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Resumen

La MASLD se define como un exceso de almacenamiento de triglicéridos en el higado en
presencia de al menos un factor de riesgo cardiometabdlico. Esta enfermedad constituye la causa
mas comun de enfermedad hepatica crénica y se encuentra entre los principales factores
asociados a un aumento significativo de la morbilidad y mortalidad por enfermedades hepéticas.
Su prevalencia esta en aumento en paralelo con la obesidad y DM2, que afecta al 38% de la
poblacién adulta y el 7-14% de los nifios y adolescentes. A nivel celular, la esteatosis hepatica
se caracteriza por la acumulacion de acidos grasos en los hepatocitos que supera el 5% del
contenido celular y se asocia con disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo y alteraciones en los

mecanismos de muerte celular.

Una de las principales limitaciones en el tratamiento de las enfermedades cardiometabdlicas, es
la identificacion y validacion de nuevas dianas terapéuticas eficientes. La IL-10, tiene efectos
antiinflamatorios y citoprotectores, ha sido considerada como una molécula que podria reducir

el dafio hepético.

Los resultados obtenidos demuestran que la relacion acido oleico:acido palmitico (AO:AP, 2:1),
induce un efecto citotoxico (dosis-dependiente). Activando el mecanismo de la apoptosis en
concentraciones bajas, y en concentraciones altas se sugiere la activacion de vias alternas de
muerte celular. El tratamiento con IL-10 exdgena, en dosis crecientes se bloquea la muerte
celular y se potencia la expresion de productos génicos relacionados con la reparacion del ADN,
supervivencia celular y disminuyendo la expresion de genes proapoptéticos como CASP3 y
CYCS.

VI



l. Introduccion

1.1 Caracteristicas generales y funciones del higado

El higado es el 6rgano interno méas grande del cuerpo humano, esta ubicado en la region superior
derecha del abdomen, pesa entre 1.3 y 1.5 kilogramos (kg) y representa el 2-3 porciento (%)
del peso corporal (Dayana., et al., 2020). El higado tiene una capacidad regenerativa Unica y
exclusiva entre todos los 6rganos. La sangre que recibe proviene del intestino, pancreas, bazo y

arteria hepatica, la cual circula por los sinusoides hacia las venas centrales (Treyer., et al., 2013).

El higado sintetiza y metaboliza proteinas plasmaticas, carbohidratos, lipidos y vitaminas,
almacena glucdgeno, produce glucosa, elimina patdgenos, oxida lipidos, sintetiza de novo
acidos grasos y elimina residuos nitrogenados como la urea (Trefts et al., 2017). También
participa en la sintetisis y secrecion de la bilis que se canaliza a través del arbol biliar hasta el
duodeno, facilitando la digestion y absorcion de las grasas. Aungue posee alta capacidad
regenerativa, puede inflamarse por agentes quimicos o microbianos, causando complicaciones
(Hundt M., et al., 2022).

1.1.1 Fisiologia y organizacion celular hepatica

Los hepatocitos son células parenquimatosas y la principal poblacion epitelial del higado y
representan la mayor parte del volumen hepético y llevan a cabo funciones metabdlicas
esenciales como la sintesis de proteinas plasmaticas, metabolismo de macromoléculas y

farmacos, asi como la produccién de bilis (Gérate, R., M., 2023).

Los colangiocitos también pertenecen a las células parenquimatosas del higado, son la segunda
poblacion epitelial mas abundante. La principal funcion de estas células es revestir el lumen de
los conductos biliares, formando parte esencial del sistema biliar, encargados de modificar y
transportar la bilis producida por los hepatocitos hacia la vesicula biliar y el intestino (Benitez,
R. R., 2022). Las células estrelladas hepaticas, son consideradas dindmicas por naturaleza y
pueden estar en estado quiescente, almacenando vitamina A, 0 activarse en respuesta a dafio

hepatico mediante sefializacion proinflamatoria, por citocinas como el Factor de Necrosis



Tumoral alfa (TNF-a), proliferando como miofibroblastos que contribuyen a la fibrosis y

cicatrizacion, procesos que pueden derivar en cirrosis (Vazquez, O., 2024).

Las células de Kupffer o macréfagos M1 residentes ubicados en el lado luminal del endotelio
sinusoidal del higado, actian como centinelas inmunolodgicas fagocitando patogenos y restos
celulares. Ademés, modulan respuestas inflamatorias mediante la secrecion de citocinas
proinflamatorias como la interleucina 1 beta (IL-1p) y TNF-a, las cuales pueden perpetuar dafio
parenquimatoso al inducir apoptosis (Cuenca Hernandez., 2023). También reclutan macrofagos
periféricos, células T y neutrofilos, desempefiando un papel importante en la regulacion de la
hepatotoxicidad (Michalopoulos., et al., 2021; Sun, L., et al., 2020)

Las células endoteliales sinusoidales presentan fenestraciones, lo que facilita un intercambio
eficiente de sustancias entre la sangre y los hepatocitos. Estas células carecen de una membrana
basal continua, lo que incrementa su permeabilidad y permite el paso libre de moléculas y
nutrientes. Los sinusoides hepéaticos estdn constituidos por estas células endoteliales,
macrofagos residentes y células estrelladas hepaticas, contribuyendo a la funcién y homeostasis
hepatica (Ballester Ferré, 2021).

El higado esta dividido en cuatro lébulos: derecho, izquierdo, cuadrado y caudado. Desde una
perspectiva funcional, se divide en ocho segmentos basados en su irrigacion vascular. Estos
I6bulos estan conformados por células organizadas en unidades funcionales llamadas lobulillos,
que presentan una forma hexagonal alrededor de una vena central. En los vértices de estos
lobulillos se encuentran las triadas portales, compuestas por ramas de la arteria hepatica, la vena

porta y los conductos biliares (Pérez, D. O., et al., 2024).

El funcionamiento del higado se basa en la zonificacion metabdlica, un fenbmeno que ocurre
cuando la sangre (mezcla de la arteria hepatica y la vena porta) fluye a través de los sinusoides.
Al entrar en contacto con los hepatocitos, se crean gradientes de oxigeno y nutrientes que

dividen el lobulillo hepatico en tres areas funcionales:



e Zona 1 (Periportal): Es la mas cercana a la entrada de sangre. Al ser rica en oxigeno,
se especializa en procesos aerobicos como la oxidacion de &cidos grasos, la
gluconeogenesis y la sintesis de urea.

e Zona 2 (Media): Una regidn de transicion metabolica y reserva funcional que combina
caracteristicas de ambas zonas adyacentes; sus hepatocitos pueden especializarse
rdpidamente para compensar funciones de la zona 1 y 2 Ademas es una zona clave para
la regeneracion hepatica.

e Zona 3 (Pericentral): La més alejada y pobre en oxigeno. Aqui predomina la glucélisis

y el metabolismo de xenobidticos (desintoxicacion) (Figura 1) (Pérez, D. O., et al.,
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Figura 1. Organizacion estructural y funcional del lobulillo hepético. A) Lobulillo hepético con triadas portales
en los vértices (arteria hepatica, vena porta y conducto biliar) y vena central. El flujo sanguineo mixto atraviesa los
sinusoides, generando gradientes de oxigeno, nutrientes y productos metabolicos. B) Esquema del sinusoide
mostrando las principales células hepaticas y la zonificacion metabdlica de procesos clave, la cual se adapta segin

las condiciones fisiolégicas. Modificado de Trefts, E., et al., 2017.

1.2 Panorama general de las enfermedades hepaticas

Actualmente, se han reportado y estudiado multiples enfermedades que afectan el higado. Entre
ellas, destacan la hepatotoxicidad inducida por ciertos medicamentos, que da lugar a la
enfermedad hepatica inducida por farmacos (DILI, por sus siglas en inglés), y la enfermedad

hepética asociada al alcohol (ALD), resultado del consumo excesivo y cronico de bebidas



alcohdlicas. Ademas, otras formas de dafio hepatico pueden derivarse de condiciones
metabdlicas, como la enfermedad hepéatica esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica
(MASLD), de la exposicion a sustancias toxicas, como en la enfermedad del higado graso
asociada a toxicos (TAFLD), o de infecciones virales, como en los distintos tipos de hepatitis
viral (Qian, et al., 2021).

Las enfermedades hepéticas destacan por haberse convertido en una de las principales
preocupaciones de salud publica a nivel mundial, debido a que existe una tendencia ascendente
en su prevalencia, ademas de su contribucion significativa del 4% de las muertes globales
anuales (Devarbhavi, H., et al., 2023).

1.3 Generalidades de la enfermedad hepética esteatosica asociada a disfuncion metabolica
(MASLD)

La MASLD se define como la presencia de un exceso de almacenamiento de triglicéridos en el
higado en presencia de al menos un factor de riesgo cardiometabolico. El término con el que
actualmente se le denomina fue oficialmente adoptado en el afio 2023, por la Asociacion
Europea para el Estudio del Higado (EASL) y la Asociacion Latinoamericana para el Estudio
del Higado (ALEH), reemplazando la nomenclatura previa de la enfermedad hepatica del higado
graso no alcohdlico (NAFLD) (EASL et al., 2024).

Varias consideraciones impulsaron el cambio en la nomenclatura de la NAFLD, siendo la mas
importante sus limitaciones conceptuales, derivadas del uso de términos como (** no alcohdlico
"y " graso "), los cuales generan una confusién excluyentes y el uso de lenguaje potencialmente
estigmatizante (Gastaldelli, A., et al., 2025). Por lo que, tras un consenso de expertos
internacionales de sociedades cientificas internacionales y asociaciones de pacientes, se logro
renombrar y redefinir la NAFLD, reflejando de una manera mas precisa el origen metabolico
de la enfermedad, eliminando la estigmatizacion y permitiendo mejorar la precision diagnéstica
(Staufer, K., et al., 2023).



Esta enfermedad constituye la causa mas comun de enfermedad hepaética crénica y se encuentra
entre los principales factores asociados a un aumento significativo de la morbilidad y mortalidad
hepatica. Un metaanalisis, que incluyé a mas de 92 estudios y 9 millones de participantes entre
1990 y 2019, se reportd una prevalencia de mas del 30% a nivel mundial de personas que
padecen MASLD, siendo América Latina la que registré la region con mayor prevalencia,

especialmente en adultos mayores (Younossi, Z. M., et al., 2023).

En la poblacion infantil, investigaciones recientes han evidenciado un aumento significativo de
MASLD en la poblacion pediéatrica, afectando aproximadamente al 10% de nifios y adolescentes
a nivel mundial (Zhang, et al., 2024). En México, un estudio realizado en 585 voluntarios
reportd una prevalencia del 41.3%, una de las mas altas a nivel internacional. La enfermedad
fue mas frecuente en hombres mayores de 50 afios con obesidad, sindrome metabdlico, habitos
alimenticios inadecuados y estilo de vida sedentario. Asimismo, el 40% de los participantes
presentd fibrosis avanzada, lo que refleja una progresion significativa de la enfermedad.
Ademaés, se menciona la necesidad de implementar estrategias preventivas y politicas pablicas
orientadas a reducir el impacto de esta enfermedad en la poblacion mexicana (Bernal, R. R., et
al., 2023).

La MASLD se caracteriza por la acumulaciéon de grasa, principalmente triglicéridos, en los
hepatocitos. Sin embargo, también involucra lipidos bioactivos como &cidos grasos libres,
ceramidas Yy diacilgliceroles, que contribuyen a la lesién hepética a través de mecanismos de
lipotoxicidad e inflamacion (Gutiérrez Gomez, M., 2024). Esta condicion se presenta en
personas con disfuncién metabdlica y se asocia con factores de riesgo cardiometabolico como
lo son el sobrepeso, disglucemia, hipertension, hipertrigliceridemia o bajos niveles séricos de
lipoproteina de alta densidad (HDL), todo esto en ausencia de un consumo significativo de
alcohol (Song, et al., 2024). Por lo tanto, el desarrollo y la progresion de la MASLD estan
mediados por factores como el estilo de vida, los habitos alimenticios, la resistencia a la insulina,
la susceptibilidad genética, la adiposidad, el microbioma intestinal, la hipertension y diversos
efectores endocrinos de la enfermedad (Hutchison, A. L., et al., 2023).



El espectro clinico de MASLD se clasifica en grados de gravedad, que van desde la acumulacion
de grasa en el higado (MASL) hasta la esteatohepatitis asociada a disfuncion metabodlica
(MASH), una condicion inflamatoria que puede progresar a una fibrosis avanzada, cirrosis y,
en casos extremos, el carcinoma hepatocelular (HCC) (Wang, W., et al., 2025). Desde un punto
de vista fisiopatoldgico, la esteatosis hepatica puede inducir estrés oxidativo, disfuncion de
organelos celulares, lipotoxicidad y apoptosis, procesos que contribuyen a la lesién y progresion
hepética (Figura 2) (LeFort, K. R., et al., 2024).

Natural history of MASLD
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Figura 2. Progresién de la enfermedad hepéatica metabdlicamente asociada (MASLD). La MASLD inicia con
un higado normal que contiene menos del 5 % de grasa en los hepatocitos. Posteriormente, se desarrolla la
esteatosis, caracterizada por la acumulacion de lipidos en més del 5 % de los hepatocitos. En algunos casos, la
enfermedad progresa a MASH, etapa en la que se presenta inflamacion y dafio celular ademas de la esteatosis. Si
la inflamacidn persistente conduce al desarrollo de fibrosis temprana, que puede avanzar hacia fibrosis avanzada y
cirrosis, produciendo dafio hepatico irreversible. Una proporcion de pacientes puede evolucionar a HCC, con una
incidencia anual estimada entre 2.5 % y 13 %. Aproximadamente el 80 % de los casos progresa lentamente,
mientras que el 20 % evoluciona rapidamente hacia etapas mas graves de la enfermedad. Tomado de Lekakis, V.,
et al., 2024.

1.4 Patogénesis de la MASLD y la hipotesis de los multiples golpes

En 1998, los investigadores britanicos Day y James propusieron una hip6tesis conocida como
la del “doble golpe”, donde, el primer golpe es una acumulacion de &cidos grasos y triglicéridos
que genera esteatosis hepatica. El segundo golpe, en el que el higado ya esteatdsico se vuelve

mas vulnerable al dafio y progresa hacia MASH, donde el higado graso se vuelve mas



susceptible al dafio e inflamacion por estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y citocinas

proinflamatorias, generando inflamacion y lesién hepatocelular. (Vega, B. J., 2017).

Con los avances logrados en el estudio de esta enfermedad, esta hipotesis ha quedado obsoleta,
ya que no integra la complejidad de los mecanismos moleculares y metabdlicos que caracterizan
a la MASLD. En su lugar, se ha reemplazado por una nueva hipétesis llamada “multiples

golpes” (Buzzetti, E., et al., 2016). Esta hipotesis propone 4 golpes:

1. El primer golpe inicia con la presencia de la resistencia a la insulina, lo que conduce a
un aumento en la liberacion de acidos grasos no esterificados (NEFAS) desde el tejido
adiposo, junto con una disminucion en la captacion de glucosa en musculo y grasa, lo
que favorece el incremento de la actividad de la lipogénesis de novo y la acumulacién
de acidos grasos libres en las células hepaticas.

2. Elsegundo golpe se relaciona con la inflamacion del tejido adiposo, que es caracteristica
de la obesidad, lo cual altera la secrecion de proteinas de sefializacion celular como las
adipocinas, promoviendo un ambiente proinflamatorio sistémico, afectando el
funcionamiento metabolico del higado.

3. Eltercer golpe corresponde a la lipotoxicidad, generada por la entrada excesiva de acidos
grasos al higado. Este fendmeno desencadena un estado de estrés en el reticulo
endoplasmico y una evidente disfuncion mitocondrial, factores que disparan la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y quiebran la homeostasis celular.

4. EIl ultimo golpe, es cuando la célula pierde su homeostasis a causa de la acumulacion
lipidica, provoca que los lisosomas colapsen, afectando el mecanismo de la lipofagia,
impidiendo la degradacion de la grasa acumulada, creando un ambiente inflamatorio y
aumenta el dafio de organelos que junto con el estrés oxidativo, desencadenan la

activacion de la muerte celular (Buzzetti, E., et al., 2016).

1.5 Avances farmacologicos y perspectivas terapéuticas en la MASLD

Hasta la fecha, se ha avanzado considerablemente en la comprensién de los procesos biolégicos
implicados en MASLD, especialmente en los mecanismos relacionados con la lipogénesis, la

inflamacion y la fibrosis (Sheka, A. C., et al., 2020). En los ultimos afios, se han desarrollado y



aprobado pocos medicamentos por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
para el tratamiento de MASLD. En marzo de 2024, el Resmetirom, un agonista oral del receptor
B de la hormona tiroidea (THR-p), fue aprobado para su uso en combinacion con dieta y ejercicio
en adultos con MASH no cirrotica y fibrosis hepatica moderada a avanzada (estadios F2 y F3
de fibrosis) en Estados Unidos, debido a que su efecto reduce la acumulacion lipidica y

disminuye la progresion de la fibrosis (Keam, S. J., 2024).

Otro farmaco dirigido como tratamiento para MASH es un agonista de la hormona del receptor
del péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) llamado semaglutida, se une a este receptor e imita
los efectos naturales de esta hormona, potenciando los mecanismos metabdlicos. Esto favorece
la eliminacidn del exceso de grasa, disminuyendo los niveles de azucar y mejorando el entorno
del higado (Roehlen, N., et al., 2020).

1.6 La obesidad y su impacto en el desarrollo de la MASLD

La obesidad es una enfermedad crénica y compleja que suele empezar en la infancia o
adolescencia (Serra, M. L., et al., 2003). Se produce cuando hay un exceso prolongado de
energia que se almacena como triglicéridos en el tejido adiposo. Esto ocurre por la combinacion

de factores genéticos y el ambiente que rodea al individuo (Bouchard, C., 2021).

El indice de masa corporal (IMC) es la medida més utilizada para diagnosticar la obesidad. Sin
embargo, se desconoce en gran medida su precision diagnostica para detectar el exceso de
adiposidad corporal (Romero-Corral, A., et al., 2008). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) clasifico los tipos de obesidad por IMC, en grados I, 11 y IlI; posteriormente, en 2007,
la Sociedad Espafiola de Obesidad (SEEDO) afiadié una categoria adicional: obesidad grado IV
o0 extrema (Garcia, J. E. M., et al., 2008).

La obesidad se asocia con alteraciones en parametros fisiol6gicos clave como la presion arterial,
la sensibilidad a la insulina y la concentracion sérica de lipidos (Whitlock., et al., 2009). Existe
una correlacion positiva entre el grado de obesidad y trastornos relacionados, tales como
hipertensiéon arterial, dislipidemia e intolerancia a la glucosa (Samanic., et al., 2006). Ademas,

incrementa el riesgo de complicaciones graves, incluyendo la diabetes mellitus tipo 2 (DM2),



esteatosis hepatica, enfermedades cardiovasculares, accidente cerebrovascular, problemas
biliares, osteoartritis, apnea obstructiva del suefio y ciertos tipos de cancer, lo que contribuye a
una mayor mortalidad (Purnamasari, D., et al., 2011).

Esta enfermedad nutricional se ha convertido en uno de los principales problemas de salud
publica en el mundo. Hace aproximadamente cuatro décadas, el peso normal/bajo peso, era mas
frecuente que la obesidad a nivel mundial; sin embargo, en la actualidad, 1 de cada 8 personas
vive con obesidad, consolidandose como uno de los principales problemas de salud pablica. En
caso de gque se mantenga esta tendencia, se esperaria que, en el afio 2030, el 40% de la poblacién

mundial presenta sobrepeso y una quinta parte sera obesa (Malo-Serrano, M., et al., 2017).

La obesidad, en las Gltimas décadas, se ha convertido en un desafio critico que esta afectando la
salud publica en todo el mundo. Estudios hechos por la Secretaria de Salud han reportado que
la prevalencia entre 1990 y 2022 se duplicd, teniendo un registro de 16% de la poblacion
mundial que padece esta condicion. En nuestro pais, el panorama es mas complejo, donde el
38.9% de los adultos vive con obesidad y el 37.3% con sobrepeso. También se ha visto que la
obesidad afecta un 13.2% mas a mujeres que a hombres, y el sobrepeso predomina en los

hombres con una diferencia del 13.7% (Secretaria de Salud, 2025).

