; basado en la metodologia reportada por Zhou y
colaboradores en 2021. Para la prueba de resistencia a la insulina las ratas eran

sometidas a un ayuno matutino de 4 horas, terminado el periodo de ayuno se
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median las concentraciones de glucosa con ayuda de un glucémetro Accu-Chek ©
Active ©, posteriormente se administré una dosis de insulina (0.4 u/kg a las ratas
normales y 0.75 u/kg a las ratas obesas) y se midieron las concentraciones de

glucosa cada 30 minutos durante 120 minutos.

En cuanto a la prueba de tolerancia a la glucosa se midieron las concentraciones
basales de glucosa con ayuda de un glucometro Accu-Chek © Active ©, después
se administré dextrosa en una dosis de 3 g/kg en 3 mL de agua por via oral y se

midieron las concentraciones de glucosa cada 30 minutos durante 120 minutos.

Por ultimo, se graficaron y analizaron los datos con ayuda del programa GraphPad
Prism, también se calcul6 el area bajo la curva (AUC) el cual representa el nivel de

glucemia.

5.2 Andlisis histopatologico

Posterior a la eutanasia de las ratas se extrajeron muestras de los higados y fueron
fijados inmediatamente en paraformaldehido al 4% donde permanecieron hasta la
deshidratacion. En el caso del higado se obtuvieron muestras por cortes
longitudinales del lI6bulo medial derecho. Las muestras fueron sometidas a un
proceso de deshidratacion de 4 horas en intervalos de 15 a 30 minutos en distintas
concentraciones de etanol y xileno, en el ultimo pase en parafina histolégica
permanecieron durante 12 horas para posteriormente ser incluidos. Se realizaron
cortes de 4 micras de tejido y fueron colocados en portaobjetos para la posterior
tincion con hematoxilina — eosina y tricromica de Masson. Por ultimo, se realizo el

montaje con resina y se tomaron fotos en el microscopio.

5.3 Andlisis de la expresion de genes

Se realizé un homogenado de higado en TRIzol, posteriormente se afiadieron 300

ML de cloroformo y se centrifugaron las muestras a 12 000 rpm a 4°C durante 10
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minutos. Para extraer el ARN se afadieron 500 uL de propanol y se incubaron en
huelo durante 15 minutos para posteriormente centrifugar las muestras a 12 000
rom a 4°C durante 10 minutos; se realizaron tres lavados con etanol para finalmente
resuspender la pastilla en 10 yL de agua. Se realiz6 la cuantificacion de los acidos
nucleicos y la pureza en 1 yL de muestra; afiadiendo agua si era necesario hasta

llegar a una concentracién de 1500 ug/mL y una pureza mayor a 1.6.

Se utilizo DNAg Wipeout Buffer para la eliminacion de ADNg y posteriormente se
realizd la transcripcion inversa 15 min a 42°C. Para la RT-PCR se utilizé el kit
quantinova SYBR green PCR KIT (208056). Ahadié en la placa de 96 pocillos, 7.5
ML de SYBER green, 1 yL de ROX, 0.5 L buffer amarillo, 1 uL de cada oligoy 3 pL
de agua para obtener un volumen final de 14 uL. El RT-qPCR se llevé a cabo con
amplificaciones de 45 ciclos a 95°C durante 5s y 60°C durante 30 s, para
posteriormente hacer el analisis de los datos por medio de la formula Delta Delta Ct.

Como gen constitutivo se utilizé 18s.

GEN ™ FW REV CITA

GTGGGAGTAAAGTGCTTCC

PSD3 54 CATCAGCACATTCCCAGAGT T

(Li et al.,
ACC1 54 TGAGGAGGACCGCATTTATC AAGCTTCCTTCGTGACCAGA 2016)

(Elekofehi
nti &
PPAR 55 CATCACCCGAGAGTTCCTAA ATCCAGTTCGAGGGCATTG  Akinjiyan,
a AG
2021)
TSC1 56 CCCTCTACCTCCCCAATGGA GGAGGGTCC_I(_B GATCTCATC
TSC2 57 TGTGACAAGAAACGGCACCT CACAAGGCCCTCCATGTCTT
FAS 57 TGCTGTGGATCATGGCTGTC GGTTTCACGAACGCTCCTCT
(Ebihara
ACOX 57 TGTCTGTCACTTCTGTCGCC CGGACTGCCATCCAAGATG etal,
! U 2022)
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RASA
L2

TGF
Bl

CD36

APOB

SREB
P-1C

MTTP

57

57

58

58

59

60

GGGCAGAGAGCTGTCAGTTT

AGTGGCTGAACCAAGGAGAC

GGCTAGCTGATTACTTCTGT
GTAGT

CTGCTGAATGGTGCGCAAAC

CGC TAC CGT TCC TCT ATC
AAT GAC

AAGGCCAATATGGACATCCA
GGGT

Cuadro 8. Oligos para analisis de RT-PCR

5.4 Andlisis del estrés oxidativo

5.4.1 Analisis de peroxidacion lipidica

Se realizé la cuantificacion de proteina por método de Bradford en homogenado de
higado; posteriormente se afnadio lo equivalente a 500 mg de proteina, aforando
con buffer de fosfatos para tener un volumen final de 500 uL. Posteriormente se
afiadio 1.5 mL de solucion acida (acido tricloroacético, acido tiobarbiturico y acido
clorhidrico); los tubos se colocaron en bafo Maria a 94°C durante 20 min, para
después dejar enfriar 5 min a temperatura ambiente y 5 min en hielo. Por ultimo, se

centrifugaron a 7 500 rpm durante 5 min y se leyeron en el espectrofotdmetro a 532

nm.

AGAGGTCCCAATTTTGCCAC
A

CAGGAAGGGTCGGTTCATG
T

CCTCCTCGTGCAGCAGAAT
CA

CAGAGGGCTTTGCCACTAG
C

AGTTTCTGG TTG CTG TGC
TGT AAG

TGGTTATTACCACAGCCACC
CGAT

(Kaviaras
an &
Pugalendi
, 2009)

( Dettlaff-
Pokora et
al., 2015)
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5.4.2 Determinacion de glutation

Se realiz6 la cuantificacion de proteina por método de Bradford en homogenado de
higado, para anadir 500 mg de proteina por muestra; posteriormente se
desproteinizo con 200 pL de &cido sulfolicilico al 5%; los tubos fueron congelados y
descongelados dos veces y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 5 min. Para
realizar la lectura en el espectrofotometro se afadieron 90 yL de muestra, 250 yL
de DTNB, 400 uL de buffer de fosfatos y 23 pL de glutatién reductasa; se dejé
incubando 5 min en oscuridad y posteriormente se leyé a 412 nm. Se realizé el

analisis de los datos y de esta forma se obtuvo glutation total.

Para glutation oxidado se afadieron 3 pL de 4-vinil-piridina y se dejo incubando a
temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente se realizé la lectura de las
muestras en el espectofotdmetro a 412 nm, de igual forma que con el glutation total.
Para obtener el glutation reducido, unicamente se obtuvo la diferencia entre el

glutation total y el glutation oxidado.
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6. Resultados

6.1 Efecto de los CDPs producidos por PAO1 sobre la ganancia de peso de
ratas con MASLD

Con el objetivo de desarrollar un modelo de MASLD en un estado avanzado de la
enfermedad se alimentaron a dos de los cuatro grupos con una dieta obesogénica
mientras que los grupos restantes de animales se alimentaron con dieta regular. En
ambos casos la dieta de los animales fue la misma durante las 55 semanas que
tuvo de duracidn el experimento. A partir de la semana 45 y durante las 10 semanas
siguientes, se llevd a cabo la administracion con CDPs tres veces por semana en

una dosis de 5 mg/kg por via intraperitoneal.

Durante todo el periodo experimental se registrd6 de forma diaria la masa de los
animales para asi poder calcular la ganancia de peso por rata por semana, también
se pesaron las porciones de alimento nuevas y sobrantes para calcular el consumo

de alimento diario por rata (Fig. 11).

La ganancia de peso corporal medida en la ultima semana de tratamiento indico que
la mayor ganancia se encuentro en el grupo MASLD; mientras que el grupo MASLD
que fue administrado con CDPs (MASLD+CDPs) mostro una menor ganancia de
peso e incluso pérdidas. Por otra parte, los grupos CTRL mantuvieron una ganancia
de peso estable sin presentar diferencia significativa entre ellos (Fig. 11-A). En la
figura 10 se pueden observar fotografias representativas de los individuos de cada

uno de los grupos.
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Figura. 10. Fotografias representativas de individuos en cada grupo.

MASLD + CDPs

En cuanto al consumo de alimento, se muestra que el grupo MASLD tuvo un menor

consumo de alimento respecto a los otros grupos; el grupo MASLD+CDPs presento

un consumo de alimento similar al de los grupos CTRL, indicando que las ratas

pertenecientes a este grupo no disminuyeron su consumo de alimento durante el

tratamiento (Fig. 11-B).
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Figura. 11. Gananciade peso y consumo de alimento. A) Ganancia de peso en gramos por rata
por semana durante el periodo de tratamiento, es decir, de la semana 45 a la semana 55. El grupo
MASLD+CDPs muestra una disminuciéon de su ganancia de peso en comparacion a MASLD. Los
grupos CTRL y CTRL+CDPs se encuentran sin cambios significativos. B) Consumo de alimento
diario por rata en gramos. El grupo MASLD muestra el menor consumo de alimento en comparacién
con los otros grupos. Se realiz6 analisis de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias
significativas se presentan con letras distintas (P <0.05). n=6.
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Durante el periodo de tratamiento se midieron semanalmente los parametros
murinométricos que permitieron un monitoreo de las caracteristicas fisicas de los
animales; los cuales fueron circunferencia abdominal y longitud. La circunferencia
abdominal fue significativamente mayor para el grupo MASLD en comparacion con
los otros grupos (Fig. 12-A). Con el objetivo de comprobar que esta pérdida de peso
y disminucion de la circunferencia abdominal no fuera debida a una discrepancia en
cuanto al crecimiento se realizé la medicion de la longitud; la cual indico que los
grupos MASLD no mostraron diferencias entre ellos, descartando que las
diferencias previamente observadas, hayan sido a causa de un distinto crecimiento
de los animales. De igual manera, los grupos CTRL no mostraron diferencias

significativas entre ellos (Fig. 12-B).
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Figura. 12. Circunferenciaabdominal y longitud. A) Circunferencia abdominal en centimetros.
Los gurpos CTRL y CTRL+CDPs muestran los valores mas bajos, la circunferenci abdominal del
grupo MASLD+CDPs tiene valores significativamente menores respecto al grupo MASLD. B)
Longitud naso-anal en centimetros. Los grupos CTRL no muestran diferencias entre ellos, al igual
que los grupos MASLD. Se realizé andlisis de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey.
Diferencias significativas se presentan con letras distintas (P <0.05). n=6.

