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Resumen

Las enfermedades metabdlicas esteatosis hepatica no alcohdlica (NAFLD) vy
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), son las formas mas comunes de padecimientos
hepaticos crénicos en todo el mundo, y su prevalencia ha aumentado de manera
significativa debido a la creciente incidencia de obesidad, diabetes tipo 2 y resistencia
a la insulina. Entre el 10% y el 30% de los pacientes con NASH pueden progresar a
cirrosis dentro de un periodo de 10 a 20 afos si no reciben tratamiento adecuado.
Actualmente, no existen farmacos aprobados especificamente para el tratamiento de
la NAFLD o NASH. Por lo que el objetivo del presente trabajo, fue probar un farmaco
que pertenece a los inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4, conocido como sitagliptina.
Utilizando un modelo de dieta deficiente en metionina y colina (MCD). La metionina y
la colina, son nutrientes esenciales que desempefan roles fundamentales en el
metabolismo de un carbono y en el mantenimiento de la salud hepatica. Se utilizé un
modelo animal, ratas Wistar macho de 2 meses de edad, a los que se les aliment6 con
dieta MCD y se suplemento con sitagliptina durante 6 semanas. Se examino el tejido
hepatico para estimar el efecto de la sitagliptina en el desarrollo de NASH. La dieta
MCD disminuy® la relacion SAM/SAH (S-adenosilmetionina/S-adenosilhomocisteina)
y aumentd los niveles plasmaticos de homocisteina, acidos grasos libres y
acilcarnitinas de cadena larga en las ratas MCD. La expresién de cadena alfa2 del
colageno tipo | (Col1A2) también aumentd con la dieta MCD. El tratamiento con
sitagliptina no revirti6 estos efectos y aumentoé la esteatosis y las acilcarnitinas de
cadena larga. En conclusion, la sitagliptina no fue eficaz para prevenir la NAFLD en el
modelo de rata MCD. Este resultado contradice los datos previos que informaban
efectos beneficiosos y es coherente con los resultados negativos de los ensayos

clinicos.

Palabras clave: MCD, Donadores de grupos metilo, NAFLD, NASH, sitagliptina, Ratas
Wistar.



Abstract

Nonalcoholic liver disease (NAFLD) and nonalcoholic steatohepatitis (NASH) are the
most common forms of chronic liver disease worldwide. Their prevalence has increased
significantly due to rising incidences of obesity, type 2 diabetes, and insulin resistance.
Between 10% and 30% of patients with NASH may progress to cirrhosis within a period
of 10 to 20 years if not treated appropriately. Currently, there are no drugs specifically
approved for the treatment of NAFLD or NASH. Thus, the present work aimed to test a
drug belonging to the dipeptidyl peptidase-4 inhibitors (DPP4i), sitagliptin, using a
methionine-choline deficient diet (MCD) model. Methionine and choline are essential
nutrients that play fundamental roles in one-carbon metabolism and maintaining liver
health. A 2-month-old male Wistar rat model fed MCD and supplemented with sitagliptin
for six weeks was used to estimate the effect of sitagliptin on the development of NASH.
The MCD diet decreased the S-adenosylmethionine/S-adenosylhomocysteine
(SAM/SAH) ratio and increased plasma levels of homocysteine, free fatty acids, and
long-chain acylcarnitines in the MCD rats. The MCD diet also increased collagen alpha-
2 type | (Col1A2) expression. Sitagliptin treatment did not reverse these effects and
increased steatosis and long-chain acylcarnitines. In conclusion, sitagliptin was
ineffective in preventing NASH in the MCD rat model. This result contradicts previous
data reporting beneficial effects and is consistent with negative results from clinical

trials.

Keywords: MCD, Methyl donors, NAFLD, NASH, Sitagliptin, Wistar rats



1 Introduccion

El entendimiento de la etiologia de una enfermedad es fundamental para poder
implementar los programas de salud e investigacion adecuados, que disminuya el
impacto negativo de las consecuencias economicas y politicas que afectan a la
sociedad. Las insuficiencias hepaticas (generadas por cualquier origen: infeccion viral,
mala nutricion o problemas relacionados con cancer) son un problema de salud
mundial. Datos de estudios realizados en México entre los afios 2001 a 2017 sobre la
prevalencia de enfermedades hepaticas la infeccion por el virus de la hepatitis C
(VHC), la fibrosis, la cirrosis y otras enfermedades hepaticas inflamatorias, indican una
disminucién de la mortalidad durante la ultima década. Este descenso se atribuye
principalmente al diagndstico temprano y al uso de tratamientos adecuados (Martinez-
Bohorquez et al., 2023).

Las enfermedades hepaticas pueden generarse por depdsito de metales, proteinas,
lipidos y otras sustancias, también pueden deberse a trastornos metabdlicos
hereditarios o adquiridos; una de las enfermedades adquiridas mas importantes es la
esteatosis hepatica no alcohdlica, que se caracteriza por la acumulacién de
triglicéridos en el higado (Montoro y Garcia, 2012).

*La esteatosis hepatica o higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés)
esta afectando al 25% de la poblaciéon mundial. La NAFLD estd asociada con
comorbilidades como son la obesidad, sindrome metabdlico (SM), resistencia a la
insulina, diabetes mellitus tipo 2 y la hipertrigliceridemia. Un punto importante es que
la proliferaciéon de dichas comorbilidades, ademas de permitir un aumento en la
prevalencia de la NAFLD, también provoca que los pacientes se encuentren en una
condicion de mayor riesgo de enfermedad hepatica progresiva (Younossi et al., 2019).
La relacion estrecha entre la obesidad y la NAFLD estd muy bien documentada, sin
embargo, también se ha identificado un aumento en la prevalencia en sujetos no-
obesos (Ye et al., 2020).

* Es importante mencionar que después de un consenso entre médicos y hepatélogos
expertos, se adopté una nueva nomenclatura. La enfermedad por higado graso no

alcohdlico ahora recibe el nombre de enfermedad hepatica esteatdsica asociada con



disfunciéon metabdlica (MASLD, por sus siglas en inglés), y la esteatohepatitis asociada
a disfuncion metabdlica (MASH), reemplazara el término esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH) (Rinella et al., 2023). Sin embargo, en el presente trabajo de tesis seguiremos
utilizando la nomenclatura anterior NAFLD y NASH.



2 Marco teorico

2.1 Higado y sus funciones

El higado es un érgano metabdlico presente en todos los vertebrados incluido el ser
humano. En humanos adultos tiene un peso promedio de 1.5 kg, se encuentra en la
parte superior derecha del abdomen debajo del diafragma esta protegido por la parte
inferior de la caja toracica. Recibe sangre oxigenada del corazon a través de la arteria
hepatica (HA), asi como sangre rica en nutrientes proveniente del tracto
gastrointestinal, a través de la vena porta. La sangre circula a través de los sinusoides
hepaticos, desemboca en la vena central y las venas hepaticas le permiten salir del
higado. Aproximadamente el 20% de la sangre total, pasa a través del higado cada
minuto (Wang et al., 2017).

Para mantener al organismo en condiciones Optimas realiza muchas funciones
diferentes. Las mas importantes son:

1. Sintesis: el higado sintetiza la bilis y la secreta, como agente surfactante en la
vesicula biliar para la digestion de lipidos; se ocupa de la sintesis de multiples
proteinas plasmaticas y enzimas digestivas. Por ejemplo, la albumina que se considera
una proteina transportadora, ya que permite a varias moléculas viajar por el torrente
sanguineo. En el higado también se sintetizan todos los factores de la cascada de
coagulacion, asi como muchas proteinas implicadas en la fibrindlisis (plasmindgeno).
Se encarga de modificar la composicién de las proteinas y los aminoacidos de la
sangre mediante procesos enzimaticos como la desaminacion, transaminacion y
reaminacion (North-Lewis, 2008) .

2. Depuracion: Elimina sustancias que puedan ser nocivas, entre ellas el alcohol,
excreta sustancias de desecho como los pigmentos biliares, colesterol modificandolas,
tratando de hacerlas inocuas, o mas solubles en agua para que puedan ser
desechadas del organismo. Por ejemplo, el catabolismo de los aminoacidos produce
gran cantidad de amoniaco, que se convierte en urea (en el ciclo urea, proceso que se
da en el higado) y, finalmente, se excreta por la orina (Trefts et al., 2017). También se
encarga de modificar medicamentos y compuestos quimicos, asi como combatir

infecciones filtrando agentes nocivos que ingresaron por el intestino.



3. Almacenamiento: El higado recibe los nutrientes que provienen del sistema
digestivo para transformarlos en moléculas complejas. Participa en el metabolismo de
glucidos y lipidos. Puede almacenar los glucidos en forma de glucégeno para liberar
glucosa en funcion de las necesidades del organismo. Los lipidos son transformados
en moléculas complejas (triglicéridos) a fin de almacenarlos en los adipocitos, sintetiza
y degrada el colesterol. Juega un papel importante en el metabolismo, regula la
sintesis y almacenamiento de glucosa, su ausencia o su falla de funcionamiento es
incompatible con la vida (Gal et al., 2007).(Figura1)

Esta involucrado en la regulacidon de la energia, almacena una cantidad pequefia en
forma de glucégeno. El higado humano por lo tanto contiene pocas o ninguna gota de
grasa, si se presentan mas del 5% de gotas de grasa en el higado se considera
anormal (Francque et al., 2021). Asimismo, regula la homeostasis del sistema
inmunoldgico, pues contiene gran cantidad de fagocitos mononucleares y células
“natural killer’; ademas de que las células de Kupffer representan la primera barrera
de proteccidn contra patogenos derivados del intestino (North-Lewis, 2008).