Con los avances del estudio de las enfermedades metabdlicas, se ha visto que existe una relacién
estrecha entre MASLD, obesidad y la RI, que son condiciones que generalmente se presentan
juntas en pacientes que padecen DM2 y sindrome metabdlico (Targher, G., et al., 2021). La
prevalencia de MASLD, ha aumentado en paralelo con la tasa mundial de obesidad. Un
metaanalisis registré que un 75.27% de pacientes padecian MASLD acompafiada de obesidad
(Quek, J., et al., 2023). La mayoria de personas que padecen esta enfermedad son adultos con
obesidad, su incidencia en individuos normopeso estd en incremento, lo que la lleva su
designacion como enfermedad del higado delgado (Jaiswall, A., et al., 2021). Sin embargo, la
vulnerabilidad en la poblacion infantil y adolescente resulta de particular significancia, con una

tasa de prevalencia entre el 37.3% vy el 40.4%.



En nuestro pais, este escenario entre MASLD y obesidad no solo posiciona al pais como un
punto critico a nivel global, sino que proyecta un incremento en el indice de comorbilidades
cronicas, tales como DM2 y MASLD. Lo que demuestra la necesidad de reestructurar las
politicas de salud publica y nutricion (Campo, P. A. F., 2023).

A medida que las tasas de obesidad y DM2, siguen aumentando a nivel mundial, también lo
hace la prevalencia de MASLD. Actualmente, el 38% de todos los adultos y el 7-14% de los
nifios y adolescentes padecen MASLD (Paik, J. M., et al., 2022). Las proyecciones para el afio
2040 sugieren un panorama critico, estimando que la prevalencia de MASLD en la poblacion
adulta superaré el 55% (Younossi, Z. M., et al., 2023).

Cada vez hay mas evidencia gque sugiere que el primer paso en la patogénesis de MASLD es la
disfuncion del tejido adiposo. La mayor parte de los triglicéridos hepatocelulares en personas
que padecen obesidad y MASLD no se deriva de acidos grasos no esterificados proporcionados
por los lipidos de la dieta, sino de acidos grasos libres del tejido adiposo (Donnelly, K. L., et al.,
2005).

1.7 Inflamacién en obesidad y su papel en la patogénesis de MASLD

La inflamacidn es una respuesta natural del sistema inmunitario ante infecciones o dafio tisular.
Cuando esta respuesta se vuelve persistente y de bajo grado, se denomina inflamacién crénica,
y desempefia un papel importante en enfermedades metabdlicas como la obesidad y la MASLD
(Kawai, T., et al., 2021). En la obesidad, el crecimiento excesivo del tejido adiposo genera
hipoxia, estrés oxidativo y muerte celular, lo que activa células inmunes (macrofagos y
linfocitos) y promueve la liberacién constante de citocinas proinflamatorias, iniciando un estado

inflamatorio sistémico (Khanna, D.,et al., 2022).

Las citocinas inflamatorias mas estudiadas en enfermedades metabolicas incluyen a TNF-a, la
interleucina-6 (IL-6) e IL-1p, las cuales desempefian un papel central en la resistencia a la
insulina y en la inflamacion hepatica (Ye, J.,et al., 2013). Por su parte, el factor de crecimiento

transformante beta (TGF-P) interviene en la activacion de las células estrelladas hepaticas,
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promoviendo la fibrogénesis y el desarrollo de fibrosis (Marusi¢, M., et al., 2021). Al mismo
tiempo, se produce una disminucion de los niveles de la hormona adiponectina, disminuyendo
la accion de la insulina, mientras que aumentan los niveles de leptina, favoreciendo la

inflamacion (Polyzos, S. A, et al., 2016).

La MASLD vy su progresion a MASH se caracterizan por la activaciéon de multiples vias
inflamatorias que tienen su origen en distintos tejidos y sistemas. En la obesidad, el tejido
adiposo visceral sufre hipertrofia y disfuncion, lo que conduce a una mayor liberaciéon de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-6, leptina, resistina y la visfatina,
junto con una disminucién de la adiponectina, una adipocitoquina con efectos antiinflamatorios
y sensibilizadores a la insulina. EI aumento de la permeabilidad intestinal permite que
componentes bacterianos, principalmente los polisacaridos (LPS), atraviesen la pared del
intestino y lleguen al torrente sanguineo, activando una respuesta del sistema inmune que genera
un estado de inflamacion con impacto directo en el eje intestino-higado. Estos productos activan
al receptor tipo Toll 4 (TLR4), tanto en macrofagos de kupffer como en hepatocitos,
desencadenando una sefializacion de factores proinflamatorios como el factor nuclear kappa B
(NF-kB) y el inflamasoma con dominio de pirina, union a nucledtidos y repeticion rica en
leucina (NLRP3). Como resultado, la liberacién masiva de citocinas y quimiocinas como (IL-
1B, IL-6, interleucina 8 (IL-8), TNF-a y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1)
(Bessone., et al., 2019).

Estos mediadores no solo reclutan células inmunes, sino que inducen apoptosis y aceleran la
transicion de esteatosis hacia MASH. Simultdneamente, el exceso de acidos grasos libres genera
un estrés oxidativo persistente que exacerba la lesion. En este contexto, el TGF-p resulta crucial
para la activacion de las células estrelladas hepaticas, las cuales, al depositar colageno en el
espacio de Disse, dan inicio a la fibrosis. Este proceso se perpetia mediante bucles autocrinos

y paracrinos que consolidan la progresion del dafio tisular (Figura 3) (Bessone, F., et al., 2019).
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Figura 3. Mecanismos proinflamatorios implicados en la patogénesis de la MASH. Relacién entre la
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inflamacion del tejido adiposo, la resistencia a la insulina y el eje adiposo—hepatico, que favorece el aumento del
flujo de acidos grasos libres al higado, la activacion de células de Kupffer y células estrelladas hepaticas, y la
progresion de MASLD a MASH, tomado de Isabel C., et al., 2021.

1.8 Modelos in vitro e in vivo de estudio de MASLD

La MASLD ha sido ampliamente estudiada mediante diversos modelos experimentales y
clinicos. Los modelos in vitro, como lineas celulares hepaticas, hepatocitos primarios y
organoides, han permitido el anélisis de mecanismos moleculares especificos, incluyendo la
lipotoxicidad y el estrés celular. Por su parte, los modelos in vivo, especialmente ratones
sometidos a dietas hiperlipidicas, ricas en azlcares o combinadas con alteraciones genéticas,
han sido fundamentales para estudiar la progresion de la esteatosis hacia inflamacién y fibrosis.
Sin embargo, ninguno de estos modelos reproduce por completo la complejidad de la
enfermedad (Colomer, M. L. M., et al., 2022).

En pacientes que padecen MASLD, la técnica considerada es el estandar de oro para el
diagnostico y estudio es la biopsia hepatica, debido a que es el mejor modelo para evaluar esta
enfermedad. Actualmente es dificil obtener y procesar estas muestras, debido a cuestiones
bioéticas, ideologias y otros factores, por lo que se ha tenido que buscar otras herramientas
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omicas, que simulen con alta fidelidad estd fisiopatologia. Paralelamente, el desarrollo de

sistemas ex vivo se consolida como una transicién metodologica clave. Esta innovacion permite

minimizar la dependencia de modelos in vivo, cumpliendo estrictamente con los marcos legales

y las recomendaciones de los comités de bioética que, en afios recientes, han impulsado la

busqueda de métodos alternativos (Tabla 1). (Colomer Merino, L. M., et al., 2022).

Tabla 1. Estudios realizados en diferentes modelos de MASLD

Modelos in vitro

En un estudio se utilizé la linea celular de hepatocarcinoma humano
(HepG2), a las cuales se les hizo una exposicion de &cido oleico para
inducir esteatosis, donde se demuestra que la epicatequina, un flavonoide
antioxidante, tiene beneficios para la salud cardiovascular, muscular y
cognitiva, actuando como agente antiinflamatorio, reduce la acumulacion
lipidica y mejora el metabolismo celular, sugiriendo un potencial efecto
hepatoprotector (Hefer, M., et al., 2024). En otra investigacion se analiza
el efecto de la sobrecarga lipidica en la linea celular HepG2 y la linea
celular de células estrelladas hepaticas humanas (LX-2), donde se
observd que el exceso de lipidos altera la proliferacion celular y
promueve apoptosis y senescencia, procesos relevantes en la progresion
de la enfermedad hepética (Campos, E. A, et al., 2024).

Modelos in vivo

Principalmente, los modelos murinos, son ampliamente utilizados para
estudiar la progresion de la MASLD hacia esteatohepatitis y fibrosis,
consiste en alimentar ratones con una dieta alta en grasas, azucares y
colesterol tipo occidental durante varias semanas (Zhang, Q., et al.,2023).
El empleo de ratones C57BL/6 alimentados con HFD constituye un
estandar para inducir MASLD experimental. Este protocolo de varias
semanas desencadena esteatosis hepatica, aumento de masa corporal y
RI, ofreciendo un escenario biolégico que reproduce fielmente los
cambios histologicos humanos y facilita el andlisis de vias metabdlicas
clave. (Recena, A. L., etal., 2011).

Modelos
bioinformaticos

En una base de datos de microarreglos, se observo que la MASLD esta
estrechamente asociada con procesos inflamatorios e inmunitarios clave,
identificando a IL1B, TLR2, TLR4, CCL2 e ICAM1 como genes centrales
en su patogénesis. Mediante andlisis bioinformaticos integrados, se
demostro que las vias reguladoras hsa-miR-21-5p—TLR2 y hsa-miR-34a—
IL1B desempefian un papel critico en el desarrollo de la enfermedad, lo
que sugiere que estos genes, podrian servir como biomarcadores
diagnosticos y potenciales dianas terapéuticas para la MASLD (Yu, S. et
al., 2025).
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1.9 La interleucina-10: estructura y funcion

Las citocinas son las moléculas mensajeras méas importantes producidas por los leucocitos para
regular las funciones bioldgicas de las celulas diana mediante mecanismos autocrinos o
paracrinos, pueden clasificarse en proinflamatorias, responsables de activar y potenciar la
respuesta inmunoldgica e antiinflamatoria, que regulan y limitan dicha respuesta para evitar
dafios al tejido (Gutiérrez, G. M., 2024).

La interleucina-10 (IL-10), también denominada factor inhibidor de la sintesis de citocinas
humanas (CSIF), es un polipéptido homodimero de aproximadamente 17 kilodaltons (kDa). En
humanos, esta codificada por el gen I1L10, ubicado en el cromosoma 1, el cual consta de cinco
exones. Cada mondmero esta compuesto por 160 aminoacidos (Eskdale, J., et al.,1997). IL-10
es una citocina inmunorreguladora que posee propiedades tanto antiinflamatorias como
inmunoestimulantes, y su expresion suele estar alterada en diversas enfermedades humanas
(Saxton, R. A., et al., 2021). Ademas, se ha reportado que es secretada por casi todos los

leucocitos (Saraiva, M., et al., 2009).

La IL-10 actua principalmente sobre las células presentadoras de antigenos (APC), como
macrofagos y monocitos, inhibiendo su activacion y reduciendo la liberacion de citocinas
proinflamatorias, tales como factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF), factor estimulante de colonias de granulocito (G-CSF), interleucina-1-alfa (IL-1a), IL-
1B, IL-6, IL-8 y TNF-a (Hashimoto, S. 1., et al., 2001; Willems, F., et al., 1994). Ademas, la IL-
10 es un potente inhibidor de la presentacion de antigenos, ya que disminuye la expresion del
complejo principal de histocompatibilidad de clase |1 (MHC I1) y las moléculas coestimuladoras
CD80 en macrofagos y CD86 en células dendriticas (Waal, M. R., et al., 1991).

La IL-10 se ha visto que favorece la proliferacion de células B. Ademas de participar en la
produccidn de anticuerpos, contribuyendo a la respuesta inmune adaptativa. Esta citocina tiene
un papel importante, cuando hay un efecto inflamatorio principalmente por TNF-o, aumenta la
liberacion de receptores de TNF solubles, modulando la respuesta inflamatoria de manera
efectiva (Batista, M. L., et al., 2009).
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Por otro lado, la IL-10 favorece la proliferacion de células B y estimula la produccion de
anticuerpos, contribuyendo a la respuesta inmunitaria adaptativa. También inhibe la generacion
de ROS y aumenta la liberacidn de receptores de TNF, lo que antagoniza los efectos del TNF-

a, modulando asi la inflamacion de manera efectiva.

1.10 Via de senalizacion de IL-10

Esta citocina se une a su receptor heterotetramérico formado por la subunidad alfa del receptor
de interleucina 10 (IL-10Ra) e subunidad beta del receptor de interleucina (IL-10Rp) que son
miembros de la familia del receptor de interferon (IFNR) (Yoon, S. I., et al., 2006). La
subunidad IL-10Ra es una proteina de membrana con un solo dominio transmembranal que se
une a la IL-10 con alta afinidad. La cadena de la segunda subunidad IL-10Rp se expresa de
forma ubicua en casi todos los tipos celulares y recluta Janus cinasa (JAK) y tirosina cinasa 2

(TYK), que son necesarias para activar la sefializacion intracelular (Kotenko, S. V., 1997).

Al unirse I1L-10 a su receptor, se desencadena una cascada de sefializacion intracelular. Esta
interaccion provoca la activacion de la via de sefializacion Janus cinasa 1, tirosina cinasa 2 y
transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 (Jak1/Tyk2/STATS3), que es la mejor
caracterizada de esta citocina (Schilke S., 2018). En esta via, STAT3 es fosforilado, se dimeriza
y transloca al ndcleo de la célula, donde induce la expresién de genes que codifican mediadores
antiinflamatorios, que incluyen el supresor de la sefializacién por citocinas-3 (SOCS3),
antagonista del receptor de interleucina-1 (ILLRN), proteina 3 inducida por el TNF-a (TNFAIP3
(A20)), proteina del linfoma de células B 3 (BCL3) y el factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGFBL), contribuyendo asi a la supresion de vias proinflamatorias y la regulacién de la
respuesta inmune excesiva (Figura 4) (Kasmi, K. C., et al., 2007).
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Figura 4. Mecanismo de sefializacion inmunomoduladora de la IL-10 en células presentadoras de antigeno
(CPA). La unién de IL-10 a su receptor (IL-10R) activa el eje JAK1/Tyk2, induciendo la fosforilacion y
translocacion nuclear de homodimeros de STAT3. Este factor promueve la expresion de genes antiinflamatorios
como SOCS-3, que inhibe las vias de la proteina cinasa activada por mitogenos (MAPK) y NF«kB, y de IL-1RN,
gue antagoniza la sefializacion de IL-1p. Asimismo, la activacion de STAT3 bloquea al transductor de sefiales y
activador de la transcripcion 6 (STAT6), reduciendo la respuesta a la interleucina-4 y 13 (IL-4/1L-13). En conjunto,
estos eventos disminuyen la produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B) y la expresion de
moléculas de superficie claves para la presentacion antigénica (MHC-11, CD80, CD83, CD86). Simbologia: Flechas
negras (activacion), flechas naranjas (inhibicién), flechas discontinuas (vias bloqueadas por STAT3). Tomado de
Schiilke S. (2018).

1.11 Muerte celular regulada

La muerte celular regulada (RCD por sus siglas en inglés), es un proceso esencial y dinamico,
debido a que no ocurre al azar, sino que es controlado por mecanismos que permiten mantener
la homeostasis tisular y eliminar células que podrian representar un riesgo para el organismo
(Lossi, L., 2022). En el caso del higado, la RCD resulta clave para medir la gravedad y el

pronostico de la lesion hepatica.

Actualmente, se han caracterizado diferentes tipos de RCD, cada una con mecanismos
particulares como la necrosis impulsada por pérdida repentina de impermeabilidad de la
membrana mitocondrial interna (MPT), necroptosis, piroptosis, parthanatos, muerte celular por:

entotica, nenotica, dependiente de lisosoma, dependiente de autofagia, inmunogénica y
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apoptosis (Tang, D..et al.,2019). La muerte celular se divide en procesos programados, que
ocurren de forma ordenada sin dafar el enterno, y en procesos inflamatorios, donde la célula
pierde su integridad y libera sustancias que activan el sistema inmune, provocando inflamacion

en el tejido circundante(Galluzzi, L. et al., 2018).

Dentro de los tipos de RCD, la apoptosis es la forma mas estudiada descrita de muerte celular
regulada y estd altamente conservada en todo el reino animal. Se trata de un mecanismo
regulado, que requiere energia y debe activarse mediante sefiales especificas. Ademas, puede
desencadenarse de dos formas: intrinseca o extrinseca. En ambas vias se ha visto que conduce
la activacion de las caspasas ejecutoras 3/7, lo que resulta en la protedlisis, fragmentacion

nuclear y muerte celular apoptética (Figura 5) (Czabotar, P. E., et al., 2014).
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Figura 5. Principales subrutinas de muerte celular regulada (RCD) y cronologia de su descubrimiento. A)
Las células mamiferas activan diversas vias de RCD en respuesta a dafios irreversibles o cambios en el
microambiente. Cada tipo de RCD tiene mecanismos moleculares especificos, interconectados, que generan rasgos
morfologicos desde apoptosis hasta necrosis, y respuestas inmunoldgicas que varian de antiinflamatorias a
altamente inmunogénicas. B) Cronologia del descubrimiento de los principales tipos de muerte celular, desde la
descripcion de la apoptosis en 1972 hasta la identificacion de modalidades més recientes como la oxeiptosis y la
alkaliptosis, reflejando la expansion progresiva del conocimiento sobre los mecanismos que regulan la muerte

celular. Tomado de Czabotar, P. E., et al., 2014.
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I1. Antecedentes particulares

2.1 Apoptosis

La apoptosis es un término que fue introducido por primera vez en 1972, por los cientificos
Kerr, Wyllie y Currie, quienes describieron una forma de muerte celular con caracteristicas
morfolégicas muy distintivas de otros tipos de RCD, ya que desempefia un papel importante en
el control del crecimiento y la eliminacién de células innecesarias (Kerr, J. F., et al., 1972).

Es un proceso natural, ordenado y controlado, en donde la célula se autodestruye de manera
silenciosa, sin afectar a las células vecinas, para mantener el desarrollo, mantenimiento y
equilibrio de los organismos multicelulares (EImore, S., 2007). Las células que experimentan el
proceso de apoptosis, sufren una serie de cambios morfoldgicos caracteristicos de este tipo de
RCD, que incluyen la condensacién de la cromatina, reduccién del tamafio celular,
fragmentacion del ADN y la formacion de cuerpos apoptdticos. Estos Gltimos son reconocidos
y fagocitados por macrofagos principalmente o células vecinas, lo que evita la liberacion del

contenido intracelular y la presencia de inflamacion (Wong, R. S., 2011).

La apoptosis implica una activacion de enzimas especificas, caracteristicas de este tipo de
muerte celular. Su funcién principal es la degradacion de proteinas estructurales y componentes
nucleares. Estas se encuentran inactivas en una condicion normal, pero cuando se activan,
desencadenan una cascada irreversible que lleva al desmantelamiento ordenado de la célula.
Ademas, se ha visto que diversas proteinas que involucran a la familia BCL-2, regulan la
capacidad de las células para evitar la apoptosis y promover la supervivencia celular, actuando

como un sistema de control que determina su destino (Reed J. C. 1998).
Existen dos vias principales por las cuales la apoptosis se puede desencadenar:

e Via intrinseca o mitocondrial: dependiente del equilibrio entre proteinas pro y

antiapoptéticas.
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e Via extrinseca 0 mediada por receptores de muerte: iniciada por sefiales externas que

activan caspasas especificas (Nossing, C., et al., 2023).

2.1.1 Via intrinseca (interna o mitocondrial)

La apoptosis intrinseca es un proceso que inicia en el interior de la célula y se activa como
respuesta a diversas alteraciones en el entorno celular. Entre estas se incluyen la falta de factores
de crecimiento, el dafio en el ADN, el estrés en el reticulo endoplasmatico (RE), el aumento
excesivo de ROS, problemas durante la replicacion del ADN, alteraciones en los microtibulos
o errores en la mitosis (Shojaie, L., et al.,2020).