6.2 Efecto de los CDPs producidos por PAO1 sobre el metabolismo energético
en ratas con MASLD

Durante el periodo del tratamiento se realizaron pruebas de resistencia a la insulina
y tolerancia a la glucosa, antes del tratamiento (semana 1), durante el tratamiento
(semana 5) y final del tratamiento (semana 10) (Fig. 13y 14).
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Este tipo de pruebas se evaluan a partir del area bajo la curva (AUC) el cual indica
la concentracién de glucosa en relacion al tiempo. La AUC de las pruebas de
resistencia a la insulina indicaron que el grupo CTRL no mostro diferencias
significativas entre la prueba realizada antes del tratamiento y las que se realizaron
posteriormente (Fig. 13-A). Por otra parte, el grupo CTRL+CDPs presento una
diminucion en su AUC durante el tratamiento y al final del tratamiento comparado
con la prueba realizada antes del tratamiento; indicando que el tratamiento con

CDPs disminuyo este parametro incluso en ratas sanas (Fig. 13-B).

El grupo MASLD empeor6 su estado de resistencia a la insulina comparando la
prueba que se realizd antes del tratamiento con las pruebas realizadas
posteriormente (Fig. 13-C). El grupo MASLD+CDPs presento una disminucion en el
estado de resistencia a la insulina comparando la evaluacion realizada antes del
tratamiento con las realizadas posteriormente, indicando un efecto en este
parametro que esta presente desde la semana 5 de tratamiento y permanecio en el

tiempo hasta la semana 10 (Fig. 13-D).

Los resultados obtenidos de prueba de tolerancia a la glucosa mostraron que, en el
caso del grupo MASLD no se observaron diferencias significativas entre el inicio,
durante y el final del tratamiento (Fig. 14-D). Esta misma observacion se replicd para
los grupos CTRL (Fig. 14-A y 14-B). destacando que los valores mas altos para
AUC se encontraron en el grupo MASLD. En el caso del grupo que recibio el
tratamiento con CDPs se observé una mejora en la tolerancia a la glucosa a partir

de la semana 5 y que permanecio hasta la semana 10 (Fig. 14-C).
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Figura. 13. Pruebade resistencia alainsulina. Azul: antes del tratamiento (semana 0). Verde:
durante el tratamiento (semana 5). Naranja: final del tratamiento (semana 10). El andlisis de la
AUC indica diferencias significativas para los grupos CTRL+CDPs y MASLD+CDPs, comparando
antes del tratamiento con durante y después del tratamiento. Se realizé analisis de varianza
ANOVA de una via y prueba Dunnet. Diferencias significativas se presentan con letras distintas
(P <0.05). n=6.
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Figura. 14. Prueba de tolerancia a la glucosa. Azul: antes del tratamiento (semana 0). Verde:
durante el tratamiento (semana 5). Naranja: final del tratamiento (semana 10). La AUC del grupo
MASLD+CDPs es el unico en mostrar diferencias significativas antes del tratamiento comparado
con durante y después del tratamiento. Se realizé andlisis de varianza ANOVA de una via y
prueba Dunnet. Diferencias significativas se presentan con letras distintas (P <0.05). n=6.
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6.3 Efecto de los CDPs producidos por PAO1 sobre la supervivencia de ratas
con MASLD

Durante el periodo de tratamiento se registré la muerte subita de dos individuos
pertenecientes al grupo MASLD, uno en la semana 4 de tratamiento (es decir, la
semana 49 de alimentacion con la dieta obesogénica) y otro en la semana 7
(semana 52 de la dieta obesogénica); mientras que en el resto de los grupos la

supervivencia permanecié en 100% (Fig. 15-A).

6.4 Efecto de los CDPs producidos por PAO1 sobre los 6rganos de ratas con
MASLD
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Figura. 15. Supervivencia. Porcentaje de supervivencia por grupo durante el periodo de
tratamiento; indicando dos pérdidas del grupo MASLD, la primera a la semana 4 de tratamiento
y la segunda en la semana 7 de tratamiento. Los demas grupos permanecieron en un porcentaje
de supervivencia del 100%.

Posterior a la eutanasia de las ratas se extrajeron diversos érganos como bazo,

rinones, corazén, higado y tejido adiposo, los cuales fueron pesados y fotografiados.

El peso del higado de las ratas correspondientes al grupo MASLD fue

significativamente mayor comparado con los higados de los animales de los demas
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grupos. El grupo MASLD+CDPs presento pesos similares a los higados de las ratas

correspondientes a los grupos CTRL (Fig. 16-A).

En la figura 16-B se pueden observar fotografias representativas de los higados de
los animales correspondientes a cada grupo; en la fotografia del grupo MASLD se

puede observar una zona fibrética resaltada en un cuadrado rojo.
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Figura. 16. Peso del higado. A) Masa del higado en gramos. El grupo MASLD muestra una masa
en el higado significativamente mayor comparada con los demas grupos. El grupo MASLD muestra
una masa similar a la de los grupos CTRL. Se realizé anadlisis de varianza ANOVA de una via y
prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras distintas (P <0.05). n=6. B)
Fotografias representativas de higados de ratas pertenecientes a cada grupo. Zona fibrética
sefialada con cuadro rojo. Escala: 1 cm.

El grupo MASLD mostro la mayor masa de tejido adiposo, seguido por el grupo con
MASLD que fue tratado con CDPs, el cual es significativamente menor que el grupo
qgue no recibid tratamiento. Los grupos CTRL presentaron la menor masa de tejido

adiposo sin mostrar diferencias significativas entre ellos (Fig. 17-A).

En la figura 17-B se muestran fotos representativas del tejido adiposo de los
animales pertenecientes a cada grupo, destacando que la cantidad de tejido adiposo
fue significativamente menor para los grupos CTRL en comparacion con los grupos
MASLD.
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Figura. 17. Peso del tejido adiposo. A) Masa del tejido adiposo en gramos. El grupo MASLD
muestra la mayor masa para el tejido adiposo, el grupo MASLD+CDPs muestra una masa en tejido
adiposo significativamente menor en comparacion con el grupo sin tratamiento. Los menores
valores se encuentran en los grupos CTRL los cuales son similares entre ellos. Se realiz6 analisis
de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras
distintas (P <0.05). n=6. B) Fotografias representativas de higados de ratas pertenecientes a cada
grupo. Escala: 1 cm.

En cuanto al peso de otros 6rganos como el bazo, rifiones y corazon, no se
observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos de animales (Fig.
18-A).

En la figura 18-B se pueden observar fotograficas representativas de los érganos
pertenecientes a cada uno de los grupos, en las cuales no se observan diferencias
macroscopicas aparentes; sin embargo, en el corazén del grupo MASLD se pudo
visualizar una zona obscurecida con caracteristicas propias de un infarto,

anormalidad que no se encuentra en ninguno de los otros grupos.
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Figura. 18. Peso de 6rganos. A) Masa del bazo, rifiones y corazén en gramos. La masa de los
diferentes 6rganos no muestra diferencias significativas entre los grupos. Se realizd analisis de
varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras
distintas (P <0.05). n=6. B) Fotografias representativas de bazo, rifones y corazén de ratas
pertenecientes a cada grupo. Infarto sefialado con cuadrado rojo. Escala: 1 cm.
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6.5 Efecto de los CDPs producidos por PAO1 sobre estrés oxidativo presente

en el higado de ratas con MASLD

En un fragmento del higado obtenido de los animales se realiz6 un analisis de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Fig. 19-A) en el cual se
observan los mayores niveles en el grupo MASLD, con una reduccion de las TBARS
para el grupo MASLD que recibié el tratamiento con CDPs. El grupo MASLD
muestra diferencias significativas respecto a todos los grupos, tanto el que recibio
tratamiento como los grupos CTRL, siendo estos ultimos los que presentan menores
niveles de TBARS.

El estrés oxidativo ocurre cuando se incrementa la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) o cuando la capacidad de las defensas antioxidantes celulares
se ve reducida. Las células generan ERO como consecuencia de un aumento en el
metabolismo o como respuesta al estrés. El glutation es un sistema antioxidante
que juega un rol importante en el mantenimiento del estado redox en la célula, por
lo que se realizo la cuantificacion del glutation reducido (GSH) y el glutatién oxidado
(GSSG). Representando la relacién entre estos dos como GSH/GSSG. En estado
fisiologico esta relacion es baja, indicando que hay una mayor cantidad de glutation
reducido respecto al oxidado; asi es como se observaron los niveles para los grupos
CTRL. EI grupo MASLD+CDPs no mostro diferencias significativas respecto a los
grupos CTRL, sin embrago, en el caso del grupo MASLD se observaron mayores
niveles de glutatién oxidado versus glutation reducido indicando un estado de estrés
oxidativo (Fig. 19-B).