El higado realiza sus actividades de manera silenciosa, no contiene muchos sensores
del dolor, por ese motivo un dafo cronico puede tardar varios afos en ser

diagnosticado (Francque et al., 2021).

2.2 Anatomia del higado

El higado se encuentra ubicado en la parte superior derecha de la cavidad abdominal
por debajo del diafragma, por encima del estdmago, el rindn derecho y los intestinos.
En el humano adulto ocupa aproximadamente entre el 2-5 % del peso corporal;
presenta una forma triangular, color marrén, ademas de una superficie lisa firme pero
fragil. Esta conectado al diafragma y a la pared anterior del abdomen por cinco
ligamentos: falciforme, coronario, 2 triangulares y redondo. Se divide en dos Iébulos
principales derecho e izquierdo separados por el ligamento falciforme (Figura 2)
(Abdel-Misih y Bloomston, 2010; Sibal y Gopalan, 2015) . El I6bulo izquierdo al ser de
menor tamafio es considerado Iébulo inferior, ahi se encuentran dos Iébulos
adicionales, el I6bulo cuadrado y Iébulo caudado. Claude Couinaud clasificé al higado
en 8 segmentos funcionalmente independientes. Los segmentos se numeran en el

sentido de las agujas del reloj. La clasificacion en segmentos es muy util para cirugias



y estudios de imagen del higado, ya que permite localizar con exactitud lesiones.
(Figura 2) (Mahadevan, 2014).
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Figura 1. Lobulos del higado, derecho e izquierdo, funciones generales del érgano.
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Figura 2. Anatomia del higado. Segmentos del higado para su estudio.

2.2.1 Histologia del higado

En la estructura microscopica del higado existen 2 estructuras histologicas
primordiales, primero se encuentran los lobulillos (unidad anatémica). Los hepatocitos
tienen un acomodo en placas repetidas, dando lugar a los lobulillos, cada uno con
forma hexagonal irregular rodeada de tejido conectivo y con una vena en el centro
(vena central); en los angulos de los lobulillos vamos a encontrar areas triangulares
que se conocen como triada portal o espacios porta, cada uno se conforma por una
rama de la arteria hepatica, una rama de la vena porta hepatica, un conductillo biliar y
un capilar linfatico (Ben-Moshe y ltzkovitz, 2019). La sangre oxigenada que va al
higado proviene de la arteria hepatica, suministrando el 25% del total de la sangre en
el higado, el 75% corresponde al suministro de la vena porta. La sangre de la vena
porta contiene los productos de la digestion que se absorben de los alimentos y van a
ser metabolizados por células hepaticas. La vena porta y la arteria hepatica trabajan
juntas transportando la sangre que contiene oxigeno, asi como metabolitos al higado;
posteriormente los hepatocitos los procesan y drenan a la vena central (Mulaikal y



Emond, 2012). Mientras que el flujo de la bilis va hacia afuera desde el centro del I6bulo
y drena en el conducto biliar periférico (Figura 3) (Cunningham y Porat-Shliom, 2021).
La segunda estructura se conoce como acino hepatico (unidad funcional del higado en
términos de flujo sanguineo) tiene forma de rombo, se divide en tres zonas (1,2,3). La
zona 1 es la mas cercana a la vena portal (zona periportal) contiene entre 6-8
hepatocitos, zona mas oxigenada, primera en recibir oxigeno, nutrientes y toxinas; es
la zona con menos riesgo de presentar necrosis y es la primera en regenerarse;
presenta varias funciones metabdlicas; la zona 3 centrolobular o pericentral) contiene
2-3 hepatocitos, mas cercana a la vénula hepatica, es menos rica en nutrientes y
oxigeno, mas susceptible al dafio (necrosis) y la zona 2 o intermedia (media acinar)
contiene 6-10 hepatocitos (Potter, 2007; Washabau y Day, 2012) (Figura 4). Las zonas
que presenta el acino permiten, que el higado tenga fisiologia correcta y se adapte a
desafios nutricionales y demandas metabdlicas. Los dafios al higado pueden afectar
dichas zonas y generar alteraciones metabolicas (Ma et al., 2020). La zonacion del
higado es relevante para entender las enfermedades hepaticas, ya que las patologias
pueden originarse o limitarse en zonas periportales o pericentrales. Por ejemplo, el
higado graso no alcohdlico, inicialmente se desarrolla en zonas pericentrales en sus
primeras etapas esteatosis e inflamacion, posteriormente progresa hacia afuera
(Cunningham y Porat-Shliom, 2021).

El higado se compone del estroma (tejido de sostén) y el parénquima. El estroma
incluye la capsula de Glisson, rodeada de tejido conectivo, que se engrosa para formar
una regién céncava que se conoce como hilio. Este atraviesa el 6rgano, permitiendo
la entrada de la arteria hepatica y la vena porta, que se ramifican y dividen el
parénquima en lobulillos (Rojas Lemus et al., 2017).

Las células que conforman al higado se dividen en dos categorias:

1) Células parenquimatosas: hepatocitos que representan aproximadamente el
60-65% del total de las células y el 80% del volumen hepatico.

2) Células no parenquimatosas (NPC, por sus siglas en inglés): se conforman por
células de Kupffer (Kc, por sus siglas en inglés), células endoteliales
sinusoidales hepaticas (LSEC, por sus siglas en inglés), células estelares o
estrelladas hepaticas (HSC, por sus siglas en inglés) y tipos de células extranas



Pit (células “natural killer” hepaticas). Representan el 5% del volumen del
higado, pero el 35 % del total de sus células (Otero y Sierra, 2003; Mulaikal y
Emond, 2012).

3) Finalmente, el parénquima hepatico se organiza de la siguiente manera, los
hepatocitos estan dispuestos en placas de forma poligonal, con un diametro
aproximado de 40 uym, y estan rodeados de sinusoides que permiten el drenaje
de las venas del centro. El espacio entre la pared de cada hepatocito y la pared
del sinusoide se conoce como espacio de Disse, donde se encuentran las

células de Kupffer y las células estelares o de Ito (Figura 5) (lwai et al., 2019).
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Figura 3. Lébulo y acino hepatico, BD, conducto biliar; HA, arteria hepética; PV, vena porta; THV, vénula
hepatica terminal. Zonas del acino hepético (micrografia H&E).
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ltzkovitz, 2019).
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Las células que forman cada lobulillo son:

12

1.

Hepatocitos, se localizan en el parénquima, representan entre el 60 y el 80 %
de la poblacidén celular hepatica, pueden ser mono o polinucleados. Con
citoplasma eosinofilico y un nucleo central redondo u ovalado. El citoplasma
aciddfilo. Ademas, en su citoplasma hay abundante reticulo endoplasmico con
inclusiones de glucégeno vy lipidos. Cuando se encuentran en condiciones
normales las preparaciones histologicas presentan un numero reducido de
gotas de lipidos. La vida promedio del hepatocito es de 5 a 6 meses. Algunas
de sus funciones son, sintesis de proteinas, acidos biliares, lipidos y colesterol.
(Si-Tayeb et al., 2010; Krishna, 2013; Rojas Lemus et al., 2017).

Células de Kupffer, (Kc) son células macrofagicas, se encuentran sobre las
células endoteliales (sinusoidales), que emiten sus prolongaciones hacia el
espacio de Disse, permitiéndoles tener contacto con los hepatocitos y las
células estelares (estrelladas). Representan del 2% al 5% de la masa celular
hepatica. Su nucleo puede ser ovalado o en algunas ocasiones lobulado. En la
superficie hay estructuras implicadas en el mecanismo de endocitosis, como las
vermiformes, microvellosidades y seudopodos (Cubero y Nieto, 2006). Sus
funciones principales, eliminan células sanguineas viejas, bacterias, virus,
células tumorales, asi como desechos celulares. Producen citocinas, 6xido
nitrico, factor de necrosis tumoral, interleucina 1,6 o 10, interferén alfa y
prostanoides (lwai et al., 2019).

Células estelares (estrelladas) o de Ito, (HSC) son mesenquimales,
perisinusoidales ubicadas a lo largo de los sinusoides en el espacio de Disse,
representan entre el 10 y 15 % del numero total de células hepaticas; su
citoplasma se caracteriza por presentar multiples y prominentes «gotas» de
lipidos de 1 a 2 uym de diametro, y representan el principal sitio de
almacenamiento de vitamina A (retinol). Tienen un papel crucial en el proceso
de cicatrizacion y fibrogénesis, en la secrecion de citocinas y en la regulacién
de resistencia vascular (Otero y Sierra, 2003; Sarem et al., 2006; Nianan et al.,
2021).



4. Células endoteliales, representan el 3% del volumen hepatico total, juegan un
papel importante en la regulacion del tono vascular, la secrecion de moléculas
vasoactivas y son células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en
inglés) (Garcia et al., 2011; Poisson et al., 2017).