Este proceso inicia con la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP),
permitiendo la liberacidn del citocromo c al citosol. Lo que provoca un punto de no retorno en

la muerte celular apoptética (Bertheloot, D., et al., 2021).

La liberacion del citocromo c, ocasionada por proteinas proapoptoticas de la familia BCL-2
(BH3), como la proteina X asociada a BCL-2 (BAX), la proteina destructora del antagonista
homélogo BCL-2 (BAK) y el modulador de la apoptosis regulado por incremento de p53
(PUMA). Esta familia de proteinas se divide en activadoras: Proteina similara BCL-2 11 (BIM),
agonista de muerte con dominio de interaccion BH3 (BID) y PUMA y en sensibilizadoras:
(agonista de muerte asociado a BCL-2 (BAD), proteina pro apoptética inducida por p53
(NOXA) vy la proteina asesina interactuante con BCL-2(BIK)). Las activadoras se unen
directamente a BAX y BAK, provocando un cambio conformacional que permite su
oligomerizacion. BAX y BAK oligomerizados forman poros en la membrana mitocondrial,
causando la MOMP (Kuwana, T., et al., 2002).

Las proteinas sensibilizadoras favorecen la apoptosis al inhibir proteinas antiapoptoticas o al
regular la localizacion de los monomeros de BAX y BAK. Por otro lado, las proteinas
antiapoptéticas, como la proteina 2 del linfoma/leucemia de Células B (BCL-2) y la proteina
antiapoptética linfoma de células B extra grande (BCL-XL), bloguean la apoptosis al secuestrar
activadoras, sensibilizadoras o complejos de BAX y BAK mediante un surco de union formado
por sus dominios BH3 (Cheng, E. H., et al., 2001).
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El equilibrio entre proteinas proapoptoticas y antiapoptoticas permite definir el destino celular.
Este equilibrio se ve afectado por modificaciones postraduccionales, localizacion subcelular y
regulacion transcripcional. El control de este proceso recae en gran medida en las cinasas
dependientes de ciclina (CDK) y en el factor de transcripciéon p53. Cuando el ADN se dafia, se
producen proteinas de la familia Bcl-2 que fuerzan a la célula a morir. No obstante, las proteinas
CDK pueden bloquear este proceso estabilizando la proteina Leucemia mieloide celular 1 (Mcl-
1), una proteina que favorece la supervivencia. Esta capacidad de las CDK para mantener activa

a Mcl-1 es, en gran medida, lo que permite que ciertas células logren resistir la apoptosis.

Después de la formacion de poros de la membrana mitocondrial, se libera el citocromo c al
citoplasma, donde se une principalmente al factor activador de la proteasa apoptotica 1 (Apaf-
1) y procaspasa-9 en presencia de desoxiadenosina trifosfato (dATP) para formar el complejo
denominado apoptosoma. Una vez formado, se encarga de activar la caspasa-9, que permite
que la sefial de muerte celular se intensifique y propague de manera efectiva. La caspasa-9 activa

las caspasas efectoras 3/7, que son las encargadas de ejecutar la apoptosis (Li, P., et al., 1997).

La familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) puede inhibir a las caspasas 3/7/9,
regulando el proceso apoptotico (Li, P., et al., 1997). Durante la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa (MOMP), proteinas como el segundo activador mitocondrial
de caspasas proteina derivada de mitocondria antagonista de IAP (Smac/DIABLO) y la proteasa
serina mitocondrial (HTRA2) son liberadas y actdan inhibiendo la proteina inhibidora de

apoptosis ligada al cromosoma X (XIAP), lo que facilita la activacion de las caspasas.

XIAP no solo se une a la caspasa-3, sino también a las caspasas 7/9 ejerciendo asi un control

regulador sobre el proceso apopt6tico (Srinivasula, S. M., et al., 1997).

Ademas, la caspasa-3 puede procesar a la caspasa-9, cortando el fragmento p10. Una vez cortada
la caspasa-9, carece del dominio de union a XIAP, evadiendo asi su inhibicién y amplificando

la sefial apoptotica.

Finalmente, las caspasas-3 y -7 amplifican la sefial apoptética al activar a las caspasas 2/6/8/10
(Slee, E. A., etal., 1997), consolidando la muerte celular programada. Ademas de su funcion en
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la apoptosis, las proteinas de la familia IAP también participan en la inhibicion de otras formas
de muerte celular programada, como la necroptosis dependiente, mediada por la cinasa de
interaccion con receptor 1y 3 (RIPK1/RIPK3) (Newton, K., et al., 2019).

2.1.2 Via extrinseca (externa o de receptor)

La via extrinseca de la apoptosis inicia principalmente por perturbaciones del microambiente
extracelular y es impulsada principalmente por la estimulacion de receptores transmembrana
como los receptores de muerte (DRs) o los receptores de reconocimiento de patrones (PRRS)
(Galluzzi, L., et al., 2018).

Este proceso inicia cuando los ligandos especificos como TNFa, FasL o TRAIL se unen a sus
receptores de muerte en la membrana celular (TNFR1/2, Fas, Receptores DR4 y DR5). Esta
unién provoca la oligomerizacion de los receptores (Walczak, H., et al., 1997).

La oligomerizacion permite el reclutamiento de proteinas adaptadoras como la proteina
adaptadora asociada al dominio de muerte del TNF (TRADD) y la proteina adaptadora asociada
a Fas con dominio de muerte (FADD), y de las procaspasas iniciadoras 8/10, formando el
complejo de sefalizacién inductora de muerte (DISC). La proteina inhibidora tipo FLICE
(FLIP), que se ha reportado que es similar a una caspasa, también se incorpora al DISC y regula

negativamente la activacion de las caspasas iniciadoras (Medema, J. P., et al., 1997).

La proteina RIPK1 es reclutada al complejo DISC al interactuar con las proteinas TRADD y
FADD mediante sus dominios de muerte. Ademds, a través de modificaciones
postraduccionales, puede modular su funcion principalmente por ubiquitinacion. Dependiendo
de la condicion de la célula, RIPK1 puede favorecer la supervivencia celular activando la via
NF-kB o promover la muerte celular por apoptosis o, en ausencia de caspasa-8 activa, por

necroptosis (Schneider, P., et al., 1997).

En las etapas tempranas, la unién de TRADD, procaspasa-8, FLIP y RIPK1 ubiquitinadas al
DISC inhibe la actividad proapoptética de caspasa-8 y promueve una sefial de supervivencia e
inflamacion via NFxB. Este conjunto se denomina complejo I. La integridad del complejo | 'y

la ubiquitinacion de RIPK1 son claves para sostener las sefiales de supervivencia celular.
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Cuando TRADD se inhibe mediante pequefias moléculas, se bloquea la apoptosis y se activa la
autofagia dependiente de beclin-1, lo que pone de relieve la estrecha relacion entre ambos
procesos (Xu, D., et al., 2020).

Cuando el complejo | se internaliza o se separa del receptor, puede convertirse en el complejo
Il. Esta transicion sucede al desaparecer las sefiales de supervivencia, lo que permite la
activacion de las caspasas. En el complejo 11, las procaspasas 8/10 se activan automéaticamente,
iniciando asi la cascada que conduce a la apoptosis (Medema, J. P., et al., 1997).

Las caspasas 8/10 activadas procesan directamente a las caspasas efectoras 3/6/7 que ejecutan
la apoptosis al degradar proteinas celulares esenciales. Ademas, caspasa-8 también puede
activar a la proteina BID, un miembro de la familia BCL-2. BID truncada (tBID) se transloca a
las mitocondrias, induce MOMP y conecta la via extrinseca con la via intrinseca, amplificando

la sefial apoptotica (Mandic, A., et al., 2002).

2.1.3 Terminacion de la apoptosis

La apoptosis es un proceso antiinflamatorio activo en el que las células moribundas liberan
sefiales para su eliminacion, como nucleosomas y fragmentos de proteinas de membrana
mediante metaloproteinasas como la desintegrina y metaloproteinasa 10/17 (ADAM10/17), lo
que facilita su desprendimiento y reduce la inflamacion (Suzuki, J., et al., 2013). Durante la fase
final de la apoptosis, las vesiculas extracelulares apoptoticas (ApoEVs) exponen fosfatidilserina
(PS) en su superficie, lo que facilita su reconocimiento y eliminacion, por fagocitosis, ademas
de inducir la liberacion de factores antiinflamatorios como el factor antiinflamatorio TGF-.
Estas vesiculas, también pueden contribuir en la presentacion de antigenos. De manera paralela,
las células que entran en apoptosis liberan metabolitos con efectos antiinflamatorios a través de
los canales de panexina 1 (PANX1, los cuales actlan sobre las células vecinas promoviendo la
reparacion del tejido y la inhibicion de la respuesta inflamatoria (Figura 6) (Farinacci, M., et
al., 2012).
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Figura 6. La apoptosis se activa por dos vias principales. En la via intrinseca, las proteinas BAK/BAX forman
poros en la membrana mitocondrial liberando citocromo ¢, que junto con Apaf-1 y procaspasa-9 forma el
apoptosoma que activa la caspasa-9 y desencadena la cascada de caspasas; y la extrinseca, iniciada por la unién a
receptores de muerte (como TNFR1) que forman complejos con TRADD, FADD, RIPK1 y procaspasa-8, activando
caspasas 8 y 10 para inducir la apoptosis. La ubiquitinacion de RIPK1 y la presencia de FLIP regulan la sefializacion
y supervivencia celular. Las células apoptoticas exponen fosfatidilserina en su membrana, sefialando su eliminacion

mediante fagocitosis. Tomado de Bertheloot, D., et al., 2021.

2.2 Funcion bioldgica y fisioldgica de la apoptosis

Durante el desarrollo embrionario, la apoptosis es un proceso indispensable en la formacion de
Organos y tejidos. En esta etapa, se generan mas células de las necesarias, por lo que la apoptosis
elimina aquellas que son transitorias o que han cumplido una funcién temporal. (Jacobson, M.
D., etal., 1997). La apoptosis también funciona como un mecanismo inmunologico, las células
infectadas por virus o las células con dafio genético irreversible activan su propio proceso
apoptotico para prevenir su replicacion o transformacion maligna. En el sistema inmunitario,
los linfocitos T autorreactivos que podrian atacar tejidos propios son eliminados por apoptosis
durante su maduracion en el timo, lo que previene el desarrollo de enfermedades autoinmunes
(Wong, R. S.,2011) (Tabla 2).
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Tabla 2.

La apoptosis como mecanismo fisiopatoldgico

Condiciones
fisioldgicas

La apoptosis también ha sido estudiado en el desarrollo animal, donde
se ha visto que cumple multiples funciones como la eliminacién de
celulas no deseadas, modelar estructuras, eliminar estructuras
innecesarias, controlar el nimero de células, eliminar células anormales,
mal ubicadas, no funcionales o dafiinas,producir células diferenciadas
sin organulos (Glucksmann, A; 1951).

También la apoptosis participa en la destruccion celular programada en
el desarrollo embrionario con el fin de esculpir tejido. Este mecanismo
se activa en etapas tempranas del desarrollo, permitiendo la eliminacion
del tejido interdigital, lo que permite la separacion de los dedos de las
manos y pies para su separacion en vertebrados. Se ha visto que, si la
muerte celular se inhibe mediante el tratamiento con un inhibidor de la
caspasa peptidica, se bloquea la formacién normal de los dedos
(Jacobson, M.D., et al., 1996 ).

Condiciones
patologicas o
terapéuticos

En la quimioterapia para tratar el céncer, la irradiacion y farmacos
antineoplasicos son utilizados. Se ha visto que inducen un dafio en el
ADN en ciertas células, lo que puede desencadenar la muerte apoptotica
a través de una via dependiente de p53. También, algunas hormonas,
como los corticosteroides, pueden conducir a la muerte apoptética en
algunas células como los timocitos, aunque otras células no se ven
afectadas o incluso se estimulan, provocando una disminucion o evasién
de la apoptosis.Esta resistencia a la apoptosis, favorece la resistencia a
quimioterapia y el crecimiento tumoral (Norbury, C.J; 2001).

La apoptosis se ha implicado en la patogénesis de enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral
amiotrofica. Este proceso se asocia principalmente a la acumulacion de
proteinas como la beta-amiloide (Ap), Alfa-sinucleina (a-sin), las cuales
se localizan en el interior de la mitocondria y puede provocar disfuncion
mitocondrial activando la via intrinseca de la apoptosis. Estudios
dirigidos a las caspasas, como la administracion de inhibidores de
caspasas, se ha visto que pueden interferir significativamente en la
progresion de la enfermedad, retrasando la muerte neuronal y la
posterior aparicion de sintomas en ratones con esclerosis lateral
amiotrofica, prolongando asi su supervivencia (Erekat, N. S; 2022).
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2.3 Apoptosis en el higado

La apoptosis participa en la regulacion de la respuesta inmune hepética. Durante una infeccion
o inflamacidn, el higado recibe linfocitos activados que combaten al agente patdégeno. Una vez
controlada la infeccidn, estos linfocitos son eliminados mediante apoptosis para evitar una
respuesta inmune prolongada que pueda dafiar el tejido hepatico (Wang, H., et al., 2021). Un
exceso de apoptosis de hepatocitos contribuye al dafio progresivo del higado en enfermedades
como la hepatitis viral, MASLD y MASH. En estos casos, los hepatocitos dafiados activan vias
apoptoticas que liberan sefiales proinflamatorias, atrayendo células inmunitarias y estimulando
la fibrogénesis (Kanda, T., et al., 2018).

2.4 MASLD y apoptosis

La apoptosis desempefia un papel central en la progresién de la MASLD. En hepatocitos
primarios de rata y en la linea celular H41IEC3 tratados con palmitato y quelantes de calcio, se
ha observado disfuncion mitocondrial, alteracion de la homeostasis del calcio y aumento de
ROS, condiciones que favorecen la activacién de la apoptosis cléasica (Egnatchik, R. A., et al.,
2014).

Entre las vias apoptéticas implicadas se destaca DR5, inducido por la proteina homoéloga C/EBP
(CHOP) o la cinasa JNK. Esta activacion estimula proteinas proapoptdticas como Bim
(BCL2L11) y PUMA, culminando en la activacion de la caspasa-3 (Akazawa Y., et al., 2016).
La cinasa JNK desempefia un papel importante en la sefializacion asociada al estrés del reticulo
endoplasmico (RE), la inflamacion y la apoptosis, modulando proteinas de la familia Bcl-2
(Johnson G. L., et al., 2007).

La proteina JNK fosforilada interactua con la proteina asociada a SH3 de la mitocondria (Sab),
lo que afecta negativamente la respiracion celular, eleva la produccion de ROS y mantiene
activa a la propia JNK, lo que establece un bucle de retroalimentacion conocido como JNK—

SAB-ROS loop, que perpetua el estrés oxidativo, promueve la disfuncion mitocondrial e induce
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apoptosis en hepatocitos expuestos a lipotoxicidad. Como resultado, esta via contribuye al
avance de MASLD hacia MASH (Min, R. W., et al., 2022).

Se ha demostrado en modelos in vitro que el tratamiento conjunto con LPS y &cidos grasos libres
(AGL) altera el equilibrio proteico de la familia Bcl-2. Esta exposicion de acidos grasos provoca
una disminucién de BCL-2, tanto a nivel transcripcional como proteico, junto con un incremento
de los niveles de BAX, generando un desbalance en la proteccion de la membrana de la
mitocondria, activando las caspasas 3 y 8, conduciendo a un estado proapoptotico mediado por
la via del TNF-a (Li, Y., et al., 2009).

Finalmente, el uso de compuestos como el &cido asiatico de Potentilla chinensis (AAPC) ha
mostrado beneficios significativos en modelos de estudio de MASLD. Al reducir
simultaneamente la acumulacion de lipidos, el estrés del reticulo endoplasmico y la activacion
de vias inflamatorias y apoptoticas, el AAPC se perfila como una intervencion prometedora para

preservar la integridad funcional de los hepatocitos (Wang, D., et al., 2018).

3 Moléculas de estudio relacionadas en la apoptosis

3.1 Caracteristicas generales del antigeno tumoral celular p53

El gen de la proteina tumoral p53 (TP53) se localiza en el cromosoma 17p13.1 y codifica para
la proteina p53, conocida como el “guardian del genoma”, mantiene la estabilidad genética y
previene la formacion de tumores. Esta proteina, compuesta por 393 aminoacidos y un peso
molecular de 53 kDa, actla como factor de transcripcion que regula el ciclo celular, la apoptosis,
la reparacion del ADN y el metabolismo celular, evitando que las células con dafio genético
continten dividiéndose (Butera, A., et al., 2025). Cuando el dafio es irreparable, p53 induce la
muerte celular programada. Estructuralmente, p53 esta conformada por cinco dominios
funcionales: un dominio de transactivacion (TAD) en el extremo N-terminal, una region rica en
prolina (PRO), un dominio de wunion al ADN (DBD), un dominio de
oligomerizacion/tetramerizacion (TD) y un dominio regulador (RD) en el extremo C-terminal
(Figura 7) (Flores, L., et al., 2024).
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Figura 7. Localizacién cromosomica y dominios funcionales de p53. El gen TP53, se encuentra localizado en
17p13,1 del brazo corto; esta organizado estructuralmente por varios dominios funcionales que incluye: Dominio
de activacion transcripcional (TAD), el dominio rico en prolina (PRO), el dominio de unién al ADN (DBD), el
dominio de tetramerizacién (TD) y el dominio regulador (RD). La proteina p53, tiene una secuencia de 393

aminoacidos y un peso molecular de 53 kDa.

P53 depende estrechamente del homologo murino de doble minuto (MDMZ2), que es una ligasa
de ubiquitina que dirige su degradacion proteosomal, manteniéndolo en concentraciones basales
minimas en condiciones fisioldgicas (Shi, D., et al., 2012).

No obstante, ante estimulos de estrés como la hipoxia, el dafio genomico o la sefializacién
oncogeénica, las cinasas de ataxia telangiectasia mutada (ATM) vy la cinasa relacionada con
ATMATR orquestan la fosforilacion de este complejo. Este cambio postraduccional interrumpe
la interaccion p53-MDMZ2, facilitando la estabilizacion y translocacion nuclear de p53, donde
acta como factor de transcripcion para genes vinculados a la reparacion del ADN, la detencién

del ciclo celular y la apoptosis (Garcia, C. J., et al., 2019).

Ademas de su funcién clasica en el control del ciclo celular, p53 participa en la senescencia
celular, la autofagia y la regulacion del metabolismo energético, promoviendo la oxidacion
mitocondrial y reprimiendo la glucolisis (Berkers, C. R., et al., 2013). Se han identificado varias
isoformas de p53 (como A40p53 y A133p53) que modulan su actividad transcripcional y pueden
influir en procesos metabolicos y de estres celular hepatico (Lee, S. Y., et al., 2025).
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Las mutaciones en TP53 son algunas de las mas comunes en el cancer humano y estan asociadas
con pérdida de funcion y, en ciertos casos, ganancia de funcion oncogénica que promueve la

proliferacion tumoral y la inestabilidad gendémica (Hertel, A.,et al., 2025).
3.1.1 Relacién de p53 con MASLD y apoptosis

En estudios hechos en ratones macho de la cepa C57BL/6J alimentados con una dieta occidental
rica en grasas y azUcares, se evidencio que dicha dieta induce MASLD vy activa de forma
persistente la respuesta al dafio del ADN vy la via de p53, incluso después de revertir la dieta.
Los niveles elevados de p53 se asociaron con un aumento de la apoptosis y la balonizacion
hepatocelular. Ademas, la inhibicion del gen TP53 redujo la sefializacion apoptética (Zou, Z.
Y., etal., 2024).

En tejidos hepéticos de pacientes con distintos estadios de MASLD, el incremento de la
esteatosis hepatica se asocia con una mayor expresion de la proteina proapoptotica p53, junto
con una disminucion del marcador antiapoptético BCL-2 y una leve reduccion de BAX, lo que
demuestra que la progresion de MASLD favorece la apoptosis de los hepatocitos, impulsada por
la activacion de p53 y la inhibicién de BCL-2, lo que contribuye al dafio y avance de la
enfermedad hepatica (Panasiuk, A., et al., 2006).