Posteriormente se analizé la expresion relativa de ARNm para el factor nuclear 2
derivado de eritroide (Nrf2) factor de transcripcion que desempefia un papel muy
importante en la respuesta antioxidante; los resultados del analisis muestran una
tendencia al aumento en el grupo MASLD, pero sin llegar a mostrar diferencias
significativas en comparacién con el grupo que recibio el tratamiento con CDPs. Los
grupos CTRL son los que muestran los niveles mas bajos de la expresion de este
gen (Fig. 19-C).
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De igual forma, se analizé la expresion de glutation peroxidasa 1 (GPX1) y Cisteina-
glutamato ligasa (GCLG) en las cuales los mayores niveles de expresion fueron
para el grupo MASLD, mostrando diferencias significativas respecto a los demas
grupos; sugiriendo que este aumento en la respuesta antioxidante funciona como

un mecanismo compensatorio (Fig. 19-C).
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Figura. 19. Estrés oxidativo y respuesta antioxidante. A) Peroxidacion lipidica en higado. La
mayor cantidad de TBARS se registré en el grupo MASLD, seguido del grupo MASLD+CDPs sin
embargo, este muestra una disminucion significativa en los niveles de TBASR. Los grupos CTRL no
muestran diferencias significativas entre ellos B) Relacién entre glutation oxidado y reducido
(GSH/GSSG). El grupo MASLD+CDPs indica altas concentraciones de GSH/GSSG, siendo un
marcador de un aumento en la respuesta oxidativa. C) Niveles de expresion relativa de ARNm, con
18s como gen constitutivo. GCLG: Cisteina-glutamato ligasa. Nrf2: Factor nuclear 2 derivado de
eritroide. GPX1: Glutatién peroxidasa 1. El grupo MASLD presenta un aumento en la expresién de
genes relacionados con la respuesta antioxidante los cuales son significativamente mayores
comparados con los demas grupos. Se realizd analisis de varianza ANOVA de una via y prueba
Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras distintas (P <0.05). n=6.
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6.6 Efecto de los CDPs producidos por PAO0Ol1 sobre la expresion de
componente de la Via Akt/mTOR en el higado de ratas con MASLD

Se realiz6 el analisis de la expresidon de genes relacionados con la via de mTOR por
RT-gPCR. EIl analisis de los datos indica una reduccion en la expresion de TSCA1
(hamartina) en el grupo que recibi6 el tratamiento con CDPs con valores similares
al grupo CTRL (Fig. 20-A). En el caso de TSC2 (tuberina) no se muestra diferencias
significativas entre el grupo MASLD y CTRL, pero los grupos que recibieron
tratamiento con CDPs muestra una reduccion en la expresion para ambos grupos
(Fig. 20-B). Para Akt no se muestran diferencias significativas entre los grupos (Fig.
20-C). Por ultimo, la evaluacién de mTOR indico una reduccion en su expresion en
respuesta al tratamiento con ciclodipéptidos en comparacion al grupo MASLD; los
datos del grupo MASLD+ CDPs son similares a los de los grupos CTRL (Fig. 20-D).
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Figura. 20. Via mTOR. A) Esclerosis tuberosa 1 (TSC1) B) Esclerosis tuberosa 2 (TSC2). La
expresion de TSC1 y TSC2 se ve aumentada en el grupo MASLD, disminuyendo en el grupo
MASLD+CDPs y los grupos CTRL. C) Cinasa serina-treonina (AKT) no mostré diferencias
significativas en su expresién en los diferentes grupos. D) Diana de rapamicina en células de
mamifero (MTOR) aumento de forma significativa su expresion en el grupo MASLD, disminuyendo
en el . Niveles de expresion relativa con 18s como gen constitutivo. Se realizé analisis de varianza
ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras distintas (P
<0.05). n=4.
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6.7 efecto de los CDPs producidos por PAO1 sobre la exportacién de vLDL y

B-oxidacion en el higado de ratas con MASLD

Se realizé el andlisis de la expresion de genes relacionados con la sintesis y
exportacién de lipoproteinas de muy baja densidad (vLDL) y la B-oxidacion. La
proteina microsomal transportadora de triacilglicéridos (MTTP) mostro una
disminucién en su expresion por el tratamiento con CDPs siendo estadisticamente
significativo respecto al grupo MASLD. La lipoproteina APOB también mostro una
disminucién en su expresiéon en los grupos que fueron tratados con CDPs, siendo
los valores mas altos para el grupo MASLD, que muestra diferencias significativas
respecto a los otros grupos. Para RASAL2 se puede identificar el mismo
comportamiento, teniendo los valores mas alto en la expresién para el grupo MASLD

y mostrando diferencias significativas respecto a los demas grupos (Fig. 21-A).

PPARa (receptor activado por proliferadores peroxisomales alfa) muestra una
disminucién en su expresion en el grupo MASLD+CDPs en comparacion al grupo
MASLD, siendo este ultimo el que mostro los valores mas elevados con diferencias
significativas respecto a los otros grupos. Para el caso de ACOX1 (acil-coenzima A
oxidasa 1 peroxisomal) se mostré una disminucién en su expresion en el grupo
MASLD teniendo los niveles mas altos para el grupo CTRL. El grupo MASLD que
recibio el tratamiento mostro un aumento en la expresion de ACOX1 siendo

estadisticamente significativo con respecto al grupo MASLD (Fig. 21-B).
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Figura. 21. Sintesis de vLDL y B-oxidacion. A) Genes relacionados con la sintesis y exportacion de
vLDL. MTTP: proteina microsomal de transferencia de triacilglicéridos. APOB: apoproteina B.
RASAL2: proteina activadora de RAS. De forma general se muestra un aumento en la expresion de
genes relacionados con la exportacion de vLDL en el grupo MASLD, la cual disminuye de forma
significativa con el tratamiento con CDPs. B) Genes relacionados con la -oxidacion. PPARa: receptor
activado por proliferadores peroxisomales Alpha. Acox1: acil-CoA oxidasa. El grupo MASLD muestra
una disminucidn en la expresion de genes relacionados con la -oxidacién, aumentando la expresion
en el grupo MASLD+CDPs. Expresion relativa tomando como gen constitutivo 18s. Se realiz6 analisis
de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras
distintas (P <0.05). n=4.
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6.8 Efecto de los CDPs producidos por PAOL sobre la lipogénesis de novo y

transporte de acidos grasos en el higado de ratas con MASLD

Se analizé la expresion de genes relacionados a la lipogénesis de novo, SREBT 1C
(proteina de union a elementos regulatorios de esteroles) y ACC1 (acetil-coA
carboxilasa). En ambos casos se registré una disminucién de la expresion de estos
genes en los grupos con MASLD que fueron tratados con CDPs en comparacion
con el grupo MASLD (Fig. 22-A). En el caso de ACC1 este también disminuyo su
expresion en el grupo CRTL+CDPs de forma significativa; en el caso de SREBT 1C

no se muestran diferencias entre los grupos CTRL.
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Figura. 22. Lipogénesis de novo. A) ACC1: acetil-coA carboxilasa. SREBT-1C: proteina de
unioén a elementos regulatorios de esteroles. El grupo MASLD muestra un aumento significativo
en la expresion de genes relacionados con la lipogénesis de novo, por otra parte, el grupo
MASLD+CDPs disminuyé significativamente la expresién de estos genes, los grupos CTRL no
indican diferencias significativas entre ellos. Expresion relativa tomando como gen constitutivo a
18s. Se realizé analisis de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas
se presentan con letras distintas (P <0.05). n=4.
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Adicionalmente se evaluo la expresion de dos genes relacionados con el ingreso de
acidos grasos libres al hepatocito, PSD3 (pleckstrina y dominio Sec7)y CD36. PSD3
mostro un aumento en su expresion en el grupo de animales con MASLD en
comparacion con los animales de los grupos CTRL. La expresion de PSD3
disminuyo con el tratamiento con ciclodipéptidos mostrando diferencias
significativas respecto al grupo de animales con MASLD. En el caso de CD36, este
tuvo tendencia a aumentar en estado de MASLD, sin embargo, no es
estadisticamente significativo; pero en el caso del grupo MASLD que fue tratado con
CDPs disminuyo su expresion de forma significativa respecto al grupo sin
tratamiento (Fig. 23-A).
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Figura. 23. Transporte de 4cidos grasos. El grupo MASLD+CDPs indica una disminucion en la
expresiéon de genes relacionados al transporte de acidos grasos, algunos siendo incluso similar
al CTRL. Expresion relativa tomando como gen constitutivo 18s. Se realiz6 analisis de varianza
ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras distintas (P
<0.05). n=4.
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6.9 Efecto de los CDPs producidos por PAO1 sobre la inflamacion y la fibrosis

en el higado de ratas con MASLD

El analisis de la expresién de TGF- indica una disminucién en higados de ratas
obesas tratadas con CDPs; mostrando los valores mas altos para el grupo MASLD.
Siendo este un importante marcador de fibrosis. La expresion de Fas () también se
ve aumentada en la patologia de MASLD, disminuyendo su expresion con el
tratamiento con CDPs. Ambos genes mostraron diferencias significativas entre el
grupo MASLD vy los demas grupos; tanto los CTRL como el grupo MASDL+CDPs
(Fig. 24-A).

En el caso de la expresion de los genes relacionados a la inflamacién se observé el
mismo comportamiento, encontrando en el grupo de animales con MASLD los
valores mas altos para la expresion de NFkB e IL-6. El tratamiento con CDPs
disminuyo la expresion de estos marcadores de inflamacion a pesar de que las ratas

tratadas siguieron siendo alimentadas con una dieta obesogénica (Fig. 24-B).
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Figura. 24. Fibrosis e inflamacion. A) Genes relacionados a fibrosis y muerte celular. TGF-8:
Factor de crecimiento transformante 3. El grupo MASLD muestra los niveles mas altos en la
expresion de marcadores de fibrosis y muerte celular, indicando una disminucién en la expresion
de estos ante el tratamiento con CDPs. B) Genes relacionados a inflamacion. IL-6: interleucina
6. NFkB: factor nuclear kB. Expresion relativa tomando como gen constitutivo 18s. Se realizé
analisis de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan
con letras distintas (P <0.05). n=4.
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6.10 Efecto de los CDPs de PAOL sobre la funcionalidad del higado en ratas
con MASLD

Con el objetivo de determinar si los hallazgos encontrados corresponden con una
mejora en el funcionamiento hepatico, se realizé la cuantificacion de albumina en
suero, la cual es considerado un marcador estandar de este parametro. Los niveles
cuantificados mas bajos para las ratas pertenecientes al grupo MASLD, mientras
que el grupo de animales MASLD+CDPs mostro niveles similares a los grupos
CTRL. (Fig. 25).

Albumina (g/dL)

T T T ¥
CTRL CTRL+CDP MASLD MASLD+CDP

Figura. 25. Albumina sérica. Los niveles de albumina sérica se ven disminuidos en el grupo
MASLD, los grupos CTRL y el grupo MASLD+CDPs no muestran diferencias entre ellos. Se
realizé analisis de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se
presentan con letras distintas (P <0.05). n=6.