5. Células pit, estan situadas en el lumen de los sinusoides, adheridas a las
células de Kupffer y las células endoteliales. Tienen forma irregular y su funcion
es atacar células tumorales y hepatocitos infectados con virus (Rojas Lemus et
al., 2017; lwai et al., 2019).
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Figura 5. Células que conforman el higado. tomado de (lwai et al., 2019).
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2.2.2 Patologias hepaticas

Las patologias hepaticas son las enfermedades que impiden que el higado funcione o
evitan que trabaje bien. Se caracterizan por dolor abdominal, color amarillo de la piel
o los ojos (ictericia) o por los resultados anormales de las pruebas de la funcién
hepatica. Sin embargo, pueden pasar desapercibidos cuando comienzan a

desarrollarse y pueden incluir:

e Absceso hepatico amebiano e Enfermedad del higado graso
e Absceso hepatico piogeno no alcohdlica
e Atresia biliar e Enfermedad del higado graso
e Carcinoma hepatocelular por el consumo de alcohol
e Cirrosis e Hemocromatosis
e Cirrosis biliar primaria e Hepatitis A
e Coccidioidomicosis e Hepatitis autoinmunitaria
e Colangitis esclerosante e Hepatitis B
e Colestasis inducida por e Hepatitis C
medicamentos e Hepatitis E
e Deficiencia de alfa-1 antitripsina e Equinococosis
e Enfermedad de Wilson e Sindrome de Reye
e Enfermedad de Gaucher e Virus delta (hepatitis D)

La cirrosis, la hepatitis viral y el carcinoma hepatocelular reportan 2 millones de
muertes por afo a nivel mundial, 1 millén por cirrosis, 1 milléon por hepatitis viral y HCC.
La cirrosis y el HCC en conjunto representan aproximadamente el 3.5% de las
muertes.

La prevalencia de la hepatitis viral es alta, aunque la incidencia por consumo de
farmacos va en aumento. Existen mas de 2 mil millones de adultos obesos y mas de
400 millones presentan diabetes, ambos factores de riesgo para desarrollar HCC y
esteatosis hepatica no alcohdlica otra de las patologias mas preocupantes por su gran

prevalencia en la actualidad (Asrani et al., 2019).
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Algunas enfermedades presentan dificultades para su diagnédstico correcto, ya que los
sintomas pueden ser imprecisos o pueden confundirse con los de otras patologias. Por
ello, se ha implementado el uso de marcadores especificos para mejorar el
diagnostico. Algunas enzimas o productos finales de la vias metabdlicas hepaticas son
tan sensibles a las anormalidades asociadas con ciertas enfermedades que se
consideran buenos marcadores bioquimicos de enfermedades hepaticas (Patel y
Preedy, 2017).

Los cuales se dividen en:

+ Marcadores de necrosis hepatica: aminotransferasas: aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT), asi como la lactato
deshidrogenasa (LDH).

+ Marcadores de obstruccion hepatica: bilirrubina conjugada y no conjugada,
fosfatasa alcalina, gamma glutamil transferasa (y-GT).

+ Marcadores de la capacidad biosintética del higado: albumina,
ceruloplasmina, pseudocolinesterasa, a-1antitripsina, tiempo de protrombina
(PT) e INR (indice internacional normalizado).

+ Marcadores de esteatosis hepatica: ALT, ferritina, ultrasonido puntaje de
esteatosis.

+ Marcadores de fibrosis hepatica: péptido carboxiterminal del procolageno tipo
| (PICP)y péptido amino terminal del procolageno tipo Il (PIIINP), relacion AST/
ALT, constituyentes de matriz extracelular (acido hialurénico, dominio de
colageno 7S tipo IV, TGF-B1, metaloproteinasa), Fibrotest.

+ Marcadores de tumor hepatico: a-fetoproteina (AFP), nucleotidasa 50 (NTP).

2.3 Esteatosis hepatica no alcohdlica (NAFLD)

La asociacion americana para el estudio de las enfermedades del higado (AASLD, por
sus siglas en inglés) define a la NAFLD como una acumulacién excesiva de grasa
hepatica, > 5% en los hepatocitos. Sin consumo significativo de alcohol (< 30 g por dia
para hombres y < 20 g por dia para mujeres) y sin otra causa simultanea de
enfermedad crénica hepatica como el uso de medicamentos, causas hereditarias y

autoinmunes (Parameswaran et al., 2021; Powell et al., 2021; Martinou et al., 2022).
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La NAFLD a menudo se denomina como la manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico, debido a que se relaciona estrechamente con otras enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares, como obesidad, resistencia a la insulina (IR, por sus
siglas en inglés), diabetes tipo 2, dislipidemia e hipertension. La NAFLD es la afeccion
hepatica mas frecuente en todo el mundo (Godoy-Matos et al., 2020).

La NAFLD en algunos casos también se relaciona con enfermedades endocrinas como
son el sindrome de ovario poliquistico, hipogonadismo, hipotiroidismo primario y
deficiencia de hormona de crecimiento. Aunque la NAFLD se relaciona con la
obesidad, también puede presentarse en personas no obesas (Zarghamravanbakhsh
etal., 2021).

La NAFLD se clasifica en dos categorias:

e Esteatosis simple

e Esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)

+ Esteatosis simple. Se observa esteatosis hepatocelular que, en algunos casos,
nunca progresa. La esteatosis hepatocelular se clasifica en dos tipos:

e Macrovesicular: Es reversible, benigna y comun en el higado; una sola gran
gota de lipidos o gotas de lipidos ocupan el citoplasma de los hepatocitos,
empujando el nucleo a la periferia, dando lugar a la formacion de células en
anillo (Barba, 2008). Presenta poca frecuencia de progresion a fibrosis o cirrosis
(Tandra et al., 2011).

e Microvesicular: El citoplasma de los hepatocitos esta lleno de pequefas gotas
de lipidos y el nucleo se encuentra en el centro de la célula. La deficiencia de la
enzima acil-coenzima A oxidasa para la -oxidacién peroxisomal, se reconoce
como una causa importante de este tipo de esteatosis. En las etapas iniciales,
el proceso puede ser reversible al interrumpirse la causa primaria del SM
(Santos et al., 2010; Takahashi y Fukusato, 2014). Su presencia se asocia con
enfermedades hepaticas avanzadas, suele confundirse con balonizacién y
degeneracion. Algunas veces se presenta de manera simultanea con la

esteatosis macrovesicular (Chen y Yeh, 2021).
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2.4 Esteatohepatitis no alcohdlica.

NASH es un término que introdujeron por primera vez Jurgen Ludwig y su equipo en
(1980), definieron una enfermedad hepatica, hasta ese momento sin nombre, que
histolégicamente reproducia la hepatitis alcohdlica y podia progresar a cirrosis,
describieron la evolucion de 20 pacientes durante 10 afos; y propusieron su
clasificacion en dos tipos:

e NASH primaria, asociada con obesidad.

e NASH secundaria, en dénde se contemplan como factores etiologicos a las
complicaciones de cirugia bariatrica, farmacos, o se asocia con condiciones
congénitas como la enfermedad de Wilson y la Abetalipoproteinemia.

Se presentan reacciones necroinflamatorias, acumulacion de lipidos y fibrosis, también
puede avanzar a cirrosis y carcinoma hepatocelular (Figura 6) (Ferrer et al., 2008;
Méndez et al., 2010; Takahashi y Fukusato, 2014).

La red de investigacion clinica de NASH (CRN NASH, por sus siglas en inglés),
establecio y validé el primer indice de puntuacion aceptado a nivel mundial que
abordaba el espectro completo de lesiones de NAFLD y lo defini6 como la puntuacion
de actividad sumativa de NAFLD (NAS score, por sus siglas en inglés) (Geier et al.,
2021)

Lo definieron tomando en cuenta tres de las caracteristicas histologicas mas
importantes de la NAFLD, también idearon un sistema de evaluacién en conjunto con
el score NAS para determinar la gravedad de las lesiones. (Tabla 1) (Barba, 2008;
Caballeria et al., 2008; Rovira et al., 2017).

2.4.1 Fibrosis

En 1951, se describio la fibrosis, como un proceso pasivo sin evidencia de proliferacion
de tejido fibroso, pero el aumento en la evidencia obligd a la organizacion mundial de
la salud a modificar la definicion como “la presencia de exceso de colageno, debido a
la formacién de nueva fibras”.

Finalmente, la fibrosis es el exceso de matriz extracelular que forma cicatrices como
respuesta al dano hepatico agudo, siendo la cirrosis la ultima etapa. El proceso inicia

cuando la cantidad de colageno y de otros componentes de la membrana basal
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aumenta considerablemente, modificando la matriz extracelular del espacio
subendotelial, generando una capilarizacion que lleva a la pérdida de las
microvellosidades de los hepatocitos, la desaparicion de las fenestraciones
endoteliales y también la activacion de las células estelares que pasan a un estado de
miofibroblastos fibrogénicos que termina en una sintesis excesiva y depdsito de matriz

extracelular (Figura 7) (Puche et al., 2013).