En una investigacion hecha en ratones reporteros para estudiar la expresion de p53, la
acumulacion de &cidos grasos y el efecto de ROS. Se observo la activacion de p53 como parte
de una respuesta adaptativa temprana frente al estrés metabolico inducido por una acumulacion
de &cidos grasos. El resultado demostré que la activacién de p53, cuando es un dafio bajo o
moderado, este factor induce la expresion de genes protectores. relacionados a reguladores de
la glucolisis, y la apoptosis inducida por TP53 (TIGAR), disminuyendo el dafio oxidativo, y
potenciando genes relacionados con la supervivencia celular, como SOCS3 (Zou, Z. Y., et al.,
2024). En modelos experimentales de MASH, principalmente roedores a los que se les indujo
una dieta alta en grasa y fructosa, se ha observado una reduccion de la actividad de p53 en el
higado, incrementando la peroxidacion lipidica, inflamacién y fibrosis, lo que demuestra su

funcién protectora inicial (Wittke, C. I., et al., 2025).
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La proteina p53, en el higado, se ha visto que puede llegar a tener una funcion dual dependiendo
del contexto. En etapas tempranas de dafio hepatico, actia como un mecanismo de defensa,
manteniendo la estabilidad en general. Sin embargo, cuando el dafio es cronico o hay una
sobreestimulacion sobre TP53/p53, promueve la apoptosis prolongada de la via intrinseca.
Cuando el citocromo c es liberado y se ejecutan las caspasas 3/7, no solo reduce la masa
funcional del higado, sino que también orquestan un entorno inflamatorio que activa a las células

estrelladas, acelerando la progresion hacia un estado fibrético. (zZhao, J., et al., 2021)
3.2 Caracteristicas generales de BCL-2

El gen BCL2 fue identificado en un linfoma de células B, se considera un protooncogen y
codifica para la proteina BCL-2, que es fundamental para la regulacion de la apoptosis y la
supervivencia celular, debido a que su funcion caracteristica es evitar la muerte celular
programada mediante el bloqueo o inhibicion de la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa (Tsujimoto, Y., et al., 1986). En humanos, esta proteina tiene un tamafio
de 239 aa y un peso de 26 kDa (Haldar, S., et al., 1994) . Pertenece a la familia homénima de

proteinas antiapoptoticas que comparten una arquitectura a-helicoidal altamente conservada.

Estudios anteriores han demostrado que BCL-2 presenta siete hélices o, las cuales forman un
nucleo hidrofébico compacto con un surco hidrofébico superficial capaz de reconocer y unirse
a los dominios BH3 de proteinas proapoptoéticas como BAX, BAK o BID. Este surco es el centro
funcional de la proteina, ya que regula las interacciones que determinan si la célula sobrevivira

o iniciara el proceso apoptotico. (Petros, A. M., et al., 2004).

Esta proteina contiene cinco dominios conservados, denominados BH1, BH2, BH3 y BH4, que
median su estructura y su capacidad de interaccion. Los tres primeros (BH1-BH3) conforman
el surco hidrofébico caracteristico, mientras que el dominio BH4, localizado en el extremo N-
terminal, es critico para su funcion antiapoptética y para estabilizar la conformacion de la
proteina, mientras que su dominio de anclaje a la membrana (TM) es una heélice alfa hidrofobica
que ancla la proteina a la membrana mitocondrial externa. Este anclaje permite que BCL-2
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interactle con otras proteinas y bloquee la apoptosis al evitar la liberacion de citocromo C
(Figura. 8) (Kvansakul, M.,et al.,2015).
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Figura 8. Localizacién cromosémica y dominios funcionales de BCL-2. El gen BCL2 se encuentra en el brazo
largo (Q), del cromosoma 18 (18¢21.33). La organizacion estructural de la proteina BCL-2, se dividen en 4
dominios funcionales: Destacan sus cuatro dominios de homologia Bcl-2 (BH1-4) y el dominio transmembrana
(TM) carboxi-terminal, responsable de su anclaje a membranas intracelulares. Se sefialan las hélices alfa (a1-a7) y
la region que conforma el dominio receptor. La proteina consta de una secuencia de 239 aa y un peso molecular de
26 kDa.

En 2023 se reveld un nuevo mecanismo por el cual la proteina supresora de tumores p53 puede
antagonizar la actividad antiapoptotica de BCL2 al unirse directamente a su surco hidrofébico,
desplazando proteinas proapoptéticas y debilitando su funcién protectora (Wei, H., et al., 2023).
Por otro lado, se ha descrito que la proteina BCL-2 se encuentra regulada postraduccionalmente
por la via ubiquitina-proteasoma, lo cual determina su estabilidad y su degradacidn en respuesta

al estrés celular o al tratamiento con farmacos dirigidos (Singh, A.et al., 2024).
3.2.1 Relaciéon de BCL2 con MASLD y apoptosis

Estudios hechos en pacientes que padecen MASH, se ha visto que la lesion hepatica se asocia
con apoptosis y activacion del factor de transcripcion NF-xB. Estos procesos estan relacionados
con la despolarizacion de la membrana mitocondrial por BAX y bim, la liberacion del citocromo
c y la activacion de la caspasa, para terminar el proceso de la apoptosis. La proteina BCL-2, al
tener un papel antiapoptotico, se debe compensar con la expresion de BAX. En pacientes con
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MASH, se ha observado una disminucion significativa de BCL-2, correlacionado inversamente
con el grado de apoptosis; a menor nivel de BCL-2, aumenta BAX, incrementando la apoptosis
hepatocelular (Kanda, T., et al., 2018).

Asimismo, BCL2 y sus homologos se ven afectados por el estrés lipotdxico, la acumulacién de
acidos grasos libres, el estrés del reticulo endoplasmico y la activacion de la via JNK, lo que
aumenta proteinas proapoptoéticas (BAX, PUMA) y reduce la expresion de BCL2, disminuyendo
la resistencia de los hepatocitos a la apoptosis. Adicionalmente, en modelos experimentales se
ha observado que al incrementar la expresion de BCL2 se reduce la apoptosis de hepatocitos y

se atentan lesiones hepaticas asociadas a esteatosis (Li, X.,et al., 2020).

Un estudio hecho en ratas con higado graso, mostr6 que tanto Bcl-2 como Bax aumentaron su
expresion de manera dependiente de la dieta y del tiempo. La relacién Bcl-2/Bax disminuy6
conforme avanzaba la enfermedad, lo que indica una pérdida de la capacidad protectora y un
desplazamiento del equilibrio hacia la apoptosis, favoreciendo la actividad de moléculas
proapoptdticas (Li, C., et al., 2014). Mientras que en otro estudio hecho en humanos con
esteatosis hepatica, se encontrd que la expresion de BCL2 se redujo mientras que BAX aumento,

correlacionando con mayor dafio hepatico (Panasiuk, A., et al., 2006).

3.3 Caracteristicas generales del citocromo C

El citocromo c, codificado por el gen CYCS, es una hemoproteina mitocondrial pequefia y
altamente conservada que participa en procesos esenciales para la vida celular. Esta compuesta
por una cadena Unica de 105 aminodcidos y un peso molecular aproximado de 12.3 kDa
(Margoliash, E. 1963). El citocromo ¢ pertenece al grupo del citocromo ¢ y posee un grupo
[lamado hemo c, Unico que forma enlaces covalentes con los residuos de cisteina de la estructura
proteica (Figura 9) (Reedy, C. J., et al., 2006).
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Figura 9. Localizaciéon y Gnico dominio funcional de citocromo c. EI gen CYCS, no tiene localizacion
cromosOmica, se encuentra entre la membrana externa/interna de este organelo. Esta proteina tiene una secuencia
de 105 aa y un peso molecular de 12.3 kDa, con un Unico dominio; Dominio Hemo c. Ademas, se especifican los
sitios de unidn covalente al hemo vy los ligandos axiales para el hierro, los cuales permiten la transferencia de

electrones en el metabolismo energético y la sefializacién de muerte celular programada tras su liberacién al citosol.

En condiciones fisioldgicas, el citocromo c reside principalmente en las mitocondrias, donde
actia como transportador de electrones en la cadena de transporte de electrones. Facilita la
transferencia de electrones desde la coenzima Q-citocromo ¢ reductasa (complejo 111) a la
citocromo ¢ oxidasa (complejo 1V), contribuyendo a la generacion de un gradiente de protones
a través de la membrana mitocondrial interna, el cual se utiliza para la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) (Li, K., et al., 2000).

Ademas de su funcion metabdlica, el citocromo ¢ participa activamente en la apoptosis. Bajo
estimulos de dafio celular o estrés, se libera al citosol y se une a Apaf-1 y ATP/dATP para formar
el apoptosoma, activando la caspasa-9 e iniciando la cascada de muerte celular programada (Liu,
X., et al., 1996). Este proceso estd regulado por proteinas de la familia Bcl-2 y por
modificaciones postraduccionales como fosforilaciones y acetilaciones, que modulan su papel

tanto en la respiracion mitocondrial como en la apoptosis (Morse, P. T., et al-. 2024).
3.3.1 Relacién de citocromo ¢ con MASLD y apoptosis

La acumulacion de lipidos en los hepatocitos provoca estrées mitocondrial, aumento de ROS y
disfuncion de la cadena respiratoria, lo que compromete el potencial de membrana mitocondrial

y desencadena la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa. Este proceso permite
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la liberacion de citocromo c al citosol, un paso clave para la activacion de la via intrinseca de la

apoptosis en las células hepaticas afectadas (Prasun, P., et al., 2021).

En un estudio realizado en pacientes con distintas hepatopatias, se observé que el citocromo ¢
soluble se encuentra significativamente elevado, con concentraciones mas altas en higado y bilis
que en sangre portal, lo que sugiere su origen hepatico. Ademas, estos niveles se correlacionan
con el indice apoptdtico y con pardmetros de dafio hepético, disminuyendo tras el tratamiento
antiviral; por ello, se propone como un marcador sérico de apoptosis en enfermedad hepética
(Ben, A, et al., 2003).

Otra investigacion hecha en ratas macho, se demostré que la acumulacion de palmitato y
palmitoil-CoA (Pal-CoA) induce la liberacion mitocondrial de citocromo c, activando la
apoptosis de hepatocitos. Este mecanismo de transicion de permeabilidad mitocondrial (mMMPT)
podria contribuir a la progresién de MASLD hacia fibrosis, cirrosis o carcinoma hepatocelular
(Barrios, M., et al., 2021).

En cultivos celulares con palmitato como tratamiento, se demostrd que la sobreexpresion de
sustancia estimuladora hepética (HSS) redujo la apoptosis, mientras que su inhibicion la
incrementd, indicando que la pérdida de HSS favorece la apoptosis mediada por citocromo ¢
durante la progresién de MASH (Jiang., et al., 2011).

3.4 Caracteristicas generales de la CASPASA 3

El gen CASP3 codifica la caspasa-3, se localiza en la posicién 4g35.1, tiene un tamafio de 277
aminoacidos, es una proteasa tipo cisteina-acido aspartico esencial en la fase final de la via
apoptotica intrinseca. Esta enzima escinde proteinas diana dentro de la célula, induciendo la
muerte celular programada. La caspasa-3 se activa mediante la escision proteolitica del conector
interdominio y el prodominio N-terminal (Ponder, K. G., et al., 2019). La procaspasa-3, su
forma inactiva, tiene un peso molecular de aproximadamente 32 kDa; tras la activacion, se
divide en dos subunidades de 17 kDa y 12 kDa que se ensamblan formando un heterotetrdmero

activo (dos subunidades grandes y dos pequefias) (Figura 10) (Asadi, M., et al., 2022).
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Figura 10. Localizacion cromosomica y dominios funcionales de la CASPASA 3. El gen CASP3 se encuentra
en el brazo largo (Q), del cromosoma 4(4g35). La organizacién estructural de la proteina CASPASA 3, se divide
en el pro-dominio N-terminal, la subunidad mayor (p20/p17) y la subunidad menor (p12/p10). Las flechas sefialan
los sitios de escision proteolitica especificos en el péptido conector, cuya ruptura es indispensable para la
maduracion de la enzima y su ensamblaje en el heterotetramero cataliticamente activo. Ademas, su secuencia tiene

un tamafio de 277 aa y un peso molecular de 32 kDa.

La caspasa-3 pertenece a la familia de peptidasas C14, y su sitio catalitico activo esta formado
por un residuo de cisteina (Cys-163) y un residuo de histidina (His-121), ambos cruciales para
su actividad proteolitica. EI gen CASP3 se expresa en casi todos los tejidos humanos, aunque en

niveles variables segun el tipo de tejido (Asadi, M., et al., 2022).

Las caspasas se ha visto que han sido conservadas desde modelos como Caenorhabditis elegans
hasta humanos, son una familia conservada de proteasas que funcionan como mediadoras clave
de la apoptosis, un proceso vital para el desarrollo y la homeostasis tisular. Todas las caspasas
usan una cisteina nucleofilica para cortar enlaces peptidicos después de residuos de acido
aspartico. Se sintetizan como procaspasas inactivas que se activan por escision proteolitica,

formando enzimas tetraméricas activas (Asadi, M., et al., 2022).

Las caspasas se clasifican en dos grupos principales: Iniciadoras y efectoras. Las caspasas
iniciadoras se conocen por su papel en activar a las caspasas efectoras en respuesta a sefiales de

muerte celular, a su vez, las caspasas efectoras se encargan de degradar proteinas celulares para
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ejecutar la apoptosis. La activacion de procaspasas iniciadoras ocurre mediante un proceso de
oligomerizacién mediada por proteinas adaptadoras, lo que permite regular las vias apoptoticas
desencadenadas tanto por la via de receptores de muerte en la membrana como por la via del

complejo citocromo c-Apaf-1 mitocondrial (Ponder, K. G.,et al., 2019).

Ademas, se han identificado vias de activacion de la caspasa-3 que dependen o no de la
liberacion de citocromo ¢ mitocondrial y de la funcion de la caspasa-9. La caspasa-3 es esencial
para el desarrollo normal del cerebro y es importante o esencial en otros escenarios apoptoticos
de una manera notablemente especifica del tejido, el tipo celular o el estimulo de muerte. Asi,
la caspasa-3 es esencial para ciertos procesos asociados con el desmantelamiento de la célula 'y
la formacion de cuerpos apoptéticos, pero también puede funcionar antes o en la etapa en que
se produce el compromiso con la pérdida de viabilidad celular (Porter, A. G., et al., 1999).

3.4.1 Relacién de la caspasa 3 con MASLD y apoptosis

La activacion de la caspasa-3 es clave en la MASLD, especialmente en hepatocitos con
acumulacion lipidica y estrés metabolico. En MASH, se ha observado un incremento en los
niveles de la caspasa-3 activa, vinculado a la apoptosis hepética, lo que confirma la activacion

de mecanismos apoptéticos en esta enfermedad (Kanda, T., et al., 2018).

En un modelo experimental de MASH inducido por dieta deficiente en metionina y colina
(MCD), ratones de la cepa C57BL/6 con delecion del gen de la caspasa-3 (Casp3/") presentaron
una disminucién de apoptosis hepatica, menor expresion de genes pro fibréticos y una reduccion
significativa en el depdsito de colageno en el higado, en comparacion con ratones salvajes (WT)
sometidos a la misma dieta. Lo que indica que la caspasa-3 juega un papel importante en el
desarrollo y la progresién de MASLD (Thapaliya, S., et al., 2014).

Ademas, mas alld de su papel en la apoptosis clasica, la caspasa-3 estd emergiendo como un

punto de acercamiento entre la apoptosis y otras formas de muerte celular relacionadas con la

inflamacion en la MASLD. Debido a que un estudio reciente indica que la caspasa-3 puede
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mediar, ademas de la apoptosis, la activacion de la gasdermina E (GSDME) para inducir

piroptosis (Cao, S., et al., 2025).

En un estudio realizado en pacientes con diferentes grados de MASLD, se encontré que la
expresion de caspasa-3 fue mayor en pacientes con hepatitis B cronica (57.1%), hepatitis C
cronica (72.0%) y esteatohepatitis no alcohdlica (82.0%) en comparacion con tejido hepatico
normal (18.8%). Ademas, la expresion de caspasa-3 aumentd progresivamente con la gravedad
del dafo patolégico, lo que sugiere que esta enzima participa en la apoptosis de los hepatocitos

y en la patogénesis de estas enfermedades hepaticas crénicas (Hainfeng, Y., et al., 2012).

En muestras de higado de pacientes, se evalud distintas progresiones de la enfermedad como
MASH, esteatosis simple, hepatitis alcohdlica y controles sin enfermedad hepatica utilizando el
ensayo de marcaje de extremos de ADN mediado por desoxinucleotidil transferasa terminal
(TUNEL) e inmunohistoquimica dirigida para evaluar las caspasas 3/7 activadas. Los resultados
obtenidos fueron que la apoptosis aumenta significativamente en pacientes con MASH vy se
correlaciona con la gravedad de la enfermedad, lo que sugiere que una terapia antiapoptotica

puede ser Gtil para tratar esta enfermedad (Feldstein., et al., 2003)
3.5 Caracteristicas generales de PARP escindida

La poli (ADP-ribosa) polimerasa es una enzima codificada por el gen PARP1, que se localiza
en 1g42.12, que cataliza la ADP-ribosilacion (modificacién postraduccional) de diversas
proteinas nucleares utilizando nicotinamida adenina dinucledtido oxidado (NAD*) como
sustrato. La familia PARP comprende 17 proteinas, y la PARP-1 representa entre el 85 % y el
90 % de la actividad total de PARP (Vida, A, et al., 2016).

Esta enzima se activa al unirse a los extremos del ADN o a roturas en la cadena, lo que ha
llevado a sugerir que la PARP contribuye a la muerte celular mediante el agotamiento de las
reservas celulares de NAD" y ATP, diversas respuestas celulares al dafio genotoxico y
reparacion del ADN (Berger, N. A, et al., 1985).
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PARP-1, antes de ser escindida, tiene un tamafio de 1014 aminoacidos, se fragmenta en dos
fragmentos de aproximadamente 89 kDa y 24 kDa. Estos fragmentos contienen,
respectivamente, el sitio activo y el dominio de union al ADN de la enzima (3-5). Esta escision
inactiva esencialmente la enzima, ya que destruye su capacidad para responder a las roturas de
las cadenas de ADN, facilitando asi el avance del proceso apoptético (Kaufmann, S. H., et al.,
1987).

La caspasa-3 es la principal responsable de la escision de PARP durante la muerte celular. La
secuencia especifica donde la caspasa-3 corta a PARP, conocida como DEVD, que incluye los
aminoacidos de aspartato, glutamato, valina y aspartato, esta altamente conservada en la
proteina PARP a lo largo de especies muy distantes, lo que resalta la importancia funcional y
evolutiva de esta escision en el proceso de apoptosis (Le, R. Y., et al., 1998).

La proteina PARP-1 se divide funcionalmente en tres dominios principales y estructuralmente
en seis (A aF). El dominio A, ubicado en el extremo amino terminal, es responsable de la unién
al ADN mediante dos dedos de zinc (FI y FII), estimulando la actividad catalitica; dentro de este
dominio esta el dominio B, que contiene la sefial de localizacion nuclear (NLS) y la secuencia
diana de caspasa-3 para la protedlisis de PARP-1. EI dominio D, de automodificacion, contiene
la mayoria de los residuos de acido glutdmico que se poli-ADP-ribosilan, ademas de motivos
importantes como la cremallera de leucina para dimerizacion y el motivo del dominio C-
terminal de BRCAL (BRCT) para interaccion con factores de transcripcion y proteinas de
reparacion del ADN (Martin, O., et al., 2016).

Finalmente, el dominio catalitico F, altamente conservado, posee la estructura para la unién de
NAD+ y comparte homologia con otras ADP-ribosil transferasas, formando la base para la
superfamilia PARP, implicada en diversas funciones celulares a través de la poli-ADP-
ribosilacion (Figura 11) (Martin O., et al., 2016).
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Figura 11. Localizacién cromosémica y dominios funcionales de PARP. EI gen PARP1 se encuentra en el
brazo largo (Q), del cromosoma 1 (1g42.12). La organizacidn estructural de la proteina PARP escindida, Se
identifican el dominio de unién a DNA (DBD) con sus dos dedos de zinc (FI, FII) en el fragmento de 24 kDa, la
Sefial de Localizacidon Nuclear (NLS), el dominio BRCT, el Leucine Zipper (LZ) y el Sitio Activo catalitico en el
fragmento de 89 kDa. La linea punteada alrededor del aa 656 representa una region conectora flexible. Ambos
fragmentos son producto de la escision de PARP-1 por caspasas durante la apoptosis. Ademas, su secuencia tiene

un tamafio de 1014 aa y un peso molecular de 116 kDa.