6.11 Efecto de los CDPs de PAO1 sobre la histopatologia del higado en ratas
con MASLD

Con la finalidad de determinar si la administracion de CDPs disminuye los
marcadores histolégicos asociados a MASLD se realiz6 la tincion hematoxilina y
eosina en cortes de higado. El analisis histopatoldégico mostro que el grupo MASLD

sin tratamiento presento una mayor cantidad de focos de inflamacion (Fig. 28-A) en
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comparaciéon con los otros grupos. Una caracteristica comun encontrada a nivel
histologico de la esteatosis hepatica es la presencia de gotas lipidicas, por lo que
se realizé un conteo con ayuda del software Imagend y se midi6 el diametro de la
gota mas grande y la mas pequefa de las diferentes fotografias tomadas de cada
uno de los integrantes de los animales con MASLD (tratados y no tratados con
CDPs); este analisis no se realiz6 para los grupos CTRL al no contener una cantidad
de gotas lipidicas observable y cuantificable; de igual forma en estos grupos no se
pudo obtener una puntuacion NAS al presentar una ausencia de la enfermedad
MASLD y por lo tanto no presentar las caracteristicas histopatoldgicas

representativas de esta.

El conteo de las gotas lipidicas indico que estas fueron mas abundantes en el grupo
MASLD en comparacion con el grupo MASDL+CDPs (Fig. 26-A y 28-B). En cuanto
al tamafo de las gotas, el grupo MASLD presento gotas de mayor tamafo, una
caracteristica representativa de la esteatosis hepatica macrovesicular; por otra
parte, el grupo MASLD que fue tratado con CDPs presento un menor diametro en
sus gotas lipidicas, una caracteristica representativa de la esteatosis microvesicular
(Fig. 26-B).
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Figura. 26. Niomero y tamafo de las gotas lipidicas. A) Numero de gotas lipidicas. B)
Diametro en ym de la gota mas grande y mas pequefia. Andlisis realizado en el software
Imagend, en fotografias tomadas a 10x. n=5
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El analisis de la puntuacion NAS, en la cual se evaluaron tres caracteristicas: focos
de inflamacion, balonamiento y esteatosis; indic6 una mayor puntuacion para el
grupo de animales con MASLD en comparacion al grupo que fue tratado con CDPs
(Fig. 27-A).

A)
3_
Inflamacion
6 Baloneamiento
Esteatosis

Puntuacion NAS
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Figura. 27. Puntuacion NAS. La puntuacién NAS para el grupo MASLD se encuentra entre los
6 y 8 puntos mientras que para el grupo MASLD+CDPs en los 4 puntos. Lo que indica una menor
puntuacion para el grupo que recibié el tratamiento con CDPs.

Para realizar la evaluacion de la fibrosis hepatica se realizo la tincion tricromica de
Masson en la cual se tifien las fibras de colageno (visibles en color azul) que son
caracteristicas del estado de fibrosis. El analisis histopatologico indico una mayor
cantidad de fibras de colageno para el grupo de animales con MASLD, en
comparacion con el grupo que recibié el tratamiento con CDPs y los grupos CTRL.
Se puede observar que la acumulacion de matriz extracelular comienza en la vena
central y se extiende por los sinusoides a lo largo de la estructura hepatica;
mostrando una mayor conglomeracién de fibras de colageno en estas zonas (Fig.
29-A).

En los grupos CTRL unicamente se puedo observar una pequefia cantidad de fibras
de colageno que presentes en el borde de la vena central y se encuentra delimitado

sin extenderse por medio de los sinusoides (Fig. 29-B).
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MASLD + CDPs
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Figura. 28. Cortes histol6gicos hematoxilina y eosina. Fotografias representativas tomadas
en microscopio optico invertido A) 20x B) 10x.
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MASLD + CDPs

Figura. 29. Cortes histolégicos tricromica de Masson. Fotografias representativas tomadas
en microscopio 6ptico invertido a 20x.
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7. Discusion

La MASLD es la enfermedad hepatica cronica mas comun en el mundo. En México
son pocos los estudios de prevalencia, los cuales tienen muchas limitantes al no
encontrarse actualizados y mostrando resultados discordantes al tratarse de
poblaciones seleccionadas lo cual representa sesgo; a pesar de ello, se estima que
en 2023 al menos el 41.3% de la poblacion adulta (mayores de 20 afios) la padece
(Bernal-Reyes et al., 2023). MASLD es una enfermedad altamente relacionada con
trastornos metabdlicos siendo pocos los pacientes que presentan defectos
genéticos evidentes, por esta razon, los modelos dietéticos de MASLD son
relevantes para modelar la enfermedad humana en animales de experimentacion
(Martin-Grau et al., 2022). La obesidad inducida por la dieta es el factor de riesgo
mas comun para el desarrollo de MASLD, por lo que el uso de modelos dietéticos

puede imitar el origen y progresion de la enfermedad (Carreres et al., 2021).

En el presente proyecto se utilizé la alimentacion cronica de una dieta obesogénica
(alta en grasas y carbohidratos) para generar el modelo de MASLD. Siendo
importante destacar que, de acuerdo con la historia natural y patogenia de MASLD
no existe un modelo ideal; el progreso de la esteatosis simple a fibrosis puede durar
anos y solo un porcentaje de los pacientes lo desarrollan; es por ello que los
modelos de esteatohepatitis no reflejan este aspecto, teniendo en cuenta el tiempo
de vida corto de las ratas. Desde este panorama, los modelos de sobre nutricion
cronica con progresion espontanea de esteatosis a esteatohepatitis pueden ser los

mas validos (Kucera et al., 2014).

Las ratas utilizadas en el proyecto fueron recibidas posterior al destete de 6
semanas de edad, a partir de su llegada permanecieron en un periodo de
aclimatacion durante una semana. Posteriormente fueron divididas en dos grandes
grupos de los cuales, uno fue alimentado con una dieta regular Chow Purina y otro
con una dieta obesogénica durante 45 semanas con la finalidad de desarrollar
MASLD (en etapa de fibrosis). En la semana 46 fueron distribuidas al azar en cuatro
grupos, con la continuacion de las dietas anteriormente seleccionadas; para esta

etapa las ratas tenian 11 meses de edad. Dos de los grupos fueron administradas
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con ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 durante 10 semanas a una
concentracion de 5 mg/kg cada 3 dias por via intraperitoneal. En la semana 55 del
experimento y con 15 meses de edad se realizo la eutanasia de las ratas por medio
de la administracion de pentobarbital sédico a dosis letal. Considerando que la vida
promedio de la rata de laboratorio es de 2.5 a 3.5 afnos, estas se encontraban en un
periodo de adultez media, equivalente a 35-55 afios humanos de acuerdo con
Ghasemi y colaboradores; siendo esta la edad con mas prevalencia de la
enfermedad (Ortega et al., 2020).

Las ratas administradas con una dieta alta en grasas desarrollan esteatosis después
de 6 a 12 semanas; este tipo de modelo provoca un fenotipo similar a la enfermedad
humana caracterizada por la obesidad. Con este modelo se puede desarrollar
fibrosis después de una exposicion prolongada a la dieta de 36 a 50 semanas de

administracién segun lo reportado por Van Herck y colaboradores en 2017.

El monitoreo de la ganancia de peso corporal es un factor importante a considerar
debido a que existen estudios que demuestran que una pérdida de peso mayor al
7% logra mejorar el estado de la enfermedad con una disminucién del puntaje NAS
(Carreres et al., 2021). El grupo de animales del grupo MASLD+CDPs mostroé una
pérdida de peso desde el inicio del tratamiento, indicando pérdidas que fueron de
los 2 a 4 gramos por semana por rata; por otro lado, el grupo MASLD continto
ganando de 1 a 4 gramos semanales de peso, lo que nos indican que la tendencia
del modelo en cuanto a su ganancia de peso es de forma continua al alza, ya que
no se encontraron periodos de pérdida de peso en los animales que no recibieron
tratamiento con ciclodipéptidos. Los grupos alimentados con una dieta regular
mostraron una tendencia a permanecer dentro del mismo rango de peso, con ligeras

pérdidas y ganancia de peso que no fueron significativas.

El monitoreo del consumo de alimento indico que los grupos MASLD tuvieron un
menor consumo de alimento por rata. Este es un fenédmeno que se ha observado
en otros trabajos previos (Figueroa-Guzman et al., 2022). El grupo MASLD que fue
tratado con ciclodipéptidos, mostro un aumento en el consumo de alimento respecto

al grupo MASLD, lo que nos indica que la pérdida de peso no se debe a la inhibicién

93



del apetito por parte del tratamiento; esto coincide con lo anteriormente reportado
por Figueroa-Guzman y colaboradores, quienes indicaron que el tratamiento con
CDPs en ratas obesas disminuia la ganancia de peso sin inhibir el apetito (Figueroa-
Guzman et al., 2022).

La circunferencia abdominal es un parametro fuertemente relacionado con la
resistencia a la insulina, debido a que existe un aumento en la produccion de
citocinas pro inflamatorias por parte del tejido adiposo visceral; es por ello que este
parametro es de suma importancia para identificar problemas metabdlicos (Grundy,
2013). ElI grupo MASLD+CDPs mostré una diminucién en su circunferencia
abdominal en comparacién con el grupo MASLD, siendo indicativo de una mejora

en el estado metabdlico de los animales bajo tratamiento.

Estudios en humanos han demostrado que la obesidad en la adultez mediana (40-
60 anos) puede acortar la esperanza de vida de 4 a 7 afnos (Uranga & Keller, 2019).
De igual forma también se ha documentado que los pacientes diagnosticados con
MASLD tienen una esperanza de vida inferior a la de la poblacién general (Shang
et al., 2022). Durante el periodo de 55 semanas de la administracion de la dieta
obesogénica (45 semanas de inducciéon de MASLD+ 10 semanas de tratamiento)
en el grupo MASLD se registré la muerte subita de dos individuos, el primero en la
semana cuatro del tratamiento (semana 49 de consumo de dieta obesogénica), y el
segundo en la semana siete (semana 52 de consumo de dieta obesogénica). Al
momento de realizar la diseccion de los animales no se encontraron anomalias
aparentes. En 2021, Rustin y colaboradores realizaron un estudio en el cual
alimentaban a ratas con una dieta alta en grasa por varios dias para de esta forma
registrar el indice de mortalidad y causas de muerte; ellos reportan que la primera
rata muridé a los 60 dias por un aumento en el estado de inflamacion del tejido
cardiaco y lesidén en el mismo; remarcando la fuerte relaciéon que existe entre una
alimentacién con una dieta alta en grasas y el infarto al miocardio de forma mas
recurrente (Rustin et al., 2021). Un metaanalisis exhaustivo de 34.043 personas con
MASLD monitoreadas durante un periodo de 6.9 afnos demostré que la MASLD

conferia un riesgo del 64% mayor de desarrollar enfermedades cardiovasculares
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(ECV) (Targher et al., 2016). La asociacién entre MASLD y EVC parece depender
de la gravedad de la enfermedad hepatica, y algunos estudios sugieren que la

asociacion positiva puede limitarse a los pacientes con fibrosis avanzada (Ekstedt
et al., 2015).