Tabla 1. Diagndstico histolégico de NAFLD. Tomada de (Rovira et al., 2017)

indice de actividad indice de fibrosis
Diagnostico histologico Puntos | Tipo de fibrosis Puntos
Esteatosis 0-3 Ninguna 0
Inflamacién 0-3 Perisinusoidal zona 3
Leve 1A
Moderada 1B
Balonizacién hepatocelular | 0-2 Portal/periportal 1C
Perisinusoidal + 2
periportal
Puntuacion maxima 8 Puentes
Cirrosis 4

Puntuacion =5 diagnostico de NAFLD

Puntuacion <3 no diagndstico de NAFLD

2.4.2 Cirrosis

Anteriormente conocida como cirrosis criptogénica, se considera una etapa grave de
NASH, presenta un dafio fibrético mayor, que afecta la arquitectura del higado y, por
tanto, la funcion del 6rgano. Este tipo de patologia se caracteriza por no ser causada
por enfermedad, como virus, por sustancias como alcohol o medicamentos. Pero los
pacientes presentas varios de los factores que constituyen el sindrome metabdlico.
Los casos de cirrosis criptogénica a nivel mundial van en aumento (Bernal-Reyes et
al., 2019).
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2.4.3 Carcinoma hepatocelular

La prevalencia de desarrollar carcinoma hepatocelular por acumulacion de lipidos esta
en aumento, principalmente debido al incremento en los casos de NAFLD en la
poblacién mundial. EI HCC se caracteriza por ser una neoplasia maligna que tiene
origen en los hepatocitos; en algunos casos puede presentarse HCC en pacientes con
NASH, pero sin presentar cirrosis subyacente y pueden afectar a sujetos no obesos
(Berkan-Kawinska y Piekarska, 2019).
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Figura 6. Historia natural de la enfermedad, son posibles rutas alternativas (lineas de puntos) que
conducen directamente al carcinoma hepatocelular (CHC) a partir de la NAFLD o NASH. La NAFLD y
la NASH a veces pueden llegar a ser reversibles (flechas discontinuas). Tomada de (Seghieri et al.,
2018).
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2.5 Manifestaciones clinicas y diagnéstico de la NAFLD

Cuando hay problemas en el higado, el metabolismo se altera. Por ejemplo, las
sustancias toxicas pueden permanecer en el cuerpo e incluso producir otras sustancias
dafinas; por lo que la presencia de una enfermedad como la NAFLD no dafa
solamente al higado, sino que también impacta otros o6rganos y exacerba otra
enfermedades como la diabetes tipo 2, problemas renales y cardiacos debido a la
acumulacion de minerales o calcificaciones en las paredes de los vasos lo que causa
dafo en el musculo cardiaco y el ritmo (Francque et al., 2021).

La NAFLD presenta una prevalencia de 31.8% en Medio oriente y de 30.4% en
América del sur (las mas altas a nivel mundial), también se ha reportado que esa
prevalencia aumenta conforme lo hace el indice de masa corporal, asi como en
pacientes que realizaron cirugia bariatrica, o que presentan diabetes tipo 2. Ademas
de estos factores influyen el grupo étnico, la edad y el género, por ejemplo, hay un
aumento en la prevalencia en hombres hispanos mayores (Younossi et al., 2019).
Desafortunadamente, en México existen pocos estudios sobre la prevalencia de la
NAFLD, por ejemplo, en el afio 2019 en una clinica se analizaron 1500 pacientes
mediante ultrasonido y pruebas de laboratorio obteniendo una prevalencia de 39.5%
(Bernal-Reyes et al., 2022). La NAFLD puede afectar también a nifios y adolescentes,
evaluar, de manera especifica, sigue siendo un reto, pues la mayoria de los pacientes
son asintomaticos (Aguilera-Méndez, 2019). La importancia de un diagndstico
temprano permitira evitar la progresion a etapas mas graves como la fibrosis o cirrosis.
El diagnostico contempla 4 etapas:

1. Evaluacion clinica.

o Exploracion fisica: la mayoria de los casos de NAFLD no presentan
sintomas, pero algunos podrian ser malestar general, dolor en el
hipocondrio derecho, hepatomegalia y astenia.

o Exclusién de consumo de alcohol: >20 g/dia mujeres, >30 g/dia hombres.

o Exclusién de otras causas de NAFLD: como virales, metabdlicas,

autoinmunes o toxicas.
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2. Marcadores séricos e indices de esteatosis:

©)

indice de higado graso (FLI, por sus siglas en inglés): incluye indice de
masa corporal (IMC), circunferencia de cintura, prueba sérica de
triglicéridos y GGT. Este estudio necesita ser validado por resonancia
magnética o ecografia hepatica.
Fibrotest: se compone de un analisis bioquimico de 10 elementos, alpha
2-macroglobulin, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina total, GGT,
ALT, AST, glucosa en ayunas, triglicéridos y colesterol. También se toma
en cuenta parametros como el género, la edad y el IMC. Un valor de 0,3
tiene sensibilidad del 85% para poder diagnosticar esteatosis. Una
biopsia hepatica puede apoyar el resultado para el diagndstico.
indice de esteatosis hepatica (HSI): toma en cuenta el IMC, prueba de
diabetes y la relacion ALT/AST. Un valor <30 con 90% de sensibilidad
diagnostica esteatosis mientras que un valor >36 la descarta. Se ha
observado que la precisidén del estudio disminuye en nifios obesos y no
distingue claramente entre esteatosis moderada o severa.
Score de deteccion de NAFLD: utiliza el IMC, la edad, la glucosa en
ayunas, triglicéridos, acido urico y la relacion ALT/AST (Graffigna et al.,
2017; Bhatt et al., 2020).
Aminotransferasas: se encargan de catalizar la transferencia del grupo
amino (proveniente de los aminoacidos L-aspartato y L-alanina) (McGill,
2016).
= ALT, se encuentra principalmente en el higado (en el citosol del
hepatocito), pero también en menor cantidad en otros érganos
como los rifiones, el corazdn, cerebro, prostata, colon y el
pancreas, (Liu et al., 2014). Cuando hay presencia de necrosis
celular, la ALT se encuentra en niveles elevados en suero,
utilizandose como una medida de funcion hepatica.
= AST, se encuentra en casi todos los tejidos, con altos niveles tanto
en el higado (citosol y mitocondria) como en el musculo
esquelético, se pueden elevar las concentraciones de AST



cuando hay presencia de hematomas, traumatismos, necrosis,
infeccion o neoplasia de higado o musculo (Suckow et al., 2012).
La relacion AST/ALT, predice dafo hepatocelular que tiende a
cirrosis, pues cuando hay muerte celular aumentan los niveles de
AST en comparacion con ALT (Lambis et al., 2016).

La bilirrubina y albumina presentan niveles elevados en etapas
avanzadas de dafio hepatico, con niveles superiores de ferritina y
saturacion de transferrina. Desafortunadamente ningun parametro
sérico es suficiente para establecer diagnéstico de NAFLD o en
que etapa de gravedad se encuentra (Martin-Dominguez et al.,
2013).

Citoqueratina 18.

Biomarcadores inflamacion.

3. Pruebas de imagen:

Evaluan la presencia de

o Ultrasonografia

esteatosis con

o Tomografia computarizada (TC)

sensibilidad entre un 60

o Resonancia Magnética nuclear (RMN)

o Elastografia de transicion (Fibroscan): evalua la fibrosis hepatica y es

mas sensible que los marcadores seroldgicos.

4. Biopsia hepatica: clasifica a los pacientes de acuerdo con la intensidad de

esteatosis, grado de inflamacion y fibrosis, permitiendo pronosticar su evolucion

a cirrosis.

Los mecanismos de la patogénesis de la NAFLD todavia no se aclaran por lo que es

vital realizar mas investigaciones sobre las rutas metabdlicas involucradas, asi como

de los posibles tratamientos farmacolégicos; dado el marcado aumento en la

prevalencia de esta enfermedad a nivel mundial. Es necesario utilizar modelos

animales que puedan reflejar la fisiologia e histologia de las etapas fundamentales de

la enfermedad para tener un mejor entendimiento de su progresién en los humanos.
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2.6 Modelos de estudio

Los modelos animales preclinicos son indispensables y se han utilizado durante mucho

tiempo intentando reproducir los aspectos histoldgicos, metabdlicos y fisioldgicos de la

NAFLD. Esto permite comprender los mecanismos involucrados en la enfermedad vy

experimentar con nuevos farmacos con el fin de proponer nuevas terapias (Ayala et
al., 2008; Kucera y Cervinkova, 2014; Jahn et al., 2019).

Los modelos utilizados son:

24

+ Genéticos:

Ratones Acil-CoA oxidasa -/-: Ratones deficientes de la enzima acil-CoA
oxidasa desarrollan esteatosis hepatica masiva y hepatomegalia a los dos
meses del nacimiento, debido a que dicha enzima participa como limitante
en la velocidad de la B-oxidacion peroxisomal de los acidos grasos. A los 7
dias presentan esteatosis microvesicular, a los 30 dias presentan mayor
gravedad de esteatosis y células inflamatorias, a los 15 meses de edad hay
adenomas hepatocelulares y HCC (Takahashi et al., 2012).

Ratones ob/ob: Este tipo de animales presentan una mutacion espontanea
del gen que impide la sintesis de leptina (pero no tienen receptores
alterados), hormona que inhibe la conducta alimentaria e incrementa el gasto
energético. Debido a que los ratones ob/ob pierden la leptina, tienen
hiperfagia y se hacen obesos presentando hiperinsulinemia, hiperglucemia
(ejemplo de resistencia a la insulina) e hiperlipidemia. Desarrollan esteatosis
macrovesicular grave espontaneamente cuando se alimentan con dieta
normal. Estos ratones no presentan fibrosis.

Ratones PPAR a -/-: El PPARa (receptor activado por proliferadores
peroxisomicos alfa) es un factor hepatico que regula la transcripcion de
genes implicados en la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal, los animales
con falta de PPAR-a al ser sometidos a estrés, como un ayuno prolongado
o una ingesta de una dieta rica en lipidos durante varias semanas, aumenta
la liberacion de acidos grasos hacia el higado, desarrollando esteatosis
hepatica masiva (Kofinkova et al., 2020)
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+ Nutricionales

Dieta alta en lipidos: Dieta rica en lipidos entre el 30 — 50 % de la proporcion
de sustratos energéticos totales de la dieta, en la mayoria de los casos se
utilizan roedores y se alimentan ad libitum. Se logran reproducir
componentes del sindrome metabdlico y, por otro lado, histolégicamente se
logra observar esteatosis micro y macrovesicular. Este tipo de dieta no
produce inflamacion significativa, ni fibrosis a menos que se administre por
periodos muy largos (afios), por ese motivo no es un modelo recomendado
para estudiar etapas avanzadas de NASH (Kofinkova et al., 2020).