3.5.1 Relacién de PARP escindida con MASLD y apoptosis

La implicacién de PARP-1 en el avance de distintas enfermedades hepaticas como MASH, la
enfermedad hepatica alcoholica (ALD) y el carcinoma hepatocelular, indica que podria ser una

diana terapéutica prometedora (Younossi, Z. M., et al., 2018).

La PARP-1 desempefia un papel crucial en la apoptosis de los hepatocitos al inducir la muerte
celular y aumentar la produccion de mediadores proinflamatorios cuando se sobreactiva en
respuesta a ROS y nitrogeno. Este proceso afecta directamente la capacidad del higado para

autorrepararse (Mukhopadhyay P., et al., 2014).

Actualmente, se han hecho estudios directos sobre la proteina PARP-1 en tejido hepatico
infectado por el virus de la hepatitis C (VHC), aunque son limitados. Sin embargo, las funciones
bien establecidas de esta enzima en la respuesta al dafio del ADN (DDR) y en la regulacion de

la inflamacion sugieren que PARP-1 podria activarse bajo condiciones de estrés inducido por el
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VHC. Esta activacion podria contribuir potencialmente a la fibrosis hepatica y a la progresion

hacia el cancer (Smirnova, O.A., et al., 2023).

En ALD, la sobreactivacion de PARP-1 causa necrosis de hepatocitos y muerte de monocitos,
mientras que los niveles elevados de la quimiocina CCL2 en hepatocitos y macréfagos hepaticos
contribuyen al dafio (Ma, X. Y., et al., 2021). Estudios en ratones muestran que bloquear los
receptores de quimiocinas CC tipo 2 y 5 puede prevenir o revertir este dafio (Yin, F., et al.,
2022).

En las fases iniciales de MASLD, la disfuncion de la barrera intestinal aumenta la translocacion
de LPS al higado, desencadenando piroptosis. LPS activa PARP-1, que potencia la sefializacién
de NF-kB mediante su interaccion con coactivadores como p300, elevando la expresion de
citocinas proinflamatorias y mediadores como dxido nitrico sintasa inducible y ciclooxigenasa-

2, lo que intensifica la inflamacion hepatica (Pazzaglia, S.,et al., 2019).
3.6 Relacion IL-10, apoptosis y MASLD

Anteriormente, no se habia investigado especificamente el papel que tiene la IL-10 con respecto
a la proteccion del higado frente a la apoptosis. Se consideraba que esta proteccién se debia
principalmente a la regulacion negativa de las citocinas proinflamatorias, las cuales pueden ser
perjudiciales para el higado al aumentar el estrés oxidativo, inducir apoptosis y la difusion

mitocondrial, lo que puede llevar a necrosis (Zhong, J., et al., 2006).

La IL-10 se ha identificado como un posible regulador de estos procesos (lyer, S. S., et al.,
2012). La IL-10 es una citocina inmunorreguladora que posee propiedades tanto
antiinflamatorias como inmunoestimulantes, y su expresion suele estar alterada en diversas
enfermedades humanas (Saxton, R. A., et al., 2021). Algunas investigaciones sugieren que la
IL-10, tiene un papel protector en diversas enfermedades hepaticas, que involucran afecciones

virales, autoinmunes e inducidas por el consumo de alcohol (Solleiro, V. H., et al., 2024).

En un estudio realizado en ratones deficientes en 1L-10, se demostré que la apoptosis hepatica
inducida por LPS, se incrementa en estos animales. En ultima instancia, la 1L-10 actda como un

freno biologico indispensable para la homeostasis hepética. Sin su intervencion, el dafio celular
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y la apoptosis inducida por componentes bacterianos progresan sin oposicion, impulsados por
un perfil de citocinas altamente inflamatorio. La evidencia indica que la presencia de IL-10 es
suficiente para revertir este fenotipo, demostrando un papel protector robusto al minimizar

sustancialmente la muerte celular programada y la lesion tisular (Zhong, J., et al., 2006).

Por otra parte, se ha demostrado que la IL-10 modula y regula diversos procesos inflamatorios
y de supervivencia celular en diversos sistemas celulares. En un estudio realizado en cultivo de
condrocitos, se demostré que la IL-10 tiene un efecto protector sobre los condrocitos al inhibir
la apoptosis provocada por TNF-a a través de la regulacion de Bax y Bcl-2 (John, T., et al.,
2007).

En estudios mas recientes, hechos a partir de biopsias hepéticas y suero humano de pacientes
que presentaban obesidad morbida y MASLD, se observd que tanto las biopsias como en el
suero la concentracion de IL-10 disminuye a medida que aumenta la inflamacion lobulillar en
el higado. Dichos hallazgos sugieren que el proceso inflamatorio hepatico podria derivar de una
pérdida en la capacidad inmunomoduladora de la IL-10, lo cual propicia un microambiente
proinflamatorio (Solleiro, V. H., et al., 2024). No obstante, la relevancia de la IL-10 en la génesis
de la inflamacidn lobulillar, considerada uno de los estadios iniciales y determinantes en la
transicion hacia MASH, continda siendo un area escasamente documentada en estudios clinicos

humanos.

La evidencia indica que la IL-10 podria tener un efecto protector sobre la apoptosis hepatica al
regular citocinas proinflamatorias y vias de sefializacién de muerte celular (Santiago-Lomeli, et
al., 2005). Lo que ayuda a prevenir el dafio hepatico y la progresion a enfermedades mas graves
como MASH. Sin embargo, existen estudios en animales que demuestran que la inhibicion de
la apoptosis protege a los roedores de dafios (lyer, S. S.,, et al.,2012). Aungue en humanos no
se ha logrado demostrar que estos inhibidores sean efectivos (Figura 12)(Galluzzi, L., et al.,
2018).

3.7 Expresion diferencial de genes de apoptosis en biopsias hepaticas humanas: reanalisis

transcriptomico de datos publicos

Con la finalidad de analizar la expresion diferencial de genes asociados con la apoptosis, se
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reanalizo el conjunto de datos GSE126848 (RNA-seq de biopsias hepaticas humanas), mediante
un flujo de trabajo reproducible en R (v4.4.0) y Bioconductor, disefiado para garantizar la
trazabilidad y el control de calidad en todas las etapas del anélisis.

Esta base de datos incluye muestras hepaticas clasificadas en cuatro grupos clinicos: individuos
con peso normal (n = 14), personas con obesidad (n = 27), NAFL (n = 14) y NASH (n = 15),
generadas mediante secuenciacion en plataforma Illumina HiSeq 2500. Las comparaciones
diferenciales se realizaron entre los grupos Obese, NAFL y NASH respecto al control de peso
normal, y adicionalmente entre NASH_vs_NAFL para identificar genes modulados a lo largo

de la progresion histoldgica de MASLD.

Los resultados de la Tabla 3 muestran una tendencia: BAX y CYCS presentan una reduccion
significativa (p adj < 0.01) en NAFL y NASH, indicando una supresion de la apoptosis
mitocondrial en las fases inicial y media de MASLD. PARP1 y TP53 muestran un aumento
moderado en NAFL (p adj < 0.05), posiblemente reflejando una activacion de mecanismos de
reparacion del ADN y control del ciclo celular como respuesta al estrés celular. CASP3 presenta
una disminucion en NAFL (p adj = 0.012), coherente con una menor ejecucion de la apoptosis,
mientras que en NASH no se observan cambios significativos. En conjunto, estos resultados
sugieren que en el higado de pacientes con MASLD, la apoptosis esta atenuada en las fases
iniciales, lo que podria favorecer la acumulacién progresiva de hepatocitos disfuncionales y la
perpetuacion del dafio metabdlico. Desde un enfoque comparativo, el grupo Obese vs.
Normal_Weight no mostr6 cambios significativos, lo que indica que las alteraciones en estas
vias no se explican nicamente por el exceso de peso, sino que son especificas de la progresion
de MASLD.
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Tabla 3. Anélisis de expresion genica diferencial de genes relacionados con la apoptosis
del conjunto de datos GSE126848

e L S N S = S
BAX NAFL_ws_NormalWeight 0.821 0.188 1.83e-04 DOWN
BAX NASH ws MAFL +0.038 0.180 0.948 NS
BAX NASH_ws_Mormaleight 0783 0.183 0.001 DOWN
BAX Obese_vs_MNormalWeight +0.084 0.208 0.208 NS
BCL2 NAFL_ws_Normal\Weight 40.272 0.224 0328 NS
BGL2 NASH_vs_MAFL 0021 0212 0872 NS
BCOL2 NASH_ws_Mormalieight +0.251 0222 0.438 NS
BCL2 Obesa_vs_Mormalieight +0.220 0243 0.550 NS
CASF3 MNAFL_ws_MormalWeight -0.30G 0.106 0012 Do
CASP3 NASH_ws MAFL 40.158 0.101 0.434 NS
GASP3 NASH_ws_MormalWeight 0.148 0.105 0314 NS
CASP3 Obess_vs_MNormalWeight -0.0087 0.115 0.582 NS
CYGS NAFL_ws_NormalWeight -1.248 0171 53311 DOWN
CYCS NASH ws MAFL +0.438 0.166 0144 NS
cYCS NASH_vs_Mormalieight 0.500 0.188 1.16e-04 DOWN
cYGS Obese_vs_MormalWeight +0.454 0.181 0.055 NS
PARPY NAFL_ws_NormalWeight 40.277 0.085 0.004 uP
PARP1 NASH_vs_MAFL 0.034 0.081 0378 NS
PARP1 NASH_ws_Mormalieight +0.243 0.083 0.023 uP
PARF1 Obesa_vs_Mormalieight 0223 0.001 0.082 NS
TP53 MNAFL_ws_MormalWeight +1.513 0.087 1.75e-08 uP
P53 NASH_ws MAFL 0.224 0.081 0178 NS
P52 NASH_vs_MormalWeight +0.250 0,088 0018 uP
P53 Obess_vs_MNormalWeight 40,149 0.108 0318 NS

Resultados del analisis de expresion diferencial (DESeq2), que indican los valores de log:FC, error estandar (SE)

y significancia ajustada (p adj).

Estos hallazgos, derivados de tejido humano, son particularmente relevantes como antecedente
directo del presente trabajo, ya que sugieren que la regulacion de la apoptosis en MASLD ocurre
en un contexto de adaptacion molecular temprana y progresiva. Considerando que I1L-10 es un
modulador central de la homeostasis inmunometabdlica y puede influir sobre sefiales pro- y
antiapoptaticas, resulta pertinente evaluar de manera controlada como cambios en el eje de IL-
10 se relacionan con la expresion de genes asociados a apoptosis en un modelo in vitro de
esteatosis hepatica. Con base en esta evidencia, en la siguiente seccion se plantea la justificacion

del estudio y el enfoque experimental propuesto.
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I11. Justificacién

La esteatosis hepatica, es una alteracion metabolica que se caracteriza por la acumulacion de
acidos grasos en los hepatocitos, ademas de ser una condicién que puede progresar hacia formas
mas graves como la MASLD. Actualmente, esta enfermedad presenta una elevada prevalencia
a nivel mundial, estimandose que afecta aproximadamente a un tercio de la poblacion adulta,
especialmente en paises con alta tasa de obesidad y resistencia a la insulina. Diversos estudios
han demostrado que el mecanismo de la apoptosis juega un papel central en la progresion del
dafio hepatico y que la activacion de vias apoptoticas puede contribuir al deterioro de la funcion

hepatica.

La IL-10, se caracteriza por su naturaleza antiinflamatoria y citoprotector; sin embargo, su
participacion en la regulacion de genes asociados a la apoptosis, en un contexto de esteatosis
hepatica, aun no se encuentra esclarecida. Por ello, resulta importante investigar el papel de la
IL-10, en la modulacion de la via intrinseca de la apoptosis, ya que actualmente esta interaccion
ha sido poco explorada hasta el momento. El estudio de esta relacion podria aportar informacion
valiosa sobre mecanismos moleculares involucrados en la progresion del dafio hepético y
contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas orientadas a prevenir o limitar la

evolucion de las enfermedades metabdlicas, en sus estadios tempranos, como la esteatosis.
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IV. Hipotesis

IL-10 ejerce un efecto citoprotector al modular la expresion de genes involucrados en la via
apoptotica en un modelo in vitro de esteatosis hepatica.
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V. Objetivo

Evaluar la expresion de genes apoptéticos y el efecto de la IL-10 exdgena en un modelo in

vitro de esteatosis inducido en células HepG2.

Objetivos particulares
1. Evaluar los niveles de expresion de los genes TP53, CASP3, CYCS, PARP1, BCL2 e
IL10 en un modelo in vitro de esteatosis

2. Evaluar los niveles de expresion de moléculas asociadas a la muerte celular programada
en un modelo in vitro de esteatosis en concentraciones crecientes de la proteina 1L-10

exogena.
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V1. Estrategia experimental
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VII. Materiales y Métodos

1. Cultivo celular

La linea celular HepG2 (ATCC, Virginia) derivada de carcinoma hepatocelular originada en un
humano de 15 afios, fue utilizada para el desarrollo del modelo in vitro de esteatosis. Las células
se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm? de cuello inclinado estériles, afiadiendo medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) , 100 U/mL de anti-anti o gentamicina (Gibco) y HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich). vy
posteriormente incubadas a 37°C con una atmosfera de CO2 al 5%.

El medio se cambid una a dos veces por semanay, tras alcanzar una densidad del 80%, se realizd
pase celular. Para el recuento celular y la resiembra, las células se despegaron con 3 mL de
tripsina-EDTA 0.2%, y se lavaron con 3 mL de PBS 1X. La cantidad exacta de células se
determin6d mediante el recuento en camara de Neubauer y la tincion con azul de tripano para
evaluar la viabilidad celular.

La concentracion se calculé con la férmula:

Concentracion = (células/mL)= (Numero de cuadrantes/ Numero total de células contadas
)x10x10,000

donde 10 corresponde al factor de dilucion y 10,000 al factor de conversion del volumen de la
camara. De esta manera se determiné el nimero total de células presentes en la caja de cultivo.

2. Viabilidad celular del modelo in vitro de esteatosis

Una vez que las células HepG2 alcanzaron una confluencia del 80%, se procedid a sembrar
5x%10° células por mililitro de medio DMEM en cada pozo de una placa de cultivo de 12 pozos,
por triplicado bioldgico y técnico. Tras la siembra, las células se incubaron durante 24 horas
para permitir su adhesion. Posteriormente, se afiadieron acido oleico (0.5 mmol/L) (Sigma, St.
Louis, MO) y acido palmitico (Sigma-Aldrich), en una concentracién 2:1 (0.06:0.03 mmol/L).
Las concentraciones se establecieron segun el siguiente esquema experimental (Figura 12):
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Figura 12. Distribucion del tratamiento con AO:AP en concentraciones crecientes. Cada columna representa
las 3 curvas independientes de cada concentracién analizada.

Tras la exposicion por 24 horas, las células se despegaron con 700 uL tripsina-EDTA 0.2%
durante 5 minutos en la incubadora. Después, la tripsina se inactivé mediante la adicion de 700
puL de medio DMEM, y la suspension celular se transfirid a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Las
muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos, se decanté el sobrenadante, y el pellet
se resuspendio en 1 mL de medio DMEM.

Para el recuento celular, se mezclaron 15 pL de azul de tripano con 15 pL de la suspension
celular en un tubo Eppendorf de 0.6 mL. De la mezcla resultante, se tomaron 10 pL y se realizo
la cuantificacion en la cdmara de Neubauer.

Por cada cuadrante de la cAmara de recuento se contabilizaron las células vivas y muertas
correspondientes a cada una de las condiciones experimentales. Posteriormente, se calculé el
promedio de células vivas y muertas por separado.

Finalmente, se determiné la viabilidad celular respecto al control, tomando como referencia el
100% de viabilidad, considerando como criterio que las células deben presentar un porcentaje
de supervivencia superior al 80 % para ser consideradas viables.

Las células restantes se centrifugaron nuevamente a 5000 rpm durante 5 minutos; se decantd el
medio, se afiadieron 200 pL de TRIzol®, y las muestras se suspendieron y almacenaron a -70
°C hasta su posterior analisis. Una vez estandarizada la viabilidad celular, este procedimiento
se repitid para la obtencion de las muestras correspondientes al modelo in vitro de esteatosis,
destinadas a la extraccion de RNA, sintesis de cDNA y posterior analisis mediante RT-qPCR.
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El analisis estadistico de los datos se realizO mediante un anélisis de varianza de una via
(ANOVA de una via), utilizando el software GraphPad Prism version 8.0.3. Para la comparacion
de dos grupos se utilizara la prueba de t-Student dependiendo la distribucion. Después, se
realizard un analisis post hoc, aplicando las prueba de Tukey. Las diferencias seran consideradas
como significativas con una P <0.05.

3. Modelo in vitro de esteatosis

El modelo in vitro de esteatosis en células HepG2 se establecio en una placa de cultivo de 6
pozos, sembrando 1x10° células por pozo. La cantidad exacta de células se determin6 mediante
el recuento en cdmara de Neubauer y la tincion con azul de tripano, anteriormente mencionado.
Previo a la siembra, se usaron cubreobjetos que fueron flameados con apoyo de pinzas
previamente; posteriormente, cada cubreobjetos se colocd de manera aséptica en el interior de
cada pozo de la placa.

Tras la siembra, se dejé incubar las células por 24 horas para la adhesién celular. Una vez
adheridas, se afiadio acido oleico y acido palmitico 2:1 (0.06:0.03 mmol/L) (Sigma-Aldrich),
durante 24 horas a 37°C con una atmdsfera de CO2 al 5%.

Las concentraciones de acido oleico y acido palmitico se establecieron en orden ascendente
empleando las siguientes combinaciones:Control (sin tratamiento), 0.06/0.015 mM, 0,06/0.03
mM, 0.125/0.06. 0.25/0.125 mM.

Para corroborar la induccion de esteatosis en este modelo celular, se realizo la técnica Oil Red
Oil (ORO). En la cual, una vez expuestas las células al acido oleico y palmitico por 24 h, se
retir6 el medio de cultivo y se procedio a lavar con PBS 1X. Posteriormente, se fijé con p-
formaldehido al 4% por 30 minutos. Nuevamente, se lavé con PBS 1X y se permeabiliz6 con
Triton X-100 al 0.1%, PBS 1X suplementado con 0.1 % de BSA durante 10 minutos, seguido
por un ltimo lavado con PBS 1X. Las células HepG2 se incubaron con una solucién filtrada de
(0.25 g de polvo de ORO) disuelto en 50 mL de etanol al 70% durante 30 minutos. Después de
la tincion se hizo un lavado final con PBS 1X. Finalmente, se observo las células al microscopio
a un aumento de 40X Y 100X, evaluando 5 campos aleatorios por pozo para la visualizacion
de las gotas lipidicas.
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3.1 Cuantificacion gotas lipidicas

La cuantificacion de las gotas lipidicas, se realiz6 con los programas ImageJ V1.0 junto con el
programa Java 8 de 64 bits, de las fotografias tomadas previamente con el programa programa
ISO camere y el microscopio invertido, utilizando los aumentos 40x y 100x.

Las gotas lipidicas intracelulares en la linea celular HepG2 se cuantificaron mediante la
medicion del area total de cada imagen y del area positiva correspondiente a las gotas lipidicas.
Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje del area cubierta por gotas lipidicas
respecto al &rea total del campo visual. El andlisis estadistico empleado se realizé6 mediante
ANOVA de una via y un analisis post hoc, aplicando la prueba de Tukey, mediante el programa
Graphpad Prism V8.0.3.

4. Extraccion de RNA

Para evaluar la expresion de los genes TP53, IL10, CASP3, CYCS, PARP1 y BCL2, relacionados
con la apoptosis, en las muestras celulares previamente almacenadas a —70 °C, se utiliz6 el kit

de extraccion de RNA por Trizol (Ambion by Life Technologies, catdlogo 15596018).