Relacionado a lo anterior también resulta importante destacar que a la semana 55
de consumo de dieta obesogénica, momento de la eutanasia de las ratas se pesaron
y fotografiaron diversos 6rganos, entre los cuales se puede destacar la presencia
de una zona oscurecida en un corazén de una rata perteneciente al grupo MASLD
la cual se identific6 como tejido dafiado a causa de un infarto (fig. 18B). A diferencia
de lo observado en los animales con MASLD, en el grupo MASLD que recibid
administraciones de CDPs no se observaron descensos, ni alteraciones aparentes

en tamano y morfologia de los 6rganos analizados.

Investigaciones en modelos murinos han evidenciado el papel que juega la
resistencia a la insulina en el desarrollo y progresién de MASLD. En estos estudios,
se ha observado que tanto la diabetes como la obesidad no solo aceleran la
progresion de la enfermedad, sino que también agravan la fibrosis y la inflamacion,
lo que indica una relacion directa entre el origen y la evolucion de la enfermedad.
Sin embargo, aun se debate si la resistencia a la insulina es una causa o una

consecuencia de la misma (Hebbard & George 2011).

La resistencia a la insulina es un factor relevante de la etiologia de MASLD; el cual
provoca una lipdlisis alterada por parte del tejido adiposo y un aumento de acidos
grasos libres que termina acumulandose de forma ectdpica; ademas de un aumento
en las tasas de gluconeogénesis hepatica y lipogénesis. Debido a lo anterior se
realizaron pruebas de tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina antes del
tratamiento en la semana 0, durante el tratamiento en la semana 5 y posterior al
tratamiento en la semana 10; los resultados fueron analizados por grupo, con el
objetivo de poder comparar el estado general de los individuos de cada grupo antes

del tratamiento, durante y después para un mejor analisis de los datos.
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La prueba de tolerancia a la glucosa refleja la rapidez con la que la glucosa es
eliminada de la sangre, teniendo en cuenta su tasa de absorcion en los tejidos. Las
alteraciones mas caracteristicas que pueden observarse en la diabetes es el
aumento de los indices de glucemia en ayunas y un retraso en el retorno a la

normalidad en la muestra de dos horas (James et al., 2013).

La prueba de tolerancia a la glucosa, deben de evaluarse tomando en cuenta el
area bajo la curva (AUC) de los indices basales de glucosa para de esta forma poder
determinar la sensibilidad a la insulina periférica. En este caso, el unico grupo que
mostro diferencias a través del tiempo fueron los animales del grupo MASLD+CDPs,
quienes presentaban una disminucion significativa en el AUC antes del tratamiento
en comparacion con los valores de AUC durante el tratamiento y posterior al
tratamiento; esto parece indicar una mejora en la tolerancia a la glucosa resultado
del tratamiento con CDPs, la cual tiene un efecto a partir de las 5 semanas vy

permanece en el tiempo hasta la semana 10.

La tolerancia a la insulina nos indica que el grupo MASLD+CDPs disminuyd su
resistencia a la insulina a partir de la semana 5 con el tratamiento con CDPs, efecto
que permanecio hasta la semana 10. Se sabe desde hace tiempo que la mayoria
de las personas pueden contrarrestar la disminucion de la sensibilidad a la insulina
aumentando la secrecion de insulina y la funcién de las células 3 pancreaticas, pero
esto no es sostenible por periodos largos de tiempo y el resultado es una
disminucién en la funcion de las células B y un aumento progresivo de la
hiperglucemia (Pacini et al., 2013). El grupo CTRL+CDPs también mostro una
disminucion en su AUC ante el tratamiento CDPs, lo que parece indicar que el efecto
hipoglucemiante de los CDPs no se limita unicamente a individuos que presentan
alteraciones metabdlicas; sin embargo, en sujetos sanos no se podria llegar a un
estado de hipoglucemia debido a que existen diversos mecanismos compensatorios

que llevaria a regular los niveles de glucosa en sangre.

La evidencia indica que la via de fosfoinositida-3-fosfato quinasa PI3K/Akt es clave
en mediar los efectos de la insulina sobre el metabolismo anabdlico en los

organismos. Un objetivo importante de Akt es mTORCH1, al cual activa mediante la
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inhibicion de TCS una proteina que inhibe la localizacion y activaciéon de mTORCA1
en el lisosoma mediante la inhibicién de Rheb. Tras la activacion de mTORC1 la
célula cambia de un estado catabdlico a uno anabdlico y proliferativo en el que la
sintesis de proteinas, lipidos y acidos nucleicos aumenta de forma considerable
(Santoleri & Titchenell, 2019). La expresion de Akt no se afecté por la administracion
de la dieta obesogénica y la generacién de MASLD; sin embargo, los niveles mas
altos de expresidon para mTOR estuvieron presentes en el grupo MASLD, el grupo
que recibio tratamiento con ciclodipéptidos mostro una disminucion significativa en
sus niveles de expresién que incluso llegan a ser similares a los grupos CTRL. De
forma general, TSC1/2 mostraron de igual manera un aumento significativo en sus

niveles de expresion en comparacion con los otros grupos.

FoxO1 es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes involucrados
en la produccion de glucosa en el higado y la respuesta al estrés celular. En
condiciones de ayuno o baja insulina, FoxO1 es activo y promueve la
gluconeogénesis (produccién de glucosa) y la expresion de genes que participan en
la resistencia al estrés oxidativo. Posterior a la union de la insulina con su receptor,
Akt es activado y este fosforila a FoxO1 resultando en su traslocacién del nucleo al
citoplasma suprimiendo sus efectos en la expresion de genes (Liu et al., 2019).
FoxO1 mostro los niveles mas altos de expresion en los higados de los animales
del grupo MASLD, mientras que el grupo MASLD+CDPs presento una disminucion
en la expresion de FoxO1 llegando incluso a valores similares a los grupos CTRL.
En estado de resistencia a la insulina se ha reportado que la actividad de FoxO1 se
ve aumentada, lo que conlleva a una produccion excesiva de glucosa y al mismo
tiempo un aumento en la sefializacion de Akt, con alteraciones en la expresion de
PPARa lo cual aumenta la sintesis de triacilglicéridos y suprime la oxidacion de
acidos grasos (Matsumoto et al., 2006). Un dato que en conjunto coincide a lo
también reportado en este trabajo para marcadores de oxidaciéon y sintesis de

triacilglicéridos.
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De igual forma, en diversos estudios se ha demostrado que la interrupcion de FoxO1
en el higado restaura la tolerancia a la glucosa y la capacidad de la insulina para

suprimir la produccion de glucosa hepatica (O-Sullivan et al., 2015).

Estudios recientes han defendido la hipotesis de la "diafonia multiple", destacando
que la esteatosis hepatica relacionada con la obesidad puede ser el resultado de
una "diafonia" desregulada entre multiples 6érganos extrahepaticos y el higado en la
obesidad (Wang et al., 2023). Por lo que la MASLD no se encuentra limitada
unicamente al higado, es una enfermedad donde existe la interaccion con otros

organos.

El bazo es el 6rgano linfoide mas grande del cuerpo; se ha demostrado que la
inflamacion inducida por una dieta obesogénica causa cambios en la funcién y
morfologia del bazo, los cuales se relacionan con la patogénesis de diabetes,
enfermedades cardiovasculares y renales asociadas a la obesidad, por lo tanto, las
modificaciones terapéuticas que mantienen la morfologia normal del bazo podrian
ser beneficiosas para otras enfermedades asociadas a largo plazo (Buchan et al.,
2018). Al momento de realizar la eutanasia de las ratas de extrajeron los bazos y se
pesaron sin encontrar diferencias significativas entre ninguno de los grupos; sin
embargo, cabe mencionar que este fue el unico parametro evaluado por lo que, para

conocer mas a fondo si existe algun tipo de dafo se requeriria de mas pruebas.

Por su parte los rifiones también fueron extraidos y pesados, sin mostrar diferencias
significativas entre grupos. En general, cualquier persona puede llegar a desarrollar
enfermedad renal crdnica, sin embargo, personas con obesidad, diabetes, presiéon
arterial alta o predisposicion genética tienen un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades renales. Aunque la historia natural y el espectro clinico de la
enfermedad renal cronica relaciona a la obesidad aun sigue siendo desconocido, se
ha reportado que si existe una relacion entre estos dos padecimientos (Prasad et
al., 2022).

Esta bien documentada la relacion entre la esteatosis hepatica y el peso del higado
(Gabor et al., 2020). Los higados de las ratas MASLD que recibieron el tratamiento

con CDPs fueron significativamente mas ligeros que los de las ratas MASLD; por
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otra parte, al momento de extraer los higados fueron fotografiados y puede
observarse que los grupos CTRL tienen higados de un color mas oscuro, con
superficies lisas y uniformes, en contraste con los del grupo MASLD que tienen
zonas de tonos mas claros sin un color uniforme; destacando también que, uno de
ellos presentaba una zona oscurecida en el I6bulo medial derecho, un posible
indicativo de una zona fibrética; y los higados de las ratas que pertenecen al grupo

MASLD+CDPs lucen mas similares a las ratas sanas.

La patogénesis de varias enfermedades cronicas entre ellas MASLD, esta
relacionada con el estrés oxidativo. De forma general existen tres estrategias para
medir el estrés oxidativo: 1.-cuantificacién directa de los niveles de especies
reactivas, 2.- medicidén del dafio oxidativo a biomoléculas y 3.- evaluacion del estado
antioxidante. La deteccion directa de los niveles de especies reactivas de oxigeno
resulta complicada debido a la vida corta de estas moléculas y a su rapida
reactividad con otros componentes, es por ello que las otras dos estrategias son las
mas comunes en la investigacién (Chen et al., 2020). En el presente trabajo se
evaluo el sistema antioxidante glutation, la expresion génica del regulador maestro
de la respuesta antioxidante Nrf2, asi como GCLC y GPX. Por ultimo, se evaluo la

peroxidacion lipidica producto del dafio oxidativo.