Dieta alta en fructosa y sacarosa: Se ha observado que las ratas
alimentadas con este tipo de dieta pueden reproducir esteatosis y, en
algunos casos esteatohepatitis. La fructosa promueve la sintesis hepatica
de triacilglicerol y su liberacién en plasma en forma de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL). Las dietas altas en fructosa generan estrés oxidante,
expresion de citocinas proinflamatorias y aumento de SREBP1c (proteina de
unién al elemento regulador del esterol) en el higado. Sin embargo, esta
dieta no produce lesiones hepaticas tan graves como las producidas por
otras dietas (Kanuri y Bergheim, 2013). Es relevante precisar que una dieta
alta en fructosa administrada ad libitum no reproduce el fenotipo de la
NAFLD (Santhekadur et al., 2018).

Dieta aterogénica (alta en colesterol y colato): una dieta con 0.1% de
colesterol y 0.3 % de colato de sodio en ratas Wistar, resulto en aumento de
peso, niveles elevados de AST y ALT, esteatosis aumentada en el higado,
infiltracion de macrofagos, fibrosis y también incluye el balonamiento
hepatocelular. Esta dieta no reproduce el estado metabdlico caracteristico
de la NAFLD en humanos (Santhekadur et al., 2018; Kofinkova et al., 2020).
Dieta deficiente en metionina y colina: Dieta con 40% de sacarosa 'y 10%
de grasa, pero deficiente en metionina y colina. Tanto la metionina como la
colina son importantes donadores de grupos metilo, por lo que son
considerados importantes para funciones fisioldgicas diferentes, entre ellas

el metabolismo de los lipidos. La metionina es un aminoacido esencial
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necesario para la sintesis de glutation que, ademas de ser antioxidante,
también se involucra en la proliferacion celular. Cumple una funcién
relevante en la formacion de S-adenosilmetionina (SAM), que sirve como
donante de grupos metilo, ademas de ser indispensable para la sintesis de
cisteina, lecitina, fosfatidilcolina y otras macromoléculas. Se ha observado
en roedores, que la falta de metionina se asocia con un aumento del estrés
oxidante, aumento de citocinas proinflamatorias (IL-13, IL-6 and TNF-a) y
profibroticos en el higado, asi como aumento de la ALT y AST hepaticas.
Por otro lado, la colina participa en la sintesis de fosfolipidos como
fosfatidilcolina y esfingomielina, ademas de ser un precursor de la
acetilcolina (Figura 8) (Ramadori et al., 2015). La falta de estos metabolitos
no permite la formacién de fosfatidilcolina que es esencial para la formacién
normal de la lipoproteina VLDL y su secrecion del higado, alterando la beta
oxidacion mitocondrial en roedores, observandose una acumulacion rapida
de triglicéridos en el higado con un desarrollo posterior de esteatohepatitis y
fiborogénesis (Figura 9) (May et al., 2018). Veteldainen et al., (2007)
describieron histologicamente el desarrollo del dafio causado por la dieta
MCD. Después de una semana, observaron esteatosis macrovesicular; a las
tres semanas, inflamacién; a las 5 semanas, esteatosis microvesicular difusa
y extensa, inflamacion y necrosis irregular ocasional; a las 7 semanas,
ademas de lo antes mencionado, notaron aumento de fibrosis. Esta dieta
provoca desnutricidn en los roedores, ademas de disminucién proporcional
en el peso del higado. Por otro lado, la dieta MCD provoco esteatosis a las
dos semanas, fibrosis a las 7 semanas de administracién, mas rapido que
con la dieta HFD (dieta alta en grasas) y las dietas occidentales que tardan
aproximadamente 50 semanas (Chua et al., 2022). Aunque la dieta MCD
replica muy bien las caracteristicas histolégicas de la enfermedad, causa
inflamacion severa, estrés oxidante, apoptosis y fibrogénesis, no reproduce
el clasico perfil metabdlico que presenta la NAFLD, ya que los roedores
alimentados con la dieta MCD presentan peso bajo, disminucién de glucosa

en ayunas, niveles de leptina e insulina bajos, ademas, no hay resistencia a



la insulina (Santhekadur et al., 2018; Jahn et al., 2019; Kofinkova et al.,
2020)

CH, COOH

I I
H,C— N'= CH,— CHy—OH  H == C = CH,= CH,=S=CH, —> Proteinas

I
/ CH;  Colina *NH, Metionina

NH,
Acetilcolina

COOH CH, N X\

I I /)

H=— C— CH,— CH,—$

{
| o NN
S +NH3 S-adenosilmetionina
SAM
Acidos OH OH
Donador
de grupo
metilo

nucleicos
Lecitina Cisteina Carnitina Taurina

Fosfatidilcolina

Figura 8. La metionina es un aminoacido proteinogénico esencial y forma parte del donante del grupo
metilo S-adenosilmetionina (SAM), indispensable en la sintesis de acidos nucleicos, proteinas, lipidos y
metabolitos secundarios. Por otro lado, la colina es una parte integral de la fosfatidilcolina y la
esfingomielina, y también es precursora de la sintesis del neurotransmisor acetilcolina. Tomada de
(Ramadori et al., 2015)
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fosfatidilcolina, la sintesis y exportacion de VLDL se ven afectadas (representado por taches rojos), lo
que resulta en acumulaciones de triacilglicerol en forma de gotitas de lipidos. Modificada de (May et al.,
2018).

Una ventaja de utilizar modelos animales para estudiar a la NAFLD es poder
reproducir los procesos fisiolégicos, metabdlicos e histolégicos asociados a
dicha patologia. La mayoria de los estudios utilizan roedores como modelo
principalmente ratones y ratas debido a su similitud biolégica con el humano
ademas del amplio conocimiento que se tiene sobre los procesos genéticos, y
fisiolégicos de estos animales (Figura 10). Por lo que se han utilizado para
probar diferentes farmacos que son considerados como agentes terapéuticos
potenciales, como son los antidiabéticos orales que mejoran la sensibilidad a la

insulina.
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Figura 10. Se han desarrollado muchos modelos in vivo diferentes para NAFLD-NASH en el intento de
imitar las caracteristicas de la patologia humana en la medida de lo posible y, entre ellas, dos tipos
diferentes prevalecen en los modelos animales: el genético y el nutricional. Modificada de (Berardo et
al., 2020)

2.7 GLP-1y suregulacion por la DPP4

Las incretinas (Intestine secretion of insulin, por sus siglas en inglés) son hormonas,
producidas en el intestino después de la ingesta de alimentos, principalmente
carbohidratos. Estos nutrientes actuan a nivel pancreatico estimulando el aumento en
la secrecion y liberacion de insulina, ademas de disminuir la secrecién de glucagon
generando el efecto incretina (Abdelhamid et al., 2022). En cuanto a su funcion

hipoglucemiante las 2 hormonas incretinas mas relevantes son:

e Péptido similar al glucagoén tipo 1 (GLP-1), compuesto por 30 residuos de
aminoacidos, es producido por las células L ubicadas en el intestino delgado
distal y el colon proximal. Ambos presentan receptores acoplados a proteina G

(receptor GLP-1R), que son receptores heptahelicoidales de 463 aminoacidos.
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Estos receptores se encuentran en las células B y a de los islotes pancreaticos,
asi como en otros tejidos como son estémago, intestino, pulmones, corazén,
rinones, tallo cerebral, hipotalamo e hipdfisis (Zazueta, 2007) (Drucker, 2006).
Se encarga de inhibir la liberacion de glucagén, el vaciamiento gastrico y reduce
la ingesta de comida y el apetito (Quintanilla-Garcia y Zufiga-Guajardo, 2010).
e Péptido insulinotropico dependiente de la glucosa (GIP), compuesto por 42
residuos de aminoacidos, es producido por las células K del intestino delgado
proximal. Los receptores de GIP (GIPR) son expresados en células B de los
islotes del pancreas. En los seres humanos, existen dos isoformas de estos
receptores con longitudes de 466 y 493 aminoacidos. Ademas de encontrarse
en el intestino, los receptores de GIP también se localizan en tejido adiposo,
hueso, corazoén, hipdfisis, corteza adrenal y diversas regiones del cerebro. El
GPI promueve la secrecion de hormonas del adipocito como la resistina, y
también aumenta la secrecion de glucagon por las células B del pancreas
(Quintanilla-Garcia y Zuiiga-Guajardo, 2010).
El efecto insulinotropico de las incretinas depende de las concentraciones de glucosa
en plasma; en presencia de hiperglucemia, se observa un mayor efecto insulinotrépico
de estas hormonas. Por otro lado, en caso de hipoglucemia, la secrecion de incretinas
sera menor. Tanto el GLP-1 como el GIP tiene una vida media corta, ya que son
degradadas en cuestion de minutos por la enzima DPP4 (Lazo Roblejo y Lores
Delgado, 2012).
Tanto GLP-1 como GIP estimulan la sintesis de acidos grasos en tejido adiposo, y esta
accion se potencia con la presencia de insulina. Ademas, las incretinas estan
presentes en terminaciones nerviosas de regiones del SNC en funciones
homeostaticas diversas, incluyendo la conducta alimentaria, la motilidad gastrica, la
glucorregulacion y la funcidon cardiovascular (Bayén et al., 2010). Las incretinas
estimulan la secrecion de insulina al unirse a sus receptores en la superficie de las
células B del pancreas. Sin embargo, este proceso se ve alterado cuando un paciente
es diagnosticado con diabetes mellitus tipo 2. En este punto, las células 3 han perdido
aproximadamente el 50% de su capacidad secretora, y las células a producen