Primero, se afiadieron 61 uL de cloroformo y se resuspendio el pellet hasta homogeneizar por
completo. Posteriormente, se agitd en vortex durante 30 segundos, hasta que la mezcla adquirié
una apariencia lechosa. Inmediatamente, las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm durante 15

minutos a 4 °C.

Después, se extrajo la fase acuosa, que contenia el RNA, y se transfirié a un nuevo tubo
Eppendorf. A esta fase se le afiadieron 145 uL de isopropanol y se incubé durante 20 minutos a
-20 °C; (las muestras se mantuvieron en refrigeracion). Luego, se centrifugaron por 10 minutos
a 12 000 rpm, se decantd el sobrenadante y se elimind el exceso de isopropanol sobre hielo, para

evitar la degradacion del ARN.

A continuacion, se agregaron 280 pL de etanol al 75 %, y se centrifugé nuevamente a 7 500
RCF durante 5 minutos. El etanol se decanto de un golpe y se dejo evaporar el residuo durante
10 minutos, colocando los tubos boca abajo sobre una toalla sanitaria Clinex Kim Wipe. Se

limpiaron las paredes del tubo con la sanita, evitando tocar el botén.
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Finalmente, se afiadieron 20 pL de agua grado molecular y se resuspendio el ARN utilizando
una punta. Posteriormente, se cuantifico la concentracion de ARN en el espectrofotdmetro y se
almacen¢ a —70 °C hasta su uso.

5. Sintesis de cDNA

Se ajustaron los volimenes para contener 1000 ng de RNA. En las muestras con mas de 100 ng,
el volumen de RNA se calcul6 dividiendo 1000 ng/concentracion obtenida de RNA en ng/uL +
0.5 uL de Oligo dT + y se completa con H20 hasta tener 10 uL. En las que tenian menos de 100
ng, se usaron 9.5 pL de RNA + 0.5 pL de Oligo dT, para tener un volumen de 10 pL.

Las muestras se colocaron en el equipoMiniAmp Plus Thermal Cycler, para la desnaturalizacion
a 70 °C por 5 min. Mientras tanto, se prepar6 el mix de reaccion con 4 pL de buffer, 1 uL de
dNTP Mix, 0.5 pL de inhibidor de RNasa y 4 pL de agua (total 9.5 pL).

Tras la desnaturalizacion, se afiadieron 9.5 pL del mix y 0.5 pL de enzima retrotranscriptasa a
cada tubo, obteniendo 20 pL finales. Se realizé la retrotranscripcién a 50 °C por 60 min y la

inactivacion enzimética a 70 °C por 10 min.

Finalmente, se cuantific6 el cDNA con 1 pL en el espectrofotometro y se diluyd segun la
formula Ci1V: = C:V2, donde C: corresponde a la concentracion del cDNA obtenido, Vi al
volumen cuantificado (19 pL), Cz a la concentracion deseada (200 ng/pL) y V2 al volumen final
de agua necesario. El calculo se realiz6 de la siguiente forma: V> — 19 pL = cantidad de H-O a
agregar para alcanzar la concentracion deseada hasta obtener una concentracion de 200 ng/pL.

Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

6. Estandarizacion de las condiciones de amplificacion de primers para los genes
TP53, CASP3, CYCS, PARP1,BCL2,18se IL10

Se obtuvieron las secuencias de los genes TP53, CASP3, CYCS, PARP1 y BCL2 de Homo
sapiens a partir de la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Con dichas secuencias, se disefiaron los oligonucleotidos Forward y Reverse empleando la
herramienta Primer-BLAST, y posteriormente fueron solicitados al proveedor T4 Oligo. Las

condiciones de la gPCR para el gen endégeno ARN ribosomal 18S, se utilizaron como control
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interno, previamente estandarizado en investigaciones anteriores del grupo de trabajo. El gen

IL10 igualmente fue estandarizado previamente (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencias de los primers utilizados

Gen Primer Secuencia 5’ — 3’ Temperatura (TM)
BCL2 Forward 5-ATTTGGATTCTGTGCCGTGGA-3’ 60°30s
Reverse 5 -CTGGTTGAGAAGGTTGGCTGA-3" 60°30s
CASP3 Forward 5 -TTTGAGATGTGTTGCCGTGC-3" 60°30s
Reverse 5 -AGTAACCCCTGCTTAATCGTCA-3” 60°30s
PARP1 Forward 5 -GGAGCACACATCCAAATGCC-3 60°30s
Reverse 5 -GGTTTCACAAGGCTGATGGC-3" 60°30s
CYCS Forward 5-AAAAAGAGGTGAGAGCGGGTC-3" 60°30s
Reverse 5 -TCCATAGCCCTTCAGCAACC-3’ 60°30s
TP53 Forward 5-TCGAGATGTTCCGAGAGCTG-3" 60°30s
Reverse 5 -ACACTGAGGCAAGAATGTGGT-3 60°30s
1L10 Forward 5-GAAGCCAGGATCACCAACACT-3” 60°30s
Reverse 5-AGGTTCCCACACTCTCTCCAA-3’ 60°30s
18S Forward 5-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3" 60°30s
Reverse 5 -AGTCGGCATCGTTTATGGTC-3 60°30s

Los primers se recibieron en forma liofilizada (deshidratada) para su adecuada conservacion.
Antes de su uso, fueron rehidratados con agua libre de nucleasas hasta alcanzar la concentracién

de trabajo indicada por el proveedor.

Primero, se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 minutos para concentrar el contenido. De
acuerdo con las especificaciones del fabricante, cada tubo presentaba una concentracion
determinada en mM; a partir de esta, se prepard una dilucion a 100 mM utilizando agua de grado
molecular. Los tubos se mezclaron por vortex, se centrifugaron brevemente y se afiadieron 90

pL de agua de grado molecular junto con 10 pL del oligo correspondiente, obteniendo un
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volumen final de 100 pL. Las soluciones obtenidas se etiquetaron adecuadamente y se

almacenaron a -20 °C para su conservacion.

Posteriormente, se preparo6 el mix con 7.5 pL de Sybr Master, 0.6 pL del oligo Forward, 0.6 puL
del oligo Reverse y 4.3 UL de agua de grado molecular, obteniendo un volumen final de 13 pL
por cada reaccion. Finalmente, el mix se mezclo, etiquetd y centrifugd brevemente antes de

continuar con el procedimiento.

Se dispensaron 13 pL del mix y 2 puL (200 ng) de cDNA, teniendo un total de 15 pL en cada
reaccion. En el equipo ¢1000 touch thermal cycler FOR PCR, se configuraron las siguientes
condiciones para todos los genes de estudio incluyendo el 18s e IL10: desnaturalizacion inicial
de cadenas 95°C por 10' en un ciclo; desnaturalizacién 95°C por 15", alineamiento; 61°C por
30" y extension 72°C por 30" en 40 ciclos, por ultimo, se realiz6 una curva de disociacién y un

paso de extension por 7 minutos a 72°C (Figura 13).
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Figura 13. Condiciones de amplificacion para TP53, CASP3, CYCS, PARP1, BCL2, 18s e
IL10 y como gen enddgeno RNAr18S.

7. Evaluacién de la expresion de TP53, CASP3, CYCS, PARP1 y BCL2 mediante RT-
gPCR

Posteriormente, se preparo6 el mix con 7.5 uL de Sybr Master, 0.6 pL del oligo Forward, 0.6 puL
del oligo Reverse y 4.3 pL de agua grado molecular, obteniendo un volumen final de 13 pL, por

cada reaccion.
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Se obtuvieron tres curvas de viabilidad correspondientes al tratamiento con la mezcla de acidos
AO:AP, las cuales se emplearon como triplicados bioldgicos. Para cada curva se realiz6 un
duplicado técnico en cada una de las concentraciones evaluadas, ordenadas de menor a mayor
concentracion (control, 0.03/0.015 mM, 0.06/0.03 mM, 0.125/0.06 mM y 0.25/0.125 mM), para
cada uno de los genes mencionados anteriormente, obteniéndose un total de 30 reacciones por

gen.

En cada reaccion se dispensaron 13 pL del mix y 2 pL, teniendo un total de 15 yuL de cDNA en
cada reaccion. En el equipo ¢1000 touch thermal cycler FOR PCR, se configuraron las siguientes
condiciones para todos los genes de estudio, incluyendo el 18s e IL10: Apertura de cadenas
95°C por 10' en un ciclo; desnaturalizacion 95°C por 15", alineamiento; 61°C por 30" y
extension 72°C por 30" en 40 ciclos, por ultimo, se realizé una curva de disociacion y un paso

de extension por 7 minutos a 72°C.
8. Analisis de resultados de RT-gPCR

Una vez verificada la correcta amplificacion de todas las reacciones de RT-qPCR, los datos
obtenidos fueron analizados mediante el método del doble delta Ct (AACt), también conocido
como método de Livak, ampliamente utilizado para la cuantificacion de la expresion génica
relativa en PCR en tiempo real (Pefia O; 2025). Este método permite determinar los cambios en
la expresién de un gen de interés normalizados frente a un gen de referencia y comparados con

una muestra control o calibradora.

El valor Ct (cycle threshold), también conocido como Cqg (Quantification cycle), representa el
punto en el que la emision de fluorescencia emerge del ruido de fondo y cruza un umbral de
deteccion preestablecido. Existe una correlacion inversa entre el Ct y la concentracion inicial de
la diana: un valor de Ct reducido refleja una carga inicial mas elevada del material genético en

la muestra.

Para la normalizacién de la expresion génica, se calculo el delta Ct (ACt) de cada muestra como

la diferencia entre el Ct promedio del gen de interés y el Ct promedio del gen enddgeno de
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referencia (18S rRNA), lo que permite corregir variaciones en la cantidad inicial de cDNA entre

las muestras:

ACt= Ct gen de interés - Ct 18S

Los valores de Ct fueron obtenidos mediante el software Bio-Rad CFX Manager, calculando el
promedio correspondiente a los replicados técnicos y bioldgicos para cada grupo experimental

(control y tratamiento).

Posteriormente, el AACt, permite observar el cambio relativo en la expresion génica entre
condiciones experimentales. se determindé comparando el ACt de la muestra experimental con

el ACt del grupo control (calibrador), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

AACt = ACt muestra experimental - AC tcontrol

Finalmente, la expresion génica relativa del gen de interés se calcul6 utilizando la férmula:
Expresion relativa=2"(-AACt)

Los resultados se expresaron como fold change (veces de cambio) en relacion con el grupo
control, al cual se le asignd un valor relativo de 1. Valores mayores a 1 indican sobreexpresién
del gen de interés, mientras que valores menores a 1 indican subexpresién en comparacion con
el control. El analisis estadistico empleado se realiz6 mediante ANOVA de una via, con el
programa Graphpad Prism V8.0.3.

9. Tratamiento con IL-10 ex6gena

Para el tratamiento con la proteina recombinante 1L-10 exdgena (PeproTech), se procedid a
reconstituirla. El vial se centrifugd brevemente antes de su apertura con el fin de Ilevar todo el
contenido al fondo. Posteriormente, se afiadio 1 mL de PBS 1X y se ajusto el pH a 7.2 . La
proteina reconstituida se distribuyd en alicuotas de trabajo y se almacen6 a una temperatura de
-20°C hasta su uso. Una vez hecho esto, se seleccionaron 2 concentraciones de la viabilidad del
modelo in vitro (Punto 1) una donde la viabilidad no esté comprometida (AO:AP 0.06 / 0.03
mM) y otra concentracion donde si se encuentre comprometida (AO:AP 0.125/0.06 mM) .
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Posteriormente, se cultivaron 5 x 10° células HepG2 (ATCC, Virginia, EE. UU.) por pozo en
una placa de 12 pozos, en triplicado bioldgico, durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se
afiadié la mezcla de AO:AP y se incubd por 24 horas adicionales. Posteriormente, se agrego la
proteina IL-10 exogena en el medio a las concentraciones (2, 5 y 10 ng/mL; PeproTech) y se
incubo durante 4 horas, tiempo correspondiente al pico méximo de vida media de la IL-10, para
evaluar el efecto del tratamiento. Finalizada la incubacion, las células se inactivaron mediante
tripsinizacion y adicioén de medio de cultivo, para posteriormente realizar el conteo de viabilidad

celular (Punto 1 de la metodologia) y proceder al almacenamiento de las muestras.

Las concentraciones del tratamiento con IL-10 se establecieron en orden ascendente empleando
las siguientes combinaciones: Control (sin tratamiento), 0.06/0.03 mM de acido oleico y
palmitico, 0.125/0.06 con 2,5y 10 ng/mL.

Posteriormente, se repitieron las mismas metodologias de la extraccion de RNA (punto 4) y
cDNA (punto 5), Se evaluo la expresion por RT-gPCR (punto 7) y analisis de los datos,
calculando el AACt (punto 8). El andlisis estadistico empleado se realizé6 mediante ANOVA
de una via, con el programa Graphpad Prism V8.0.3.
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VI11. Resultados
1. Ensayo de viabilidad celular

Para el desarrollo del modelo in vitro de esteatosis hepatica, se utilizo la linea celular HepG2,
la cual fue expuesta por 24 horas a un tratamiento de diferentes concentraciones de AO:AP,
manteniendo una proporcion 2:1 capaz de inducir esteatosis sin afectar o comprometer de
manera significativa la supervivencia celular. Para evaluar la viabilidad celular, se llevo a cabo

un ensayo de exclusion con azul de tripano.

El disefio de los grupos experimentales se puede observar en la (Figura 14 A). El grupo control
fue establecido como referencia (100% de viabilidad), para la comparacion con el resto de las
condiciones. Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento a concentraciones crecientes
de AO:AP, presenta una menor supervivencia celular. En AO:AP 0.03/0.015 mM presentd una
viabilidad de 99.16 %, sin presentar una reduccién estadisticamente significativa de la
viabilidad. En AO:AP 0.06/0.03 mM (85.91%), la viabilidad disminuy6 parcialmente, aunque

no fue estadisticamente significativa.

Sin embargo, en AO:AP 0.125/0.06 mM (82.48%;p<0.0030), mostr6 una disminucién
estadisticamente significativa. En contraste, la condicién de AO:AP 0.25/0.125 mM también
mostré una reduccion estadisticamente significativa de la viabilidad celular (76.11%;
P<0.0308), situandose por debajo del umbral del 80% considerado como criterio aceptable para
modelos celulares, lo que sugiere un efecto citotoxico de esta concentracién (Figura. 14B). Por

lo que, a mayor concentracion de AP:AQ, la supervivencia celular disminuye.

A) B) P<0.0030

p<0.0308

mm Control

B AOAP 0.031/0.015 mM
90 T B3 ACIAP 0.06/0.031 mM
80 ma AOAP 0.125/0.06 mM
70+ Em AOAP 0.25/0.125 mM

1104 [

0.125 mM de AO + 0.06 de mM de AP

0.25mM de AO + 0.015 mM de AP

0

Figura 14. Disefio de grupos experimentales y viabilidad. A) Diagrama de los grupos experimentales y
concentraciones utilizadas de &cidos grasos (AO:AP). B) Porcentaje de viabilidad celular (%) en células HepG2
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tratadas con diferentes concentraciones mM de acido oleico y &cido palmitico (AO:AP) durante 24 horas,
determinado mediante la exclusién con azul de tripano. Los datos se presentan como valores promedio + desviacion
estandar correspondientes a cinco experimentos independientes para cada condicion evaluada (n=5). El analisis
estadistico empleado se realizd mediante ANOVA de una via, observandose diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones AP:AO 0.25/0.125 mM (p<0.0030) y AP:AO 0.125/0.06 mM (P<0.0308) en
comparacion con el control.

2. Modelo in vitro de esteatosis hepatica en células HepG2
Una vez confirmadas las diferentes concentraciones de AO:AP que son viables para el
establecimiento del modelo in vitro de esteatosis hepética, se continud con su estandarizacion
mediante tincion ORO para la deteccion de gotas lipidicas presentes en el interior de las células
HepG2, utilizando hematoxilina como colorante de contraste. Tal como se observa en la figura
15. Los resultados obtenidos demostraron que las células con el tratamiento de AO:AP
mostraron la formacion de gotas lipidicas, observandose un incremento dosis dependiente de la
concentracion de acidos grasos. Lo que demuestra que la exposicion de AO:AP en una
proporcion 2:1 indujo la esteatosis en células HepG2, validando el establecimiento del modelo

in vitro (Figura 15).

Control AO:AP 0.03/0.015mM  AO:AP0.06/0.03mM  AO:AP 0.125/0.06 mM AO:AP 0.25/0.125 mM
40X
> g % o, W
P -
*
100X "o -
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Figura 15. Modelo de esteatosis en células HepG2 tratadas con diferentes concentraciones de AO:AP en una
proporcioén 2:1. Las gotas lipidicas fueron identificadas mediante tincion ORO y sefialadas con flechas de color
negro. Las imégenes fueron adquiridas mediante microscopia Optica a aumentos de 40X y 100X utilizando el
software ImageView.

3. Cobertura porcentual de gotas lipidicas en células HepG2 tratadas por AO:AP

Después de estandarizar el modelo in vitro de esteatosis, se realizé la cuantificacion del area de
cobertura por evaluando 5 campos aleatorios por pozo para la visualizacion de las gotas lipidicas
en las diferentes concentraciones de tratamiento ya establecidas previamente. Este analisis se
llevd a cabo mediante la cuantificacion de pixeles de las imagenes tomadas previamente

utilizando el software Image J V1.0. Se seleccionaron las imagenes tomadas con un aumento de
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100X, para confirmar la induccién de esteatosis en las células HepG2. Como se esperaba, los
resultados mostraron que el control (0.1%) no se encontraron gotas lipidicas. La esteatosis
hepética se define como la acumulacion de &cidos grasos en los hepatocitos que supera el 5%
del contenido celular. La concentracion de AO:AP 0.03/0.015 obtuvo un area de cobertura de
gotas lipidicas de (3.66 %; p<0.0001) por lo que fue descartada para futuros experimentos,
debido a que no cruza el umbral con esta condicién. En AO:AP 0.06/0.03 mM (5.31 %;
p<0.0001), AO:AP 0.125/0.06 mM (11.32 %; p<0.0001) vy las concentraciones AO:AP
0.25/0.125 mM (17.37 %; p<0.0001 ). El area de cobertura lipidica mostré un aumento
progresivo a medida que se iban incrementando las concentraciones de AO:AP, como se puede

observar en la (Figura 16)
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Figura 16. Cuantificacion del &rea de cobertura de gotas lipidicas en células HepG2. Los valores representan
el porcentaje de cobertura obtenido mediante el anélisis de pixeles de imagenes microscopicas a 100x en ImageJ
V1.0. Las barras representan la media + DE de cuatro réplicas independientes (n=3). El anélisis estadistico
empleado se realiz6 mediante ANOVA de una via y un analisis post hoc, aplicando la prueba de Tukey.

4. Evaluacion de la expresion génica de los genes BCL2, PARP1, TP53, CASP3, CYCS
e IL10 por RT-gPCR, en la linea celular HepG2 tratadas a concentraciones
crecientes de AO:AP.
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Los genes relacionados a la via intrinseca de la apoptosis, asi como IL10, fueron evaluados
mediante la técnica de RT-gPCR para determinar su expresion génica en la linea celular HepG2

expuesta a diferentes concentraciones de AO:AP, por 24 horas.

Los resultados obtenidos en BCL2 (Figura 17 B), las diferentes concentraciones de AO/AP no
mostraron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, se observo una tendencia a
la alza en algunos tratamientos. En la concentracion de AO:AP 0.06/0.03 mM mostré 1.38
veces de cambio respecto al control, en la concentracion de AO:AP de 0.125/0.06 mM se
observo 1.78 veces de cambio en comparacion con el control. En contraste, la concentracién

AO:AP 0.25/0.125 mM mostré una tendencia a la baja de 0.51 veces respecto al control.

De manera similar, el gen PARP1 (Figura 17 C), aunque no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas, se observo una tendencia a la alza en la expresion de este gen
en todos los tratamientos con AO:AP. En la concentracion de AO:AP 0.06/0.03 mM se expreso
4.9 veces de cambio, con AO:AP 0.125/0.06 mM 1.6 veces y AO:AP 0.25/0.125 mM 1.85

veces, respecto al control.