Los principales productos de la peroxidacion lipidica son los hidroperoxidos lipidicos
y diversos aldehidos que pueden formarse en reacciones secundarias, entre ellos
el malondialdehido (MDA) es el producto mas mutagénico y ha sido utilizado
ampliamente como un biomarcador de peroxidacion lipidica, siendo el mas popular
y fiable para determinar el estrés oxidativo en estudios clinicos. El MDA es capaz
de reaccionar con el acido tiobarbiturico (TBA); siendo esta la base para la prueba
de “sustancias que reaccionan con acido tiobarbiturico” (TBARS) produciendo un
cambio de color a rojo intenso que permite ser cuantificable (Ayala et al. 2014). El
analisis de TBARS en higado indico un aumento en el grupo MASLD en
comparacion a los demas grupos; observacién que ha sido anteriormente reportada
como una consecuencia de MASLD (Koliaki et al., 2015). El grupo MASLD+CDPs
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presento una disminucion en las TBARS en comparacion al grupo sin tratamiento.

Estos datos indican un menor dafio oxidativo en respuesta al tratamiento con CDPs.

A lo largo del tiempo se ha demostrado que las células son capaces de adaptarse
en situaciones de estrés fisioldgico y estimulos patégenos generando respuestas
que les permitan alcanzar nuevos estados de equilibrio para poder sobrevivir, y para
lograrlo deben alterar sus perfiles de expresion génica. En el presente proyecto se
observo que la expresion de Nrf2 asi como otros genes relacionados con respuestas
antioxidantes como GPX1 y GCLC aumentaron su expresion en los higados de
animales con MASLD. Este comportamiento se podria asociar a una respuesta
adaptativa al estrés oxidativo. Anteriormente se ha reportado que ante una fuente
de estrés oxidativo cronica y repetitiva la célula tiene la capacidad de adaptarse a
las necesidades fisiologicas para mantener el estado redox. Este mecanismo
adaptativo previamente se habia documentado en un estudio realizado por Sun y
colaboradores en 2020, donde se registré un aumento en los niveles de la proteina
Nfr2, asi como la consiguiente elevacién de ARNm en genes diana como SOD y
GPX en tejido adiposo blanco de ratones alimentados con una dieta alta en grasas

durante 16 semanas (Sun et al., 2020).

En el afo 2011 se realizé un estudio con ratones knockout para Nrf2 en el cual los
animales eran alimentados con una dieta alta en grasas a largo plazo (180 dias).
Los resultados del estudio indicaron que la delecién de Nrf2 protege parcialmente
contra la obesidad; ademas de que los ratones mostraron una mayor tolerancia a la
glucosa y sensibilidad a la insulina que los de la cepa silvestre. Al presentarse un
desacelero en la ganancia de peso; los autores sugirieron que, al haber un aumento
en los niveles de estrés oxidativo en tejidos, podria haber un aumento de la
biogénesis mitocondrial y activacion de proteinas desacoplantes en las mitocondrias
conduciendo a termogénesis (Chartoumpekis et al., 2011). En el mismo estudio
realizado por Chartoumpekis y colaboradores se reporté que la exposicion de los
ratones a una dieta alta en grasas de forma créonica aumenta hasta en un 50% la
expresion de Nrf2 en higado y hasta 14 veces mas en tejido adiposo blanco en

comparacion con ratones que son alimentados con una dieta regular. Este mismo
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comportamiento se puedo observar en los grupos MASLD, con y sin tratamiento con
CDPs resultado de la alimentacién crénica (65 semanas) de una dieta obesogénica.
Santa-Gonzalez y Camargo en el afio 2016 realizaron un estudio en el cual utilizaron
la linea celular mioblastoide C2C12 a la cual le afadian de forma repetida un
tratamiento prooxidante basado en glucosa oxidasa. Los resultados que obtuvieron
fue que ante la exposicion cronica de este estimulo prooxidante las células
alcanzaron un estado de adaptacion que implicé cambios morfolégicos, funcionales
y de expresidon génica intentado asi recuperar la homeostasis y reducir el estrés

celular (Santa-Gonzalez & Camargo, 2016).

Sin embargo, a pesar de que el sistema antioxidante glutation y el regulador de la
respuesta antioxidante Nrf2 se encuentren elevados en el grupo MASLD, no se
observo una disminucién en la peroxidacion lipidica. Contrario a lo observado en el
grupo MASLD+CDPs el cual disminuyo de manera significativa su concentracion de
TBARS, indicando que a pesar de que los hepatocitos han logrado activar diversos
mecanismos compensatorios al estado prooxidante originado por la obesidad y el
consumo cronico de la dieta obesogénica su respuesta antioxidante no es efectiva

para lograr disminuir el aumento de la peroxidacion lipidica.

Lambert y colaboradores en 2014 publicaron un estudio, el cual indicaba ser la
primera confirmacion directa de la lipogénesis de novo en la etiologia de MASLD.
En este estudio analizaron a pacientes con sindrome metabdlico y niveles alterados
de transaminasas, también identificaron utilizando espectroscopia de resonancia
magnética a aquellos que tenian esteatosis hepatica. Reportando que los pacientes
con altos niveles de triacilglicéridos intrahepaticos tenian tasas de mas de 3 veces
mayores de lipogénesis de novo. Sugiriendo que la lipogénesis de novo podria ser

un objetivo terapéutico para MASLD (Lambert et al., 2014).

La proteina de union a elementos reguladores de esteroles (SREBP-1C) regula la
transcripcion de genes como la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la acido graso
sintasa (FAS), dos enzimas cruciales en la lipogénesis de novo y la sintesis de
triacilglicéridos (Li et al.,2023). En analisis del presente proyecto revelé un aumento

en la expresion de SREBP-1C en el grupo MASLD; observacion reportada desde
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hace mas de dos décadas, donde SREBP-1C se encontraba en niveles elevados
en higados de ratones genéticamente obesos. Desde entonces se proponia que el
aumento en la proteina SREBP-1C daba como resultado la activacion
transcripcional de genes responsables de la lipogénesis de novo resultando en la
contribucion al fenotipo de esteatosis hepatica observada en estos ratones (lichiro
et al., 1999).

El modelo de MASLD aqui evaluado también presento un estado de resistencia a la
insulina; diversos estudios han demostrado que pacientes obesos con MASLD
presentan un aumento de palmitato, producto final de la lipogénesis de novo en
comparacion con personas de peso normal, indicando que en condiciones de
resistencia a la insulina la lipogénesis de novo se encuentra aumentada (Pettinelli
et al., 2011). La contribucion de la lipogénesis de novo a la produccion hepatica de
triacilglicéridos en individuos sanos representa el 5% aproximadamente de los
cuales son incorporados a las vLDL que son secretadas; por el contrario, la
contribucion de la lipogénesis de novo en pacientes con MASLD es del 25%
(Gluchowski et al., 2017).

Las evaluaciones hechas indicaron que ACC1 también se encuentra elevado de
forma significativa en el grupo MASLD. ACC1 cataliza la conversion de Acetil-CoA
a Malonil-CoA, el primer paso de la sintesis de acidos grasos (Li et al.,2023). Estos
datos indican que el modelo de MASLD evaluado presento un aumento en la tasa
de lipogénesis de novo en comparacion con su contraparte alimentado con una dieta

regular; caracteristica distintiva de pacientes con MASLD (Lambert et al., 2014).

En el grupo MASLD que fue tratado con ciclodipéptidos, se observé una disminucion
en la expresion de ambos genes evaluados, tanto SREBP-1C como uno de sus
objetivos ACC1; lo cual se traduce en la disminucion de la lipogénesis de novo. En
un estudio en el cual se administraba un inhibidor alostérico de ACC1 a ratas
alimentadas con una dieta con alto contenido de fructosa observaron que estas

disminuian en un 20% la lipogénesis de novo hepatica (Goedeke et al., 2018).
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La ACC1 recientemente ha atraido la atencién de la investigacion como un objetivo
para tratar MASLD (Huanyi et al., 2023). El tratamiento con ciclodipéptidos al

disminuir su expresidén generaria una mejora al estado de MASLD.

La ACC1 también disminuyo su expresion en las ratas CTRL+ CDPs, por lo que el
efecto especifico en este gen parece no discriminar. Estudios en ratones knockout
para ACC1 especificos de higado han revelado que hay un aumento de acetil-CoA,
conduciendo a la elevacion en la acetilacion de histonas y alterando la regulacion
transcripcional (Galdieri & Vancura, 2012). Por lo que, la disminucion de la
expresion de ACC1 en las ratas CTRL+CDPs podria traer efectos adversos aun

desconocidos.

La inflamacion en higado es una parte fundamental en la respuesta de curacion del
dafio hepatico; sin embargo, cuando se vuelve crénica da origen a la
esteatohepatitis, y el proceso de regeneracién se puede tornar en un estado de

fibrosis que afecta la funcionalidad e integridad del higado.

El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células  activadas
(NF-kB) es un regulador maestro de la inflamacion que se encuentra activo en
practicamente todas las enfermedades hepaticas crénicas (Luedde & Schwabe,
2011). En este trabajo reportamos que los niveles en la expresion de NF-kB se
encontraron elevados en el grupo MASLD. La induccion de NF-kB en respuesta al
estrés asociado al exceso de nutrientes es algo previamente reportado en diversos
estudios. Las demandas metabdlicas pueden inducir la muerte celular del hepatocito
generando una senal proinflamatoria con la activacion de NF-kB. Es por esto que el
bloqueo de la accion de mediadores inflamatorias es actualmente un enfoque

terapéutico muy atractivo (Baker et al., 2011).

Los niveles de expresion de NF-kB. del grupo MASLD+CDPs mostraron una
disminucién estadisticamente significativa en relacién al grupo que no recibié

tratamiento; siendo muy similar al grupo CTRL.

Es bien conocido el efecto proinflamatorio de la IL-6 la cual es secretada

principalmente por macréfagos, promoviendo la lesion hepatocelular y la fibrosis
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hepatica, ademas de que también puede inhibir la via de sefalizacién de la insulina.
Es por ello que los niveles de IL-6 se considera un marcador fiable para describir el
riesgo de MASLD (Duan et al., 2022). En nuestros experimentos los niveles de IL-6
se encontraron elevados en el grupo MASLD, mientras que el grupo que fue tratado
con ciclodipéptidos mostré una disminucion de su expresion a pesar de continuar
ante el estrés de la alimentacion con una dieta obesogénica. Por otra parte, en los
grupos CTRL y CTRL+CDPs no se observaron
diferencias entre ellos y sus niveles son significativamente mas bajos en

comparacion a los grupos MASLD.