concentraciones elevadas de glucagon. Esto conlleva a una mayor sintesis de glucosa
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por parte del higado, resultando en una estado de hiperglucemia (Blumenfeld, 2009).
En pacientes con diabetes tipo 2, se observa una disminucion del efecto incretina
debido a que la produccién y secrecion de GLP-1 se reduce, mientras que los niveles
de GIP permanecen normales, aunque su accién se encuentra alterada. Esto puede
deberse a una desensibilizacion de sus receptores 0 a su expresion incorrecta en los
islotes de Langerhans (Kazakos, 2011). También existe evidencia que sugiere que la
accién y secrecion de las incretinas esta relacionada con el aumento de peso corporal.
Se ha observado que el indice de masa corporal (IMC) esta asociado con la reduccion
de la secrecién de GLP-1 y un efecto incretina alterado. Algunos estudios sugieren que
la resistencia a la leptina, la alteracion de la secrecidn de grelina y la hiperinsulinemia
que ocurren en la obesidad pueden causar déficits funcionales en la senalizacion de
GLP-1. Por otro lado, las concentraciones de GIP son mas altas en personas obesas.
Algunos estudios in vitro han determinado que los hepatocitos humanos expresan
GLP-1R, aunque la expresiéon de GLP-1 ha arrojado resultados controversiales
(Michatowska et al., 2021). Se han desarrollado algunas estrategias enfocadas en el
tratamiento y manejo de la diabetes. Una de ellas reproduce el efecto de las incretinas
utilizando agonistas de GLP-1, mientras que la otra, potencia la accién de las incretinas
endbégenas mediante la incorporacion de inhibidores de la DPP-4 (Lazo Roblejo y
Lores Delgado, 2012).

La dipeptidil peptidasa 4 (DPP4) o adenosina deaminasa proteina acomplejante 2
(CD26), es una proteina transmembrana de tipo Il. Presenta una masa molecular de
110 kDa. Existen dos formas, ubicua en la superficie de muchas células y también
puede separarse de la membrana generando una forma soluble que carece de dominio
citoplasmico y dominio transmembrana, se puede liberar en el plasma y otros fluidos
corporales sCD26/DPP4 (Enz et al., 2019). La proteina unida a la membrana se
compone principalmente, de 4 dominios: un dominio citoplasmico corto N terminal, un
dominio transmembrana, un segmento flexible y un dominio extracelular terminal c
(Figura 11) (Mulvihill y Drucker, 2014; Huang et al., 2022).
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Figura 11. La forma soluble carece de los dominios transmembrana, el citoplasmico y el tallo flexible.
Tomada de (Mulvihill y Drucker, 2014)

CD26 se encarga de degradar varios sustratos como las hormonas incretinas el
polipéptido inhibidor gastrico o péptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) y
el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1), factores de crecimiento y citocinas.

La actividad DPP4 se puede medir en plasma y en el epitelio intestinal, endotelio
vascular, linfocitos, monocitos, rifidn, higado, pulmén, timo, bazo, préstata, etc. Niveles
elevados de DPP4 se han encontrado en varias enfermedades metabdlicas como
diabetes, obesidad, enfermedad cardiovascular e higado graso no alcohdlico
(Matteucci y Giampietro, 2009; Klemann et al., 2016; Nargis y Chakrabarti, 2018;
Huang et al., 2022).

Debido a su actividad regulatoria sobre la glucosa posprandial a través de la
degradacion de GLP-1, se implementé el uso de inhibidores de la DPP4 como
tratamiento contra la diabetes tipo 2 (Yin et al., 2022).

La DPP4 escinde el extremo N de GLP-1 que es de importancia en el almacenamiento
y regulacioén de la glucosa en sangre. Esta escision de GLP-1 lo inactiva contribuyendo
a la hiperglucemia. Entonces, estos inhibidores no permiten la inactivacion de GLP-1

por la DPP4, manteniéndolo activo y permitiendo la secrecion de insulina, pero
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inhibiendo la secrecidon de glucagon resultando en una disminucion de los niveles de

glucosa en sangre (Figura 12) (Bar-Or et al., 2019).
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Figura 12. DPP4 degrada a GLP-1, aumenta la secrecion de insulina. El inhibidor de DPP4, no permite
que DPP4 degrade a GLP-1, aumentando su nivel y asi la secrecion de insulina. Tomada de (Singh et
al., 2020)
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3 Antecedentes

3.1 Carencia de donadores de grupos metilo

El metabolismo de un carbono (1C), comprende el ciclo del folato, la remetilaciéon de
la metionina y la via de la transulfuracion (Figura 13); se caracteriza por una serie de
reacciones bioquimicas que permiten la transferencia de 1C, en forma de grupos
metenilo, metilo y formilo necesarios para muchos procesos celulares como la sintesis
molecular (de proteinas, poliaminas y fosfolipidos); el control epigenético de la
expresion de ADN, ARN e histonas y en la sintesis de acidos nucleicos. El metabolismo
de 1C implica la transferencia de grupos metilo provenientes de fuentes dietéticas y de
la biosintesis endégena para la formacion del donante universal de grupos metilo, la
S-adenosilmetionina. Dentro de los nutrientes que regulan el metabolismo de 1C
(como donadores de grupos metilo) encontramos al folato (B9), las vitaminas B2, B6 y

B12, y la metionina y la colina (Clare et al., 2019).
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Figura 13. Metabolismo de 1C; Tetrahidrofolato (THF), Metilen-tetrahidrofolato-reductasa (MTHFR), S-
adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina (SAH). Modificada de (Moral, 2006)
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Siendo el higado y los musculos los lugares principales para el metabolismo de 1C. En
los humanos la deficiencia en el metabolismo de 1C se ha encontrado involucrado en
el dafio hepatico por alcohol, NAFLD, nutricion materna y programacion fetal (que se
define como proceso de adaptacién por el que la nutricion y otros factores ambientales
alteran las vias de desarrollo durante el periodo de crecimiento prenatal, induciendo
con ello cambios en el metabolismo postnatal y la susceptibilidad de los adultos a la
enfermedad cronica) (Reyes y Carrocera, 2015), cancer y fertilidad (Obeid, 2013; Antwi
et al., 2020). Se han realizado, investigaciones con diferentes formulaciones de dietas
deficientes en donadores de grupos metilo, como deficiente en colina, en metionina-
colina, metionina-colina-acido fdlico, las cuales han provocado alteraciones en el
metabolismo de los lipidos, estrés oxidante y de anormalidades epigenéticas que
generan dafo hepatico, permitiendo estudiar la patogenia de enfermedades que
finalizan en HCC. (Pogribny et al., 2012). El estrés oxidante puede inactivar
metabolitos y estructuras de nutrientes, ademas de una absorcion deficiente de
vitaminas como B12, niveles bajos de dicha vitamina se han relacionado con pacientes
con NAFLD vy fibrosis (Costa et al., 2021). El acido metilmalénico (MMA), metabolito
de acidos grasos y catabolismo de varios aminoacidos, se convierte en acido
succinico, proceso catalizado por metilmalonil-CoA mutasa y la coenzima vitamina
B12, por lo tanto, una deficiencia de B12 genera acumulacion de MMA, considerandolo
como un indicador de deficiencia de B12 y un marcador de disfuncién mitocondrial y
estrés oxidante (Li et al., 2022).

Un modelo dietético clasico de NASH que muestra los efectos de una alteracion del
metabolismo de 1C es la dieta deficiente en metionina y colina (MCD). Ademas, MCD
contiene sacarosa (40%) y grasa (10%) altos. Asimismo, la metionina y la colina se
consideran esenciales en la dieta de humanos y animales. La colina actua como
precursor de la fosfatidilcolina, que esta involucrada en la produccién de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) (Berardo et al., 2020). Dicho complejo de lipoproteinas
permite el transporte de triglicéridos (TG) desde el higado hasta el tejido adiposo y los
musculos. Mientras que la metionina es necesaria para la sintesis de glutation (agente
antioxidante). Debido a lo anterior, los animales con una dieta MCD desarrollan

rapidamente esteatosis hepatica como consecuencia de mayor captacion de acidos
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grasos y menor secrecion de VLDL. Después de dos semanas, el desarrollo de la
esteatosis es seguido por muerte celular, inflamacion y fibrosis pericelular; se produce
estrés oxidante y un aumento de citocinas y adipocinas, lo que contribuye al dafo
hepatico. La dieta MCD es facil de obtener y usar, e induce una forma mas grave de
esteatohepatitis que otros modelos dietéticos, pero también tiene marcadas
limitaciones (Figura 14) (Soret et al., 2020). EI modelo MCD ha sido criticado ya que
los perfiles metabdlicos que produce son distintos a los que presenta la NAFLD en
humanos (Li et al., 2018). En varios estudios se ha observado que después de cuatro
a seis semanas de dieta MCD, el parénquima hepatico presenta esteatosis,
abombamiento de hepatocitos, muerte celular, inflamacion, estrés oxidante/RE, sin
desarrollar resistencia a la insulina o comorbilidades relacionadas. Otro de los
inconvenientes de utilizar dicha dieta para inducir NAFLD, es la pérdida de peso grave,
exhiben una distribucion de grasa marcadamente reducida y la atrofia hepatica, que
no son caracteristicas de la NASH humana (Fang et al., 2023). La ausencia de las
comorbilidades del sindrome metabdlico y la falta de una dieta directamente
comparable en humanos limitan la aplicabilidad del modelo de dieta MCD para estudiar

de manera similar la NAFLD en humanos (Fu et al., 2024).
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Figura 14. Los modelos genéticos de ratones ob/ob (deficiencia de leptina) y db/db (mutacién del
receptor de leptina), asi como las dietas altas en grasa muestran alteraciones metabdlicas y esteatosis
grave, pero sin inflamacién hepatica ni fibrosis. Sin embargo, la dieta deficiente en metionina y colina
(MCD) y sus dietas derivadas como la deficiente en colina con suplemento de etionina (CDE) y la dieta
deficiente en colina y definida por aminoacidos (CDAA), promueven la inflamacion y la fibrosis del
higado. El modelo animal estélico (STAM) resulta en el desarrollo de HCC. Modificada de (Soret et al.,
2020).