Por el contrario, el gen supresor de tumores TP53 (Figura 17 D), presentd un aumento
estadisticamente significativo en todas las condiciones evaluadas. En la concentracion AO:AP
0.06/0.03 mM presentd una sobreexpresion de 4.9 veces de cambio ( P<0.0003), en AO:AP
0.125/0.06 mM incrementd 5.48 veces de cambio (P<0.0003) y con AO:AP 0.25/0.125 mM

aumentd 4.32 veces de cambio ( P < 0.0016), respecto al control.

El gen CASP3 (Figura 17 E) y CYCS (Figura 17 F), mediadores clave de la cascada apoptotica,
mostraron una diferencia estadisticamente significativa Unicamente ante el tratamiento AO:AP
0.06/0.03 mM, con un incremento de 5.50 veces (p<0.0016) para CASP3 y (4.40 veces
(P<0.0079) para CYCS, respecto al control. En las concentraciones AO:AP 0.125/0.06 mM y
AO:AP 0.25/0.125 mM, no se observaron cambios estadisticamente significativos, sin embargo,
se mostrd una tendencia a la alta de 1.98 y 1.55 veces de cambio para CASP3 mientras que para

CYCS se observo 3.03y 1.59 veces de cambio, respecto al control.
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Finalmente, la expresion del gen de la citocina IL10 (Figura 17 G), no mostro diferencias
estadisticamente significativas entre cada grupo de tratamiento. La concentracion de AO:AP
0.06/0.03 mM mostré una tendencia al incremento de 1.99 veces de cambio, mientras que con
AO:AP 0.125/0.06 mM se observa una tendencia a la baja de 0.56 veces de cambio, ambas
respecto al control. En AO:AP 0.25/0.125 mM no se observaron cambios respecto a los niveles
basales de expresion (1.12 veces).
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Figura 17. Expresion relativa de genes relacionados a la apoptosis e IL10 en células HepG2 tratadas en
concentraciones crecientes de AO:AP. A) Esquema de los grupos experimentales. B) BCL2 ,C) PARP1 , D)
TP53 , E) CASP3 , F) CYCS y G) IL10 mediante RT-gPCR tras un tratamiento de 24 h con diferentes
concentraciones de AP:AQ. Los datos se expresan como la media + error estandar de la media (SEM) de (n=3)
experimentos independientes y un duplicado técnico por cada condicion. La expresion génica se normalizé respecto
al grupo control (valor = 1). El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via.
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5. Viabilidad con tratamiento IL-10
Se seleccionaron las concentraciones AO:AP 0.06/0.03 mM, una condicién donde la viabilidad
celular no se ve comprometida (85.91%) y la concentracion 0.125/0.06 mM en la que se

comienza a comprometer la viabilidad (82.48%; p<0.0030), respecto al control (Figura 14).

Después de evaluar la expresion de los genes relacionados con la apoptosis con el tratamiento
AO:AP por 24 horas. Se evalud si el tratamiento con 2, 5y 10 ng de proteina IL-10 ex6gena
presenta efectos citotoxicos en el modelo in vitro de esteatosis. Para ello, se indujo esteatosis en
las células a través de la exposicion a AO:AP durante 24 horas y posteriormente tratadas durante

4 horas con IL-10 exd6gena.

En la concentracion de AO:AP 0.06/0.03 mM, el control se usé como referencia (100% de
viabilidad), en 2 ng (95,49%), 5 ng (89.43%), 10 ng (89.64%). En 0.125/0.06 mM, en 2 ng
(96.36%), 5 ng (91.98%), 10 ng (95.46%), respecto al control. Demostrando que la 1L-10
exogena no presenta un efecto citotdxico para las células después de 4 horas de exposicion. En
ninguno de los tratamientos se observaron diferencias estadisticamente significativas en la

viabilidad celular. (Figura 18).
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Figura 18. Viabilidad celular tras la exposicion de AO:AP por 24 horas e IL-10 ex6gena por 4 horas.
Porcentaje de viabilidad celular (%) en células HepG2 tratadas con AO:AP 0.06/0.03 mM y AP:AO 0.125/0.06
mM durante 24 horas y una exposicion posterior del tratamiento I1L-10 exdgena, mediante la exclusion con azul

de tripano. Los datos se presentan como valores promedio + desviacion estandar correspondientes a 4 réplicas
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independientes para cada condicion evaluada (n=4). El analisis estadistico empleado se realizé mediante ANOVA

de dos vias, no se observaron diferencias significativas.

6. Evaluacion de la expresion de BCL2, TP53, CYCS, CASP3, PARP e IL10 en células

HepG2 tratadas con concentraciones crecientes de AO:AP e IL-10 exdgena.

La expresion de genes relacionados con la via intrinseca de la apoptosis, junto con IL10, fue
evaluada mediante RT-gPCR en un modelo de esteatosis (linea celular HepG2 expuesta a las
concentraciones AO:AP 0.06/0.03 mM y AO:AP 0.125/0.06 mM durante 24 horas) y, a un

tratamiento de 4 horas con IL-10 exdgena.

Los resultados obtenidos tras la exposicion al tratamiento con IL-10 exdgena en el modelo in
vitro de esteatosis no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion del
gen BCL2 (Figura 19 B). En la concentracion AO:AP 0.06/0.03 mM, el tratamiento con 2 ng
de IL-10 mostr6 una tendencia a la baja con un cambio de (0.60 veces de cambio), con 5 ng,
una disminucién de (0.69 veces de cambio) y con 10 ng, una reduccion de (0.58 veces de
cambio), respecto al control sin alcanzar diferencias con significancia estadistica. En contraste,
en la concentracion AO:AP 0.125/0.06 mM, el tratamiento con 2 ng de IL10 mostrdé una
tendencia al alza (1.57 veces); con 5y 10 ng se observaron niveles de expresién cercanos al
basal (1.15 veces de cambio, en ambos casos), respecto al control.

El gen PARP1 (Figura 19 C), otro gen antiapoptotico, en la concentracion AO:AP 0.06/0.03
mM no mostro diferencias estadisticamente significativas tras el tratamiento con IL-10. No
obstante, se observé una tendencia al alza con 2 ng de IL-10 (2.08 veces), con 5 ng (1.54 veces),
respecto al control, mientras que con 10 ng se mostraron niveles de expresion cercanos al

control (0.95 veces).

En la concentracion AO:AP 0.125/0.06 mM, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, el tratamiento con 2 ng de I1L-10 mostré una tendencia al alza (1.65
veces); con 5 ng, un incremento de (2.45 veces) y con 10 ng, una tendencia al alza de (1.87

veces), respecto al control.
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El gen TP53 (Figura 19 D) en la concentracion AO:AP 0.06/0.03 mM no mostré6 cambios
estadisticamente significativos en su expresion. No obstante, el tratamiento con 2 ng de IL-10
presentd una tendencia a la baja (0.73 veces de cambio), mientras que con 5 ng se observo una
tendencia al alza (1.63 veces de cambio), con 10 ng se observaron niveles de expresion cercanos
al basal (1.03 veces), respecto al control.

La expresion de TP53 en la concentracion de AO:AP 0.125/0.06 mM vy el tratamiento con 2 ng
de IL-10 exdgena mostraron una diferencia estadisticamente significativa, con una
sobreexpresion de (3.95 veces; p<0.0403), con 5 ng (1.53 veces) y 10 ng (2.50 veces) sin

alcanzar diferencias estadisticamente significativas en las Gltimas dos condiciones.
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Figura 19. Expresién relativa de genes antiapoptoticos y TP53 en células HepG2 tratadas con AO:AP en
concentraciones crecientes de AO:AP e IL-10 exdgenas. (A) Esquema de los grupos experimentales. Se analizé
la expresion relativa de los genes B) BCL2, C) PARP, D) TP53, mediante RT-qPCR tras un tratamiento de 24 h
con las concentraciones 0.06 y 0.015 mM de AP:AQ y posteriormente, una exposicion de 4 horas por el tratamiento
IL-10 ex6gena . Los datos se expresan como la media + error estandar de la media (SEM) de (n=3) experimentos
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independientes y un duplicado técnico por cada condicion. La expresion génica se normalizo respecto al grupo
control (valor = 1). El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via.

El gen CASP3 (Figura 20 A) en la concentracion AO:AP 0.06/0.03 mM mostro diferencias
estadisticamente significativas en todos los tratamientos evaluados. Con 2 ng de IL-10 se
observé una disminucion de la expresion génica de 0.08 (P<0.0001); con 5 ng, una reduccion
de 0.10 veces (P<0.0001); y con 10 ng, una disminucién de 0.11 veces (P<0.001), respecto al

control.

De manera similar, en la concentracion AO:AP 0.125/0.06 mM se observaron diferencias
estadisticamente significativas en todas las condiciones evaluadas. El tratamiento con 2 ng de
IL-10 mostr6 una marcada disminucion de la expresion 0.01 veces de cambio (P < 0.0001), con
5 ng, una reduccién de 0.14 veces de cambio (P<0.0001) y con 10 ng, una disminucion de 0.06

veces de cambio (P<0.0001), respecto al control.

La expresion del gen CYCS (Figura 20 B) mostré diferencias estadisticamente significativas
bajo condiciones de esteatosis en la concentracion AO:AP 0.06/0.03 mM en todos los
tratamientos evaluados. Con 2 ng de IL-10 se observé una marcada disminucion de la expresion
0.03 veces de cambio (P < 0.0001); con 5 ng, una tendencia a la baja de 0.24 veces de cambio
(P <0.0001), con 10 ng, una disminucion 0.11 veces de cambio (P < 0.0001), respecto al control.
En contraste, en la concentracion AO:AP 0.125/0.06 mM se observaron diferencias
estadisticamente significativas nicamente con el tratamiento de 2 ng de 1L-10, el cual indujo
una sobreexpresion de 3.54 veces de cambio (P < 0.0001). En la concentracion de 5 ng de IL-
10 no se detectaron diferencias estadisticamente significativas, aunque se observaron
tendencias a la alza de (1.64 veces), respecto al control. Con 10 ng se mostraron niveles de

expresion cercanos al control (1.10 veces).
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Figura 20. Expresion relativa de genes proapoptéticos en células HepG2 tratadas con AO:AP en
concentraciones crecientes de AO:AP e IL-10 exdgena. A) CASP3, B) CYCS mediante RT-gPCR tras un
tratamiento de 24 h con las concentraciones 0.06 y 0.015 mM de AP:AOQ vy posteriormente una exposicion de 4
horas por el tratamiento I1L-10 exdgena . Los datos se expresan como la media + error estandar de la media (SEM)
de (n=3) experimentos independientes y un duplicado técnico por cada condicion. La expresion génica se normalizé
respecto al grupo control (valor = 1). El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de una via.

El gen IL10 (Figura 21 A) no mostro diferencias estadisticamente significativas en ninguno de
los tratamientos evaluados en las condiciones de esteatosis con una concentracion AO:AP
0.06/0.03 mM. En 2, 5y 10 ng de IL-10 exdgena se observaron niveles de expresidn cercanos
al control (1.35, 0.94 y 1.02 veces, respectivamente). De manera similar, en la condicién de
esteatosis con una concentracion AO:AP 0.125/0.06 mM no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion del gen IL10. Sin embargo, el tratamiento con 2
ng de IL-10 mostr6 una tendencia a la baja (0.25 veces de cambio), mientras que con 5 ng se
mostraron niveles de expresion cercanos al control (1.41), en 10 ng se observo una tendencia a

la alza (1.93 veces), respecto al control.
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Figura 21. Expresion relativa del gen IL10 en células HepGZ tratadas con AO:AP en concentraciones
crecientes de AO:AP e IL-10 exdgena. A) IL10 mediante RT-gPCR tras un tratamiento de 24 h con las
concentraciones 0.06 y 0.015 mM de AP:AQ y posteriormente, una exposicidn de 4 horas por el tratamiento IL-
10 exo6gena . Los datos se expresan como la media + error estandar de la media (SEM) de (n=3) experimentos
independientes y un duplicado técnico por cada condicion. La expresion génica se normaliz6 respecto al grupo
control (valor = 1). El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via.
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IX. Discusion

La evaluacion de los mecanismos moleculares asociados a la esteatosis hepatica y la exposicion
a I1L-10 requiere un equilibrio entre la induccion de acumulacion lipidica y la conservacion de
la viabilidad celular. La exposicion de células HepG2 a una mezcla de acido oleico y acido
palmitico (AO:AP; 2:1) por 24 horas (Figura 14 B), resulto en la induccion de un fenotipo
esteatdsico de manera dosis-dependiente, en donde las concentraciones mas bajas 0.03/0.015
mM y 0.06/0.03 mM AO/AP no afectan de forma significativa la viabilidad celular (99.16% y
85.91%, respectivamente), mientras que las concentraciones mas altas si la afectan (viabilidad
menor a 80%), probablemente debido a un mecanismo de lipotoxicidad, asociada con el
aumento en la concentracion de &cidos grasos acumulados al interior de la célula. En un estudio
hecho por Gomez-Lechdn., et al., 2007, desarrollaron un modelo in vitro de esteatosis hepética,
mediante la exposicion a una concentracion 2:1 de oleato/palmitato en células hepéticas
primarias humanas y células HepG2, donde permitieron diferenciar la acumulacion lipidica de
los efectos citotoxicos/apoptéticos. Los autores observaron que bajas concentraciones de
palmitato inducen esteatosis con baja toxicidad y una mayor supervivencia celular, mientras que

a altas proporciones generaron dafio celular y un porcentaje significativo de la muerte celular.

Estos resultados sugieren que, a concentraciones bajas, la célula HepG2 es capaz de gestionar
el flujo de acidos grasos, mediante mecanismos de compensacién, principalmente a través de la
formacion de gotas lipidicas para evitar la lipotoxicidad por AG libres (Listenberger, L., et al.,
2003). Por el contrario, a mayor concentracion (0.125/0.06 mM AO/AP) hubo una reduccion
significativa de la viabilidad (82.48%; p<0.0030), indicando el inicio de estrés celular medible.
En la concentracion mas alta utilizada (0.25/0.125 mM AO/AP), la viabilidad descendié al
76.11% (p<0.0308). Este dltimo valor se considera un modelo citotéxico significativo,
internacionalmente establecido  (Standard, 1. 2009). La literatura menciona que esta
disminucion en la viabilidad puede ser debida a la saturacion de la capacidad de esterificacién
del reticulo endoplédsmico, lo que deriva en estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y la
activacion de cascadas proapoptéticas mediadas por el acido palmitico, cuya naturaleza de acido

graso saturado lo hace inherentemente mas toxico que el acido oleico (Ricchi, M., et al., 2009).
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Por su parte, la viabilidad celular con el tratamiento de IL-10 exdgena a concentraciones
crecientes durante 4 horas, es suficiente para identificar cambios en la expresién de genes
relacionados con la apoptosis, dado que los mecanismos apoptéticos se activan rapidamente tras
el estimulo, activandose en minutos y siendo detectables entre las 2 y 6 horas (Calzada M, J. A,
et al., 2015). No obstante, esta cinética puede variar dependiendo de factores como el estimulo,
la concentracion, el tipo celular. En nuestro estudio, la exposicion a IL-10 exdgena demostro no
ser citotdxica, obteniendo una viabilidad celular mayor al 80% en todas las concentraciones, sin
diferencias estadisticamente significativas respecto al control (Figura 18). Aunque la
bibliografia es limitada en cuanto a la viabilidad de HepG2 tras tratamiento con IL-10 exdgena,
existe un estudio que demuestra que la IL-10 puede modular la apoptosis en células hepaticas
primarias de ratén de manera dependiente del contexto. En las células HepG2 reduce apoptosis
inducida por TNF-0/CHX (via NF-kB), mientras que en hepatocitos primarios expuestos a

etanol se ha descrito un efecto distinto (Santiago-Lomeli, et al., 2005).

La mezcla de &cido oleico y &cido palmitico se utiliza ampliamente para inducir esteatosis in
vitro por su relevancia fisiolégica, dado que ambos &cidos grasos son de los méas abundantes en
los triglicéridos hepéticos en condiciones normales y en NAFLD/MASLD. En particular,
proporciones con mayor contribucion de oleato (p. ej., OA/PA 2:1) favorecen una acumulacion
intracelular significativa de lipidos neutros con efectos tdxicos menores, aproximando un
fenotipo de esteatosis simple. Ademas, la acumulacion lipidica inducida por OA/PA sigue un
comportamiento dosis-dependiente: al incrementarse la concentracion de acidos grasos
disponibles, aumenta el flujo hacia reesterificacion y almacenamiento en forma de triglicéridos
y gotitas lipidicas, lo que se refleja en lecturas basadas en ORO y cuantificacion de lipidos
intracelulares (Dave. T., et al., 2018). La observacién microscopica con tincion ORO confirmo
la presencia y almacenamiento intracelular de lipidos en las células tratadas, la cual fue
cuantificada mediante el area de cobertura de gotas lipidicas con el programa Image J (Figura
15-16) lo que permitid validar la induccion de acumulacion lipidica a nivel celular. La esteatosis
hepatica se define como la acumulacion de lipidos en méas del 5% del contenido celular, bajo
este criterio la concentracion de AO:AP 0.03/0.15 mM utilizada alcanz6 Unicamente un (3.66
%; p<0.0001) de cobertura lo cual resultd insuficiente para representar un modelo patoldgico

de esteatosis, por ello fue descartada para experimentos posteriores. En contraste, se observé un
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incremento progresivo dosis-dependiente en las concentraciones superiores. La dosis de
0.06/0.03 mM logr6 una cobertura del (5.31 %; p<0.0001), superando el umbral patoldgico del
5%. Las concentraciones de 0.125/0.06 mM (11.32 %; p<0.0001) y 0.25/0.125 mM (17.37 %;

p<0.0001 ) mostraron una acumulacion de lipidos mucho mas abundantes, respecto al control.

Desde el punto de vista funcional, el oleato puede atenuar la lipotoxicidad del palmitato al
favorecer rutas de almacenamiento neutral y modular procesos asociados a estrés del reticulo
endoplasmico y muerte celular, lo cual contribuye a obtener un modelo robusto de acumulacion
lipidica sin pérdida marcada de viabilidad (Moravcova, A., et al., 2015). Por lo tanto, la
exposicion a condiciones crecientes de AO:AP en la linea celular HepG2, permite un entorno
lipotoxico, la disfuncion mitocondrial afectando principalmente la cadena de transporte de
electrones, disminuyendo la B-oxidacién, que es caracteristico de la esteatosis hepatica, estrés
en el RE mediante la activacion de la via de sefializacién UPR (Unfolded Protein Response), la

lipofagia, y resistencia a la insulina (Ishii ., M., et al., 2014).

El andlisis obtenido mediante la expresion génica por RT-qgPCR, mostré una incapacidad de
sostener una respuesta antiinflamatoria adecuada, con profundas implicaciones en la
supervivencia celular, lo que se refleja de manera coherente en los niveles de expresion de BCL2
(Figura 17 B). Aunque no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de BCL2, se observaron tendencias dosis-dependientes que aportan informacion
sobre el estado funcional de la célula. En las concentraciones AO:AP 0.06/0.03 mM (1.38
veces), AO:AP 0.125/0.06 mM (1.78 veces), la ligera induccion transcripcional de BCL2
sugiere la activacion de mecanismos compensatorios tempranos orientados a preservar la
integridad de la membrana mitocondrial externa frente a sefiales proapoptéticas emergentes. En
términos mecanisticos, BCL-2 y otros miembros antiapoptoticos de la familia BCL-2 actGan
preservando la integridad mitocondrial al antagonizar eventos que culminan en la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa y la liberacién de citocromo c, un paso

central en la ejecucion de la apoptosis (Volkmann, N..et al., 2014).