El receptor activado por proliferadores peroxisomales alfa (PPARa) abunda en
higado (Todisco et al., 2022). Los acidos grasos que son absorbidos por el
hepatocito se reesterifican o activan a PPARa para inducir la B-oxidacién
mitocondrial y peroxisomal. Los niveles de PPARa aumentan en pacientes con
MASLD vy su eliminacién conduce a un empeoramiento del estado de la enfermedad
lo que refleja un mecanismo compensatorio contra la afluencia excesiva de acidos

grasos (Keles et al., 2023).

En 2010 se realizd un estudio en el cual utilizaban un modelo knock out para Acox1
en ratones, en los cuales observaron que varios de los genes diana de PPARa eran
regulados positivamente, implicando una hiperactivacion sostenida de PPARa
causada por sustratos que no se metabolizaron en ausencia de Acox1 y funcionan
como ligandos para PPARa. Destacando el hecho de que la esteatosis hepatica
desarrollada en ratones Acox1 depende de PPARa (Vluggens et al., 2010). Por otro
lado también, ya se ha comprobado que los ratones que carecen de Acox1

desarrollan esteatohepatitis grave (Chun-Yang et al., 1996).

Se ha reportado que pacientes con adrenoleucodistrofia una enfermedad
neurodegenerativa inflamatoria poco comun causada por la deficiencia de Acox1
presentan hepatomegalia debido al deterioro de la B-oxidacion de los acidos grasos
de cadena muy larga en los peroxisomas. Al igual que los ratones con deficiencia

de Acox1 y mutaciones en el gen exhiben esteatosis y esteatohepatitis, e incluso
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pueden llegar a desarrollar cancer hepatocelular en el transcurso de un afio (Meyer
et al., 2002).

Moreno-Fernandez y su equipo de trabajo en 2018 se propusieron estudiar el papel
de Acox1 en la regulacion de la respuesta inflamatoria no reportado anteriormente;
indicando que la deficiencia de Acox1 junto con el estrés de la dieta obesogénica,
conllevan a un aumento de citocinas proinflamatorias como IL-6 e |IL-8, asi como la
progresion acelerada y exacerbada de MASLD vy la induccion de genes relacionado

a cancer hepatocelular (Moreno-Fernandez et al., 2018).

En este proyecto, se reporta que el grupo MASLD tiene los niveles mas altos en la
expresion de PPARa, pero, una disminucion en la expresion de Acox1.
Posiblemente esto sea resultado de una hiperactivacion de PPARa por la ausencia
de Acox1, que junto con los otros parametros evaluados se puede indicar que
fomenta la progresiéon de la enfermedad. Para el grupo MASLD+CDPs se muestra
una disminucién de PPARa con un aumento de Acox1, mostrando este mismo
comportamiento de regulacion negativa entre estos dos elementos. Por otra parte,
el grupo CTRL+CDPs mostro una disminuciéon en ambos parametros, lo cual podria
traer consecuencias aun desconocidas, sin embargo, no lo suficientemente daninas
ya que no se observaron afectaciones graves a nivel sistémico o en los demas

parametros evaluados en el tejido hepatico.

En cuanto a la absorcion de acidos grasos se midieron los niveles de expresion de
la translocasa CD36; la cual muestra los niveles mas altos para el grupo MASLD,
siendo significativamente mayor en comparacion de los demas grupos. Diversos
estudios han analizado el papel de la expresién de CD36 en higado y su relacion
con MASLD. Ya que se ha reportado que la expresion de CD36 aumenta en ratones
que son alimentados con una dieta alta en grasa. Esta observacion también ha sido
reportada en pacientes con MASLD (Cazanave & Gores, 2010; Debby et al., 2007).
En cuando al grupo MASLD+ CDPs se observo una diminucién en la expresion de
CD36, que incluso llego a ser igual a la de los grupos CTRL; esto nos indica que el
tratamiento con ciclodipéptidos logro disminuir la absorcion de acidos grasos por

parte del hepatocito a través de la modulacion de CD36.
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La administracion de CDPs en los animales con MASLD también provoco una
disminucién en la expresion de PSD3 en comparacion con el grupo que no recibio
tratamiento. En el afo de 2022, con el objetivo de identificar loci relacionados al
contenido de grasa hepatica, Mancina y colaboradores hicieron un estudio de
asociacion del genoma completo en participantes de diversas parte de Europa, en
el cual, reportaron que la disminucion en la expresion de PSD3 protege contra
MASLD en ratones alimentados con una dieta que induce esteatohepatitis, por lo
que se propone que PSD3 puede ser una futura opcion terapéutica para tratar esta

patologia (Manciana et al., 2022).

Esta bien reportado que una desregulacion en el metabolismo de lipidos en estado
de esteatosis se acompana de una sobreproduccion de vLDL, siendo una alteracion
metabdlica clave relacionada a obesidad y sindrome metabdlico (Fon & Rozman,
2011). En este trabajo se observd que la administracion de CDPs redujo la
exportacién de vLDL en los animales con MASLD. La expresion de MTTP y ApoB
se vieron aumentadas en el higado de los animales con MASLD, mostrando
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo alimentado con la dieta
regular. El tratamiento con CDPs disminuyo la expresion de estos dos genes en el
higado de las ratas con MASLD mostrando niveles similares al grupo CTRL. La
proteina microsomal de transferencia de triacilglicéridos desempefa un papel
importante en la sintesis de lipoproteinas que contienen apoB. Estudios indican que
para el ensamblaje y secrecion de lipoproteinas se requiere de niveles adecuados
de ApoB, MTTP y lipidos; por lo tanto, la reduccion de dos de estos factores puede

limitar la produccion de lipoproteinas en la célula (Gordon et al., 2000).

La disminucion en la expresion de ApoB se ha convertido en un objetivo clave en
terapias para reducir el colesterol LDL. Mutaciones en ApoB interrumpidas en el
extremo C-terminal muestran un fenotipo con una reduccién en la secrecion de vLDL
reduciendo los niveles en sangre de LDL, que a su vez confiere proteccion contra la
aterosclerosis (Petra et al., 2013). Se ha identificado recientemente una variante
rara de MTTP asociada a la forma hereditaria de MASLD. Estos pacientes muestran

una diminucion en la secrecion de lipoproteinas que contiene ApoB, lo cual provoca

106



un aumento en la acumulacion de lipidos, mayor estrés en los hepatocitos y
activacion de vias de sefalizacion proinflamatorias que incluyen a NF-kB. También,
estos pacientes presentan una mayor produccién de especies reactivas de oxigeno
(Grove et al., 2023).

En 2023, se reporté que RASAL2 es capaz de modular la exportacion de vLDL por
medio de la via PISBK/AKT/mTOR aumentando la transcripcion de MTTP (Ding et al.,
2023); sin embargo, los hallazgos aqui reportados indican que el tratamiento con
ciclodipéptidos provoco una disminucion en la expresion de RASAL2, pero también
una diminucion de MTTP y ApoB, por lo tanto, estos resultados resultan
contradictorios a lo que anteriormente se habia reportado respecto a RASALZ2.
Actualmente no se tienen mas antecedentes sobre la disminucion de RASALZ2 sin
un aumento de la exportacion de vLDL, siendo un area en la que aun se tendria que
hacer mas estudios al respecto sobre otros mecanismos que pudieran estar
implicados en este efecto. En los higados de los animales del grupo CTRL+CDPs
también se observd una disminucion de RASAL2 en comparacion al grupo CTRL,
indicando que los CDPs provocan de forma consistente una disminucion en la
expresion de RASAL2 en higado. Cabe sefalar que existen estudios en los cuales
se utilizan modelos con expresion a la baja de RASALZ2 en los cuales no se reportan

alteraciones que sean perjudiciales.

El aumento en la apoptosis de los hepatocitos es una manifestacion patoldgica
comun. El receptor Fas pertenece a la familia de receptores del factor de necrosis
tumoral (TNF) y esta presente en la mayoria de las células para facilitar la muerte
celular programada. El aumento de la expresion de Fas es una caracteristica comun
en las muestras de higado de pacientes con MASLD. En este trabajo se reporta un
aumento en la expresion de Fas en tejido hepatico de ratas pertenecientes al grupo
MASLD en comparacion con el CTRL. Este hallazgo coincide con el estudio
realizado por Li y su grupo de trabajo, quienes reportaron que los niveles en la
expresion de Fas y FasL en ratas con MASLD aumenta a lo largo del tiempo en que
padecen la enfermedad; e incluso proponen que los niveles de Fas pueden ser un

método para evaluar la gravedad de MASLD (Li et al., 2014). El grupo
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MASLD+CDPs muestra una disminucion significativa en la expresion de Fas;
indicando ser un marcador de la disminucion de la apoptosis, por lo tanto, una
mejoria al estado de MASLD.

El grupo CTRL+ CDPs mostré una disminucion significativa en la expresion de Fas
en comparacion con el grupo CTRL. En un estado fisioldgico, la apoptosis se
encuentra altamente regulada; y el numero de células que son eliminadas por
apoptosis es equivalente al numero de células que se generan por division celular.
Estudios en ratas han reportado que la disminucion en la expresion de Fas en
higado, corazén y pulmones no induce anomalias graves; siendo la principal
anomalia la presencia de esplenomegalia (Guicciardi & Gores, 2006). Sin embargo,
en este caso, no se reportd esplenomegalia en las ratas pertenecientes al grupo
CTRL+CDPs; por lo que si esta disminucion significativa en la expresion de Fas

tiene efectos adversos para este grupo es aun desconocido.

TGF- es un regulador del fenotipo y funcion de los fibroblastos; tras su estimulacién
estos se activan y experimentan una transicion fenotipica a miofibroblastos (células
efectoras clave en el estado fibrético); es por ello que se ha sugerido como un

importante marcador de estados fibroticos de MASLD (Biernacka et al., 2011).

Se han analizado posibles farmacos anti fibréticos por medio de su efecto en la
disminucién de TGF- (Sun et al., 2022). En un estudio con pacientes asociados a
factores de riesgo para MASLD, se encontré una relacion estrecha entre la
expresion de TGF-B y MASLD, con un patrén creciente a mayor grado de lesiéon
hepatica (Lambis et al., 2018).

El analisis de la expresion de TGF- en higado presento un aumento en sus niveles
para el grupo MASLD, demostrado un estado avanzado de MASLD con presencia
de fibrosis. Este dato es valioso para poder validar el modelo de MASLD aqui
evaluado, en el que la alimentacion con una dieta obesogénica durante 45 semanas
en ratas es capaz de generar MASLD en un estado fibrético. La expresion de TGF-
B disminuyo a niveles basales en el grupo MASLD con el tratamiento con
ciclodipéptidos, lo que indicaria una disminucién en la progresién de la enfermedad,
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donde a pesar de la alimentacion cronica con la dieta obesogénica no se llegé a

producir un estado mas avanzado de la enfermedad.