Se sabe que una dieta deficiente en metionina induce esteatosis hepatica y predispone
al SM; también, se encontré hipometilacion de PGC1-a (proteina 1a coactivadora del
receptor activado por el proliferador de peroxisomas), lo que alteré la oxidacion de
acidos grasos a nivel mitocondrial y la deficiencia de donadores de grupos metilo
provoca la desregulacién epigendmica del metabolismo energético, lo que abre nuevos
caminos en la patogénesis del NAFLD (Pooya et al., 2012). Por otro lado, se ha visto
que la expresion de Sirtuina 1 (SIRT1) en el higado disminuye significativamente en
un modelo de ratas alimentadas con dietas altas en lipidos (Figura 15) (Deng et al.,
2007) y que la sobreexpresion de SIRT1 protege a ratones de desarrollar NAFLD
(Colak et al., 2011).
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Figura 15. La disminucion de la expresion y actividad de la Sirtuina 1 (SIRT1), es una caracteristica de
las dietas altas en grasa y deficientes de donadores de grupos metilo. Sirtuina 1 tiene como blanco la
acetilacion de PGC1-a (proteina 1a coactivadora del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas), en conjunto con GCN5 acetilasa (proteina 5 del control general no represible), AMPK
(proteina cinasa activada por AMP) y PRMT1 (proteina arginina N-metiltransferasa 1) regulan a PGC1-
a y la activacion de receptores nucleares como PPARa (receptor activado por proliferadores
peroxisdmicos alfa), ERRa (receptor relacionado con estrégenos alfa), HNF-4a (factor nuclear 4 alfa de
hepatocito) y VDR (receptor de vitamina D). PGC1-a es fosforilado y acetilado por AMPK, GCN5
acetilasa y SIRT1 desacetilasa. Una dieta alta en grasas La dieta alta en grasas disminuye la actividad
de la AMPK, a través de niveles elevados de ATP (adenosin trifosfato) intracelular, lo que lleva a una
disminucién de la fosforilacién de PGC-1 a. La hiperacetilacion de PGC-1a se produce a través de un
aumento de la expresion de GCN5 y disminucion de la expresién y actividad de SIRT1. La deficiencia
en donadores de grupos metilo produce efectos similares a través de la disminucién de SIRT1 y PRMT1.
Tomada de (Kosgei et al., 2020)

3.2 Alteraciones implicadas en la NAFLD

La obesidad es considerada hoy en dia la epidemia mundial del siglo XXI,
convirtiéndose en uno de los factores de riesgo principales para desarrollar problemas
cardiovasculares y hepaticos como NAFLD, o carcinoma hepatocelular. Por lo que se
ha propuesto que, mientras siga el aumento en la prevalencia de la obesidad, los casos
de NAFLD podrian convertirse en la primera causa de disfuncion hepatica (Anstee et
al., 2019). Ademas de la obesidad, se han determinado otras enfermedades

metabdlicas como factores de riesgo para desarrollar NAFLD, tales como la diabetes,
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hipertension e hiperlipidemia. Existen formas avanzadas de la NAFLD como son
NASH, fibrosis o cirrosis, que podrian llegar a convertirse en un problema de salud

grave y causa de trasplante en el futuro. (Figura 16) (Schwabe et al., 2020).
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Figura 16. La obesidad, genera que el tejido adiposo se expanda, disminuyendo su capacidad de
almacenaje de energia. La disfuncion de los adipocitos y la resistencia a la insulina aumentan, lo que
produce lipdlisis. Los acidos grasos libres (FFA) circulantes y la leptina aumentan, la adiponectina
disminuye resultando en la acumulacién de grasa intrahepatica. Al expandirse el tejido adiposo es
infiltrado por células inmunitarias que producen citocinas e interleucinas. Si la obesidad no se logra
controlar, las células inmunitarias también, se infiltran en el higado que provoca un proceso inflamatorio
cronico. Cuando el cuadro de inflamacién se prolonga, se produce fibrosis, que con el paso del tiempo
puede ser mas grave y producir cirrosis o carcinoma hepatocelular (Polyzos et al., 2019). Tomada de
(Kofinkova et al., 2020).

El tratamiento de la NASH incluye farmacos que se focalizan en los sintomas del SM:
reduccion de peso, los insulino-sensores, antioxidantes y como extremo el trasplante
hepatico. Los inhibidores de la DPP4 se han propuesto como posibles agentes
terapéuticos. Una novedad terapéutica es el uso de la sitagliptina que pertenece a una
clase de antidiabéticos orales relativamente nueva; produce un aumento en la
concentracion plasmatica de las hormonas incretinas intactas, GLP-1, reduce la
hiperglicemia y disminuye los niveles de hemoglobina glicosilada (Leiva et al., 2010;
Olaywi et al., 2013).
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3.3 Sitagliptina como atenuador de los efectos del higado graso

La sitagliptina es un inhibidor enzimatico que se ha mostrado prometedor como
tratamiento para la diabetes tipo 2 debido a su capacidad para reducir la resistencia a
la insulina (Bernal-Reyes, 2012). Pertenece a los antidiabéticos orales inhibidores de
la DPP4, los cuales aumentan los niveles de hormonas incretinas, como GLP1 y GIP,
que ayudan a regular la glucosa en sangre (Carretero, 2008; Roldan et al., 2011).
Recientemente, se descubrié que los hepatocitos también tienen receptores de GLP-
1y que un analogo de GLP-1 aumenta la captacion de glucosa en estos hepatocitos
mediante la activacion de la via de sefalizacion adenosina monofosfato quinasa (ltou
et al., 2012). Esto ha abierto nuevas posibilidades en el uso de la sitagliptina mas alla
de su efecto antidiabético, mostrando potencial terapéutico contra la NAFLD.
Estudios clinicos recientes han revelado que los pacientes con NAFLD tienen niveles
elevados de DPP4 en suero en comparacion con grupos de control, y la sitagliptina ha
demostrado ser prometedora para combatir la esteatosis hepatica en seres humanos
y modelos animales inducidos por la dieta (Jung et al., 2014). Ademas, se ha
observado que el tratamiento con sitagliptina reduce los niveles de triglicéridos,
transaminasas y fibrosis hepatica, lo que sugiere que podria ser una estrategia
terapéutica eficaz para la NASH.

Algunos estudios en humanos mostraron la eficacia de la sitagliptina en el tratamiento
de la NAFLD. La decision de utilizarla en este trabajo se justificé tomando en cuenta
que uno de los factores de riesgo principales para desarrollar dafio hepatico es la
diabetes tipo 2 y la sitagliptina es una opcion extendida para su tratamiento como
adyuvante de la metformina son los inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4, como la
sitagliptina, entre otros. Los estudios en que se tratd con sitagliptina a diabéticos, se
encontrd que los niveles séricos de HbA1c se redujeron, y mejoraron
significativamente las pruebas de funcion hepatica, AST (aspartato aminotransferasa),
ALT (alanina aminotransferasa) y y-GTP (gamma-glutamil transferasa). Concluyendo
que la sitagliptina tenia un efecto doble, en la diabetes como en la salud hepatica
(lwasaki et al., 2011). En la tabla 2, se enlistan varios estudios en los que administré
sitagliptina, mostrando mejoria relacionada con la NAFLD, utilizando varios modelos

de dieta, en rata y raton.
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Tabla 2. Estudios usando sitagliptina en animales

Autor Cepa Modelo Dosis Resultado
Efecto
Maiztegui et al 2011 Rata Wistar HGRD 100mg/kg/dia
hepatoprotector
TtHepatomegalia
tTransaminasas
Akaslan et al 2013 Rata Sprague- | HFD 3 mg/kg/dia |Sensibilidad a la
Dawley insulina
| Perfil lipidico
|Grasa higado
Ratén C57BL/6 MCD 20mg/kg/dia lInflamacién
Jung et al 2014 |Fibrosis
100 mg/kg/dia | |Inflamacion
Kaji et al 2014 Rata Fischer SP 300 mg/kg/dia | |Fibrosis
|Peso corporal
Onoyama et al 2015 Raton FLS-ob/ob | -------- 2mg/kg/dia lInsulina
|Glucosa
|Fibrosis
Suijishi et al 2015 Ratones ob/ob HCD 10mg/kg/dia | Grasa higado
|Glucosa
Xu et al 2017 Ratones C57/BL6 | HF 15 mg/kg/dia Efecto
hepatoprotector
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A pesar de estos resultados alentadores, los mecanismos precisos por los cuales la
sitagliptina ejerce sus efectos beneficiosos en la NAFLD y la NASH aun no estan
completamente comprendidos. Dado que actualmente no existe un tratamiento eficaz
para estas enfermedades, es crucial investigar los mecanismos moleculares y
bioquimicos involucrados en ellas para desarrollar una estrategia terapéutica
adecuada.