En la concentracion de AO:AP 0.25/0.125 mM, el gen BCL2 mostro una tendencia a la baja

(0.51 veces), lo que sugiere una disminucion del soporte antiapoptético a nivel transcripcional.
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El autor, Letai A, (2005), menciona que la baja expresion de BCL2 no debe interpretarse como
un proceso lineal hacia la apoptosis, sino como un evento umbral. Una vez superado dicho
umbral, se desencadena la permeabilizacion irreversible de la membrana mitocondrial externa
(MOMP) y define el punto de no retorno en la via intrinseca de la apoptosis. En este contexto,
aun cuando la apoptosis convencional mediada por la cascada de CASP3 y CYCS pueda verse
obstaculizada por el déficit energético celular, la pérdida de BCL2 deja a la mitocondria
vulnerable a un dafio estructural irreparable. En conjunto, la ausencia de una respuesta solida de
IL-10 y el declive de BCL2 bajo estrés lipotoxico severo indican que el hepatocito no solo es
incapaz de ejercer una defensa antiinflamatoria, sino que también agota los recursos moleculares

destinados a preservar la integridad mitocondrial (Hutchings, D. E., et al., 1993).

La tendencia a la baja en la expresién de BCL2 observada en la concentracion de AO:AP
0.06/0.03 mM sugiere que, incluso ante un estrés lipidico moderado, el balance transcripcional
puede desplazarse hacia un estado menos pro-supervivencia (Letai; 2005). En modelos celulares
hepéticos se ha descrito que el AP puede promover apoptosis y asociarse con un descenso del
cociente BCL-2/BAX , compatible con activacion de la via intrinseca (Ji, J., et al., 2005). De
manera complementaria, los acidos grasos saturados inducen estrés del RE y apoptosis en
células hepaticas (Malhi, H., et al., 2008), lo que ofrece un marco mecanistico para entender por
qué la suplementacion con IL-10 no revirtid la tendencia descendente de BCL2 en esta

condicion.

Bajo AO:AP 0.125/0.06 mM, los perfiles divergentes (2 ng: 1.57 veces; 5 ng: 1.15 veces; 10 ng:
1.35 veces) sugieren una dindmica dependiente de dosis que, aunque no significativa, podria
reflejar variaciones en la capacidad de respuesta a IL-10 conforme aumenta la carga lipotdxica.
Una explicacion plausible (a corroborar) es la activacion de retroalimentacion negativa de la via
IL-10/JAK-STAT (p. €j., induccion de SOCS), que puede atenuar o modular la respuesta

transcripcional ante el estimulo exdgeno (Hutchins, A. P., et al., 2013).

Este comportamiento es consistente con la retroalimentacion negativa dependientes de STATS3,
cuya funcion bioldgica primordial es limitar la respuesta inmune exacerbada (Sharmin, M. M.,

etal., 2020). La variabilidad observada en la respuesta a 2 ng de 1L-10 exdgena, en comparacién
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con 5y 10 ng, podria estar relacionada con una modulacion dependiente de dosis de la via IL-
10/JAK-STATS, incluyendo fendmenos de saturacion de la sefializacion y/o la induccion de
reguladores negativos como las proteinas SOCS (Suppressors of Cytokine Signaling),
ampliamente descritas como mediadores del control fino de esta via. En este contexto, es posible
que concentraciones bajas de IL-10 permitan una activacion transcripcional mas eficiente de
genes asociados a supervivencia celular, como BCL2, mientras que dosis superiores no generen
un incremento proporcional debido a la activacion de mecanismos reguladores intracelulares.
De manera complementaria, y sin que ello constituya evidencia confirmatoria, patrones
observados en un reandlisis transcriptomico de biopsias hepaticas humanas (GSE126848)
muestran una modulacién de genes reguladores del eje IL-10/JAK-STAT en etapas tempranas
de MASLD, con atenuacién hacia fases mas avanzadas (analisis propio, datos no publicados).
No obstante, esta interpretacion debe considerarse exploratoria, ya que la respuesta a IL-10
puede variar segun el estado metabolico de la célula y la integracion con otras vias activadas

bajo estrés lipotdxico.

Unatendencia similar se observé para PARP1 (Figura 17 C). Aunque el tratamiento con AO:AP
0.06/0.03 mM mostré un incremento no significativo de 4.9 veces en los niveles de mMRNA, a
mayor concentracion AO:AP 0.125/0.06 mM y AO:AP 0.25/0.125 mM presentaron una ligera
tendencia a la alza no significativa (1.6 y 1.85 veces, respectivamente) en comparacién con el
control . Lo que podria sugerir que la célula activa inicialmente de manera robusta la induccion
de PARP1 como una respuesta adaptativa al dafio en el DNA causado por el estrés oxidativo
lipotoxico, con el objetivo de reparar rupturas de cadena sencilla y preservar la integridad
genomica. El papel de PARP1 en la deteccion temprana del dafio ocasionado por los &cidos
grasos Yy su rapido reclutamiento a los sitios de ruptura del ADN ocasionado por la oxidacion de
la bases nitrogenadas mediada por ROS, es fundamental para la activacion de la reparacion por
escision de bases, un mecanismo ampliamente descrito como respuesta inmediata al dafio
inducido por estrés oxidativo (Li, R., et al., 2022). No obstante, el hecho de que los niveles de
mMRNA de PARP1 no aumenten proporcionalmente conforme se incrementa la carga de 4cidos
grasos podria reflejar una regulacion dependiente de la intensidad del estrés, incluyendo
cambios postranscripcionales o un desplazamiento hacia estados celulares menos adaptativos

cuando el dafio supera la capacidad de compensacion. En este sentido, la actividad de PARP1,
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mas que su transcripcion, también puede ser critica, ya que su activacion sostenida se ha
asociado con consumo de NAD'Y/ATP y disfuncidon metabolica en escenarios de estrés
persistente; sin embargo, esta posibilidad requeriria validacion funcional adicional (Fouquerel,
E.etal., 2014; Nishida et al., 2022).

Bajo la condicion AO/AP 0.06/0.03 mM combinada con la adicion de IL-10 exdgena, la
expresion de PARP1 no alcanzé significancia estadistica, aunque se observé una tendencia
dosis-dependiente. En presencia de 2 ng de 1L-10, PARP1 mostré un incremento de 2.08 veces,
mientras que con 5 ng el aumento fue de 1.54 veces y con 10 ng no se detectaron cambios
respecto a los niveles basales (0.95 veces) (Figura 19C). Este patrdn sugiere que, bajo un estrés
lipotoxico moderado, dosis bajas de 1L-10 podrian favorecer transitoriamente la expresion de
genes asociados a la respuesta al dafio en el ADN; sin embargo, concentraciones superiores no
generan un efecto adicional, posiblemente debido a mecanismos de regulacion negativa o

saturacion de la via de sefalizacion.

Estos hallazgos resultan relevantes considerando que la activacion sostenida de PARPL, si bien
es esencial para la deteccion temprana del dafio genémico, puede derivar en efectos deletéreos
cuando ocurre de manera cronica, debido al consumo excesivo de NAD" y ATP, lo que
compromete la homeostasis bioenergética celular (Guo et al., 2025). En contraste, bajo una
condicion de mayor estrés lipotoxico (AO/AP 0.125/0.06 mM), la respuesta inducida por IL-10
mostrd un incremento parcial de la expresion de PARP1 (2 ng: 1.65 veces; 5 ng: 2.45 veces; 10
ng: 1.87 veces), lo que sugiere un efecto citoprotector limitado, orientado a reforzar la capacidad
de reparacion del ADN. No obstante, la magnitud de esta respuesta no parece suficiente para
contrarrestar de manera efectiva el dafio celular asociado a una carga lipotéxica mas severa, lo
que indica que la capacidad adaptativa mediada por IL-10 es dependiente del contexto y de la

intensidad del estrés metabélico.

El gen TP53 mostr6 una sobreexpresion estadisticamente significativa en todas las
concentraciones de AO:AP evaluadas: 0.06/0.03 mM (4.9 veces; p < 0.0003), 0.125/0.06 mM
(5.48 veces; p < 0.0003) y 0.25/0.125 mM (4.32 veces; p < 0.0016), en comparacion con el

control (Figura 17D). Este patron es consistente con la activacidn de programas de respuesta al
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estrés asociados a sobrecarga lipidica, en los que p53 participa como integrador de sefiales que
pueden conducir a adaptacion (p. €j., detencion del ciclo/recuperacion) o, si el dafio persiste, a
apoptosis (Haronikova, L., et al., 2019). En el contexto de MASLD/MASH, se ha reportado
que la activacion de p53 se asocia con disfuncion hepatocelular y con vias proapoptoticas,

particularmente en escenarios de lipotoxicidad (Haronikova, L.,et al., 2019).

En concordancia con este contexto, los resultados obtenidos con la IL-10 ex6gena (Figura 19
D) sugieren que la citocina modula la expresion de TP53 bajo carga lipidica, lo que podria
reflejar un ajuste en la intensidad de la respuesta al estrés celular; no obstante, esta interpretacion
debe tomarse con cautela, ya que esta basada en niveles de mMRNA y requeriria validacién

adicional a nivel proteico/funcional.

En las concentraciones méas altas de AO:AP (0.125/0.06 mM y 0.25/0.125 mM) no se
observaron cambios estadisticamente significativos; sin embargo, se detectd una tendencia al
alza en la expresion de CASP3 (1.98 y 1.55 veces) y CYCS (3.03 y 1.59 veces, respectivamente)
respecto al control. En conjunto, estos datos sugieren que la respuesta transcripcional asociada
a la apoptosis no se anula, pero tampoco muestra un incremento robusto y consistente conforme
aumenta la carga lipidica. Mas que indicar una activacion de la apoptosis clasica, este patrén
puede interpretarse como una activacion parcial o de este programa celular bajo condiciones de

lipotoxicidad creciente.

Esta interpretacion es congruente con lo observado en el reandlisis de biopsias hepéticas
humanas (GSE126848), donde CASP3 no se incrementa con la progresion de la enfermedad v,
de hecho, muestra reduccion significativa en NAFL frente a los controles normopeso, mientras
que CYCS presenta una disminucion significativa tanto en NAFL como en NASH. En ese
sentido, tanto el reandlisis en tejido humano como el comportamiento en el modelo in vitro
sugieren que, en el contexto de MASLD, la activacidn transcripcional de componentes centrales
de la via mitocondrial de apoptosis puede ser limitada o modulada, especialmente conforme se
intensifica el estrés metabolico. En la literatura se ha descrito que en escenarios de lipotoxicidad
y progresion hacia MASH/NASH pueden participar mecanismos alternativos de muerte celular

como piroptosis o necroptosis; por ello, no puede descartarse que, cuando el estrés celular es
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mas intenso, la célula active programas distintos a la apoptosis clasica (Wree, A.,et al;2015).
Esta posibilidad requeriria validacion especifica con marcadores funcionales (p. ej., actividad
de caspasas, MLKL fosforilado o gasderminas).

Nuestros resultados confirman que, en un entorno lipidico moderado (0.06/0.03 mM), el
tratamiento con IL-10 exdgena actia como una molécula protectora que inhibe la fase terminal
de la muerte celular. En CASP3 (Figura 20 A) en AO:AP 0.06/0.03 mM con 2 ng de IL-10 se
observo una marcada disminucion de la expresion génica (0.03 veces p< 0.0001); con 5 ng, una
reduccion de (0.24 veces; p < 0.0001), con 10 ng, una disminucion de (0.11 veces; p < 0.0001),
respecto al control. En AO:AP 0.125/0.06 mM se observaron diferencias estadisticamente
significativas en todas las condiciones evaluadas. El tratamiento con 2 ng de IL-10 mostré una
marcada disminucion de la expresidn génica (0.01 veces; p < 0.0001), con 5 ng, una reduccion
de (0.14 veces p<0.0001) y con 10 ng, una disminucion de (0.06 veces; p<0.0001), respecto al

control.

El gen CYCS (Figura 20 B), en la concentracion AO:AP 0.06/0.03 mM, con 2 ng de IL-10
mostrd una disminucion de la expresion génica de (0.08; p<0.0001); con 5 ng, una reduccion de
(0.10 veces; p<0.0001); y con 10 ng, una disminucion de (0.11 veces; p<0.001), respecto al
control. Sin embargo, ante un estrés mayor, en la concentracion AO:AP 0.125/0.06 mM se
observaron diferencias estadisticamente significativas Unicamente con el tratamiento de 2 ng de
IL-10, el cual indujo una sobreexpresion de (3.54 veces; p < 0.0001). En las condiciones de 5y
10 ng no se detectaron diferencias estadisticamente significativas, aunque se observaron
pequefias tendencias a la alza de (1.64 y 1.10 veces). Segun Ott et al. (2002), la liberacion de
citocromo ¢ es un evento regulado a nivel proteico y mitocondrial, que puede ocurrir sin la
activacion de la cascada de caspasas. En este contexto, las alteraciones observadas en la
expresion génica de CYCS, en ausencia de la activacion de la transcripcion de CASP3, no
reflejan directamente la liberacién del citocromo c, sino que podrian asociarse a un estado de
disfuncion mitocondrial severa. Este tipo de disfuncion ha sido vinculada con la activacion de
formas alternativas de muerte celular independiente de caspasas, como se ha descrito

previamente (Badea, A., et al., 2010).
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Por otro lado, la expresion IL10 (Figura 17 G ) no presentd diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales de dosis crecientes de AO:AP, sin embargo, el
andlisis de las tendencias de expresion revela un patron dependiente de la concentracion de
AO:AP que resulta relevante desde el punto de vista bioldgico. En la concentracion AO:AP
0.06/0.03 mM (1.99 veces) y AO:AP 0.125/0.06 mM (0.56 veces), AO:AP 0.25/0.125 mM

(1.12 veces), no se observaron cambios respecto a los niveles basales de expresion.

Esto podria sugerir que, ante una acumulacion baja de &cidos grasos, el hepatocito ain conserva
la capacidad de inducir parcialmente una respuesta antiinflamatoria compensatoria a nivel
transcripcional. Los hallazgos sugieren que los hepatocitos activan inicialmente vias de
sefializacion antiinflamatorias como salvaguarda frente al dafio por &cidos grasos; sin embargo,
la carga de AO:AP 0.125/0.06 mM induce una disminucion de esta respuesta. La disminucion
de la expresion de IL10 en AO:AP 0.125/0.06 mM (0.56 veces), podria sugerir una restriccion
en la capacidad transcripcional cuando hay una cantidad considerable de acidos grasos
generando un escenario de estrés celular. El autor Bradley R., et al., 2008, menciona que la
disminucion en la expresion enddgena de IL10, se debe a que el AP, impide el correcto
funcionamiento de factores como STAT3 y la proteina de union al elemento de respuesta a
AMPc (CREB), detiene la produccion de mediadores de supervivencia celular y

antiinflamatorios, limitando la disponibilidad y expresion de IL10.

Esto ocasiona que la célula pierda su principal mecanismo de defensa, quedando expuesta a la
progresion del dafio metabdlico e inflamatorio inducido por la sobrecarga de lipidos. Esto
sugiere que el hepatocito reorienta sus recursos hacia el sistema de supervivencia de emergencia,
0 en su defecto, trans hacia rutas de muerte, lo que debilita la homeostasis de la célula ante
cargas lipidicas bajas.

En cuanto al modelo HepG2, la transcripcion de 1L10 con la exposicion al tratamiento de 1L-10
exogena, no alcanz6 variaciones con diferencia estadistica en ninguna de las condiciones
analizadas tras la exposicion de I1L-10 exdgena (0.06/0.03 mM y 0.125/0.06 mM de AO:AP)
(Figura 21 A). Sin embargo, en el analisis se observa una tendencia que revela una modulacion

dependiente del entorno metabdlico y del aporte externo de la citocina. Especificamente, ante
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una carga lipidica moderada (0.06/0.03 mM), se observo cierta variabilidad en los perfiles de
expresion; no se observaron cambios respecto a los niveles basales de expresion (1.35 veces con
2 ng de IL-10 exdgena, 0.94 veces con 5 ng, 1.02 veces con 10 ng) lo que podria ser efecto de
un esfuerzo metabdlico de la célula por preservar la homeostasis antiinflamatoria y posible
activacion de mecanismos de retroalimentacion negativa, en los cuales la presencia de IL-10

exogena podria reducir la necesidad de su transcripcion endogena.

Esto refuerza la idea de que, una acumulacion de &cidos grasos en baja concentracién , el
hepatocito aun conserva su homeostasis antes de alcanzar un estado de lipotoxicidad
irreversible. En este contexto, la célula conservaria su capacidad para inducir 1L10 como parte
de una respuesta adaptativa orientada al mantenimiento de la homeostasis. Por el contrario, en
la condicion de AO:AP 0.125/0.06 mM, no son estadisticamente significativa, la disminucion
registrada con 2 ng de I1L-10 (0.25 veces) apunta a una posible represion transcripcional inicial
ejercida por la citocina exdgena sobre su propio gen, un fenémeno que podria estar mediado por
la sefializacion de STAT3 y mecanismos de retroalimentacion negativa (Knolle, P. A., et al.,
1998). Por el contrario, 5 ng (1.41 veces) no se observaron cambios respecto a los niveles basales
de expresion, mientras que 10 ng (1.93 veces) presentd una tendencia a la alza, respecto al
control. Esto se podria relacionar que ante una mayor carga lipidica, es necesario emplear
concentraciones superiores de IL-10 exdgena. Estas dosis permitirian vencer el umbral de
autolimitacion impuesto por los circuitos de retroinhibicion, facilitando asi una actividad

antiinflamatoria mas estable y prolongada.
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Figura 22. Resumen del efecto dosis-dependiente del tratamiento AO:AP (proporcion 2:1; por 24 h) sobre el
destino celular y los marcadores moleculares. El panel superior ilustra el dafio celular inicial generalizado provocado
por el tratamiento, caracterizado por la induccién de estrés oxidativo, estrés del RE, disfuncion mitocondrial y
agotamiento bioenergético. El panel inferior muestra como la concentracion del tratamiento determina el mecanismo de
muerte celular. La dosis baja (0.06/0.03 mM) induce predominantemente apoptosis. A medida que la dosis aumenta (
0.125/0.06 MM y 0.25/0.125 mM), se produce un cambio hacia modalidades de muerte celular pro-inflamatorias y menos
reguladas, como la necrosis, piroptosis y partanatos. Las tablas adyacentes resumen la modulacién de los marcadores
moleculares clave (BCL2, PARP1, TP53, CASP3, CYCS, IL-10), indicando con flechas los cambios relativos en su

expresion o actividad para cada condicién (T aumento, | disminucién, < sin cambios).
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Figura 23. Resumen del efecto citoprotector del tratamiento con IL-10 exdgena frente al dafio celular inducido
por AO:AP. El panel superior describe la respuesta celular tras la administracion de IL-10 exdgena (4 h) posterior al
tratamiento con AO:AP (2:1; 24 h). Se destaca un efecto citoprotector global caracterizado por la modulacién del dafio
al ADN vy la atenuacion de la respuesta proapoptdtica, a pesar de persistir la disfuncion mitocondrial estructural y el
agotamiento bioenergético. Los paneles inferiores detallan la respuesta molecular dependiente de la concentracion de
IL-10 (2, 5y 10 ng) para dos dosis de AO:AP. Se observa que concentraciones crecientes de IL-10 exdgena logran
estabilizar marcadores criticos como TP53 y PARP1 (especialmente a 10 ng en dosis baja) y reducir la activacién de

efectores de muerte como CASP3 y CYCS, indicando con flechas los cambios relativos en su expresién o actividad

para cada condicién (1 aumento, | disminucién, < sin cambios).
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X. Conclusiones

1. El modelo in vitro de esteatosis hepética desarrollado por nuestro grupo de trabajo, es
viable y capaz de producir una acumulacién lipidica dosis-dependiente a
concentraciones crecientes de AO:AP.

2. Enconcentraciones bajas de AO:AP, se activa la via de apoptosis mitocondrial, mientras
que en concentraciones altas la muerte celular parece no depender de esta via, y sugiere
la participacion de otros mecanismos de muerte celular como necrosis, partanatos y
piroptosis.

3. La IL-10 exogena, tiene la capacidad de modular, por lo menos parcialmente, la
expresion de genes relacionados a la apoptosis clasica y de supervivencia celular.

4. La IL-10 podria ser considerada como una diana terapéutica para tratar enfermedades
metabdlicas como la MASLD.

5. En estudios posteriores se recomienda medir marcadores relacionados a mecanismos de
muerte celular alternativos, asi como el efecto de IL-10 exdgena a nivel proteico

(traduccion).
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