El TGF-B es secretado por células no parenquimatosas del higado normal, pero este
se encuentra en una forma inactiva, es por ello que el nivel constitutivo para TGF-3
esta presente en niveles considerables (Braczkowski et al., 2024). En cuanto a los
grupos CTRL y CTRL+CDPs se encontro en niveles basales e incluso, el grupo de

animales MASLD+CDPs muestra niveles hepaticos iguales en la expresion de TGF-

B.

El analisis histologico en biopsias de tejido hepatico tomadas del I6bulo medial
derecho tomando en cuenta la importancia de la estandarizacién de la ubicacion del
sitio de muestreo, a pesar de que estudios realizados en ratas indican una baja
variacion en las lecturas de biopsias tomadas de los diversos I6bulos; debido a que,
en forma general la MASLD se distribuye de forma homogénea por todo el érgano
(Jensen et al., 2020). Se realizaron dos tinciones; hematoxilina y eosina para
realizar el conteo y medicion de gotas lipidicas con ayuda del software ImagendJ,
ademas de que esta tincion permite identificar focos de inflamacion y alteraciones
en la morfologia celular. También se realizo la tincion tricromica de Masson la cual

se realiza para identificar zonas fibréticas.

El analisis de los cortes histolégicos tenidos con hematoxilina y eosina indica que
no hay anomalias en los higados de las ratas pertenecientes a los grupos CTRL y
CTRL+CDPs.

Mientras que la evaluacién de la presencia de gotas lipidicas en los higados de
animales enfermos, indicé que estas son mas abundantes y mas grandes para el
grupo MASLD que no recibié ningun tipo de tratamiento, el promedio del diametro
de las gotas mas grandes para este grupo se encuentra arriba de los 20 ym, siendo
una caracteristica de la esteatosis macrovesicular, en la cual el tamafo de las gotas
es tal que llega a desplazar el nucleo del hepatocito ocupando gran parte del
espacio en el citoplasma. El grupo MASLD+CDPs muestra un menor diametro en

sus gotas lipidicas, una caracteristica distintiva de la esteatosis microvesicular en la
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cual las gotas estan dispuestas en el citoplasma del hepatocito sin provocar

desplazamientos del nucleo del hepatocito.

En cuanto a la infiltracion de células del sistema inmunologico, estas
aglomeraciones fueron mas abundantes en el grupo MASLD. Estos focos de
inflamacion se encontraron principalmente en el espacio sinusoidal que va de la
vena central a la vena portal. En los grupos alimentados con dieta regular no se

encontrd esta caracteristica de esteatoatohepatitis.

La tincion tricromica de Masson permitid corroborar los datos que se encontraron
con la evaluacion de la expresion de TGF- el cual sugeria la presencia a de fibrosis
en el grupo MASLD. Las imagenes obtenidas indican la presencia de fibras de
colageno que van desde la vena central y se tribuyen en el sinusoides hepaticos,

indicando un estado de fibroético.

Los higados de las ratas alimentadas con una dieta regular tienen un aspecto
normal, sin ningun tipo de dafo aparente, esta observacion también es
caracteristica del grupo CTRL+ CDPs. En cuanto a los focos de inflamacion que se
pueden percibir en los analisis histolégicos, estos son mas abundantes en el grupo
OBS, que van desde la vena central hasta la vena porta. El grupo MASLD+ CDPs
en algunos casos llegé a presentar focos de inflamacion, pero menos abundantes.
En general, los hallazgos histopatologicos coinciden con los demas hallazgos aqui

reportados.

Finalmente, se llevd a cabo la evaluacion de la funcionalidad del higado. La
albumina es la proteina plasmatica mas abundante, siendo un importante indicador
de funcion hepatica por lo que se analizé la cantidad de albumina presente en suero.
El grupo MASLD presenté el nivel mas bajo de albumina en comparacion con los
otros grupos. Considerando los decesos que se presentaron en el grupo de
animales MASLD, resulta importante destacar que la concentracién de albumina
sérica es un factor importante para predecir la muerte asociada a MASLD, y es que,
la hipoalbuminemia es una caracteristica frecuente en pacientes con cirrosis
avanzada (D’Amico et al., 2006). Mientras que el grupo MASLD que fue tratado con

CDPs report6 niveles de albumina normales e incluso similares a los grupos CTRL.
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Esto nos habla de una mejora en la funcionalidad hepatica a pesar de la presencia
de la enfermedad. Un estudio de cohorte realizado en 2023 por Takahashi reveld
que los resultados clinicos de pacientes con MASLD podrian clasificarse segun el
nivel de albumina sérica al momento de realizar la biopsia hepatica, encontrando
una relacion entre los hallazgos histopatologicos y los niveles séricos de albumina.
Los niveles de albumina sérica se presentan como un parametro directo para poder
predecir el estadio de fibrosis, y posible progresion a cirrosis (Takahashi et al.,
2023). La disminucion de los niveles de albumina en suero del grupo MASLD nos

podrian indicar un estado mas avanzado.

En conjunto, el tratamiento con ciclodipéptidos no elimina a MASLD, pero si
disminuye su progresion. Las ratas tratadas con los CDPs mostraron una
disminucién en la ganancia de peso sin disminuir su apetito; una mejora en el estado
de resistencia a la insulina. Los analisis de la expresion relativa sugieren, una
disminucion de la lipogénesis de novo, la exportacion de vLDL, marcadores de
fibrosis e inflamacién; mientras que sugieren un aumento en la 8 oxidacion (Figura
30).
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7.1Mecanismo de accion propuesto del efecto de los CDPs en MASLD.
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Fig. 30. Efectos del tratamiento con CDPs en MASLD. El presente esquema representa el
posible mecanismo de accién de los CDPs sobre MASLD. Con fechas rojas se presentan los
hallazgos aqui reportados indicando altas o bajas segun el efecto que se presentd en el grupo
MASLD+CDPs en comparacion con el grupo MASLD. Con estrellas rojas se presenta los
hallazgos que concuerda con lo anteriormente reportado sobre el efecto de los CDPs.
Reportes previos indican que los CDPs tienen la capacidad de modular la via Akt/mTOR por
medio de la inhibicién de la fosforilacion de Akt en S473 y T389; el presente trabajo reportd
una disminucion en la expresién de elementos de esta via como fueron TSC1/TSC2 y mTOR,;
en conjunto esto lleva a una diminucién en la actividad de mTORC1 inhibiendo procesos
anabdlicos como es el caso de la lipogénesis de novo por medio de la disminucién de SREBP-
1C; dentro de esta via PSD3 promueve la hiperactivacion de mTORC1 por lo que la
disminucion en su expresion también llevaria a su inactivacién. Aunado a ello, se presenté la
activacién de procesos catabdlicos como la B-oxidacion reportada como un aumento de la
expresion de ACOX1. Previamente se ha reportado la modulacion de elemento de la via RAS
por parte de los CDPs, coincidiendo con los hallazgos presentados en este trabajo, en el que
se reporta una diminucién de elementos rio abajo como NfkB un modulador de la respuesta
inflamatoria; NRF2 regulador maestro de la respuesta antioxidante; y MTTP traducido en la
disminucién de la exportacion de vLDL. Por otra parte, la mejora en el estado de resistencia
a la insulina es resultado de la diminucion en la expresion de FoxO1.
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8. Conclusién

Los ciclodipéptidos de Pseudomonas aeruginosa PAO1 protegen contra la

progresion de la enfermedad esteatotica hepatica asociada a disfuncion metabdlica.
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Figura. 10. Fotografias representativas de ratas pertenecientes a cada uno de los grupos.
Para la determinacion de la dosis y via de administracion necesaria se realizaron pruebas en
siete grupos, con dosis de CDPs de 5 y 10 mg/kg y via de administracién oral (OR) e
intraperitoneal (IP). OBS: dieta obesogénica. DR: dieta regular.
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Figura. 32. Ganancia de masa, consumo de alimento y circunferencia abdominal. A) La
ganancia de masa corporal fue significativamente mayor en el grupo OBS en comparacién con
los grupos DR y los grupos OBS que recibieron tratamiento. B) No se mostraron diferencias
significativas en el consumo de alimento de los diferentes grupos. C) La circunferencia abdominal
fue mayor para el grupo OBS en comparacién con los demas grupos; indicando que los
tratamientos con mejores resultados fueron aquellos que se administraron por via IP. Se realizé
analisis de varianza ANOVA de una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan
con letras distintas (P <0.05). n=3.
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Figura. 33. Masa de 6rganos. A) La masa de bazo, rifiones y corazén no mostré diferencias
significativas entre los diferentes grupos. B) La masa del higado no mostré diferencias
significativas entre los grupos, pero si una tendencia mayor para el grupo OBS en comparacion
con los grupos que recibieron tratamiento con CDPs. Se realizé analisis de varianza ANOVA de
una via y prueba Tukey. Diferencias significativas se presentan con letras distintas (P <0.05).
n=3.
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Figura. 34. Prueba de resistencia a la insulina. A) Curva de resistencia a la insulina. B) Area
bajo la curva (AUC) obtenida a partir de la curva en la cual se muestran diferencias significativas
entre el grupo OBS y los grupos que recibieron el tratamiento con CDPs administrado por via IP,
indicando una mejora en el estado de resistencia a la insulina como resultado del tratamiento con
CDPs.
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Figura. 35. Fotografias representativas de érganos. Fotografias de higado, bazo, rifiones y
corazon de ratas pertenecientes a cada uno de los grupos sin anomalidades aparentes.
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El tejido adiposo ;Un simple almacén de grasa?

Citlali Figueroa-Guzman, Lorena Martinez-Alcantar y Jesis Campos-Garcia

Almacén de combustible biolégico

Innumerables veces hemos utilizado la pala-
bra energia para referirnos a diversas actividades
relacionadas con la capacidad de realizar un traba-
jo, generar un cambio, o propiciar movimiento. No
debemos olvidar entonces, que estamos frente a
un recurso que permite cambios y transformacio-
nes en los seres vivos.

Todas las actividades que realizamos dia-
riamente requieren de energia, como respirar, ca-
minar, estudiar, pensar e incluso dormir; esta ener-
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