En este proyecto, se propone caracterizar el efecto de la sitagliptina en un modelo de
esteatosis y esteatohepatitis no alcohdlica, con el objetivo de proporcionar una mejor
comprension de los mecanismos de accidn y avanzar hacia una posible terapia

efectiva para estas condiciones.
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4 Pregunta de investigacion

¢, Cuales son los mecanismos de accion por los cuales la sitagliptina disminuye el dafio

hepatico, la esteatosis y la esteatohepatitis no alcohdlica?

5 Hipotesis

La sitagliptina atenuara el dafio hepatico, la esteatosis y la esteatohepatitis regulando

el metabolismo de los lipidos al inhibir a la DPP4 y quiza por otros mecanismos.

6 Objetivo general

Caracterizar algunos de los mecanismos de accion de la sitagliptina en la reduccion

de la esteatosis y la esteatohepatitis en ratas Wistar machos.

7 Objetivos especificos

1. Inducir higado graso en ratas tratadas con una dieta deficiente en
metionina/colina (MCD).

2. Caracterizar el modelo de estudio determinando los niveles séricos de glucosa,
insulina, colesterol, triglicéridos, acilcarnitinas, acidos grasos, acido metilmalodnico,
leptina, incretinas, transaminasas, creatinina, homocisteina, acido urico y metionina en
ratas alimentadas con MCD vy sitagliptina.

3. Caracterizar la esteatosis hepatica del modelo de estudio desde el punto de
vista histolégico para determinar visualmente la acumulacion de lipidos.

4. Caracterizar la expresion de las proteinas MMP2 (metaloproteinasas de matriz-
2), Col1A2 (colageno tipo 1 alfa 2) y a-SMA (a actina del musculo liso) en el contenido
proteinico del higado del modelo de estudio para determinar el posible mecanismo de

accion de la sitagliptina.
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8 Materiales y métodos
8.1 Diseino experimental

8.1.1 Animales

El bioterio de la Universidad Autdbnoma Metropolitana-lztapalapa proporcion6 los
animales. Todos los experimentos y el cuidado de los animales se llevaron a cabo de
acuerdo a la NORMA Oficial de México NOM-062 ZO0O-1999, reglamento sobre el
cuidado y uso de animales de laboratorio.

Se utilizaron Ratas Wistar macho de 2 meses de edad divididas en 4 grupos con 15
animales cada uno. Al recibir a los animales, cada uno fue pesado y se inicié su
manipulacion para que se fueran acoplando al proceso de ingesta forzada, medida de
glucosa y pesaje. Posteriormente, se formaron los grupos y se marcaron para su

identificacion (Figura 17).
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Figura 17. Marcaje de ratas mediante perforacion auricular con alicatas especiales. En la oreja izquierda
se realizaron perforaciones circulares correspondientes a los numeros 1 (regién superior), 2 (region
media) y 3 (region inferior). En la oreja derecha, las perforaciones circulares correspondieron a los
numeros 10, 20 y 30. Los numeros 4, 5 y 6 se identificaron mediante muescas simples en la oreja
izquierda; los niumeros 7, 8 y 9 mediante muescas dobles en la misma oreja. Los niumeros 40, 50 y 60
se marcaron con muescas en la oreja derecha.
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Figura 18. Disefio experimental.

8.2 Objetivo 1. Induccion de higado graso en ratas tratadas con una
dieta deficiente en metionina/colina (MCD).

Para desarrollar la NASH se utilizé una dieta sin los aminoacidos metionina y colina,
que es una amina cuaternaria saturada cuya formula quimica es
(CH3)3N+CH2CH20HX-, donde X- es un contraion como el cloruro, hidroxilo o
tartrato. Es considerada como parte del complejo de la vitamina B. Disefio
experimental (Figura 18).

Los grupos de estudio se conformaron de la siguiente manera:

Grupo 1 Control: Alimento New Purina Rodent Laboratory Chow* 5001 (Lab Dyet; Sant
Luis, Misuri. USA) comercial, (Galef, 1981; Gaona, 2011).

Grupo 2 Control/sitagliptina (Control+sita): Dieta: Alimento New Purina Rodent
Laboratory Chow* 5001 comercial. A este grupo se le suministré sitagliptina (50mg/Kg)
(Januvia, Merck Sharp & Dohme Ltd. Cramlington; Reino Unido) por ingestion forzada
mediante una canula.

Grupo 3 MCD-Induccion de NASH: Dieta MCD (deficiente en metionina y colina).
Marca Dyets Inc. (Easton Avenue Bethlehem, Pennsylvania, USA) (Jung et al., 2014).
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Grupo 4 MCD/sitagliptina (MCD+sita): Dieta MCD mas sitagliptina (50mg/Kg). Marca
Dyets Inc. Sitagliptina (50 mg/Kg) por ingestion forzada mediante una canula.

A los animales se les mantuvo siempre con comida y agua ad libitum. Con un ciclo de
luz/obscuridad de 12X12 horas. Después de 6 semanas los animales fueron
sacrificados mediante eutanasia en una camara de diéxido de carbono y se obtuvo la
sangre y el higado. Las muestras de los tres grupos fueron manipuladas de la misma
manera. Los higados se analizaron macroscopicamente y fueron colocados en
solucién de PBS (buffer fosfato salino marca Sigma Aldrich), se lavaron y se cortaron
muestras para ser fijadas en PAF (paraformaldehido), formol al 10% y congeladas.
La sangre se obtuvo por decapitacion y se colectdé en un tubo con anticoagulante
heparina. El plasma se obtuvo por centrifugacion (800 g, 20 minutos) a 4°C.

Algunas muestras de tejido fueron congeladas con nitrégeno liquido y se almacenaron
a -80°C.

8.3 Objetivo 2. Caracterizar el modelo de estudio determinando los
niveles séricos de glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos,
leptina, transaminasas, creatinina, acido metilmalénico,
homocisteina, acido urico y metionina en ratas alimentadas con
MCD y sitagliptina.

8.3.1 Glucosa

Se determind la concentraciéon de glucosa todos los dias a la misma hora mediante la
obtencién de una gota de sangre de la cola de la rata después de 12-15 horas de
ayuno nocturno, la cual se colocé en una tira reactiva y se ley6 en un glucometro digital
(Accu-CheckPerforma®, Roche Diagnostics, SL.) (Urzua, 2011).

8.3.2 Insulina

La determinacion de los niveles de insulina en plasma se realiz6 mediante ELISA
(ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima), especifico para esta hormona.
Siguiendo el procedimiento establecido por el Kit comercial a utilizar (EZRMI-13K
Rat/Mouse Insulin ELISA marca Merckmillipore). y el equipo lector de Epoch Microplate

Spectrophotometer marca BioTek.
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8.3.3 Creatinina, homocisteina, metionina, acido durico, acido
metilmalénico acidos grasos, colesterol, triglicéridos,
transaminasas, SAM, SAH y acilcarnitinas.

La determinacion de creatinina y acidos grasos libres se realizara utilizando kits

especificos para espectrofotometria (Merck, Biosystems). Los triglicéridos, colesterol

total, LDL-C (colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad), HDL-C (colesterol
unido a lipoproteinas de alta densidad) se determinaron por espectrofotometria, en un
aparato multiparamétrico (con espectrofotometro integrado, AU2700 Olympus, marca

Beckman Coulter, Francia) con una absorbancia de 660-800 nm para triglicéridos, 540-

600 nm para colesterol. Las transaminasas y acido urico se determinaron por

espectrofotometria para una absorbancia de 340 nm, (AU2700 Olympus, marca

Beckman Coulter). El acido metilmalénico, SAM (S- Adenosil metionina) y SAH (S-

Adenosil L-homocisteina) y acilcarnitinas fue analizado por cromatografia liquida de

alta resolucién, acoplada a deteccién por espectrofotometria de masas. La

homocisteina midié en espectrometria de masas en tandem LC/MSMS, Qtrap 4000

Sciex. La metionina se midié por cromatografia liquida con cambio de iones en un

aparato JEOL.

8.3.4 Leptina e incretinas.

El analisis en plasma de leptina, GLP-1 y GIP, se realizé mediante ELISA especifico.
Siguiendo el procedimiento establecido por los Kits comerciales (Mouse/Rat Leptin
ELISA marca ALPCO, 22-LEPMS-EO01), (CliniSciences S.A.S.) y el equipo lector de

Thermo Scientific™ Multiskan™ FC with incubator.

8.3.5 Objetivo 3. Caracterizar la esteatosis hepatica del modelo de
estudio desde el punto de vista histolégico para determinar
visualmente la acumulacion de lipidos

El higado disecado se cort6 de la siguiente forma: el I6bulo mayor, se dividié en tres

partes, quitando previamente la periferia. Una parte se conservo en PAF; otra, se

conservo en Formol y la ultima, se congeld en nitrégeno liquido en criotubos.

Se fijaron los tejidos en una solucion de formalina al 10% durante 48 horas.
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Después del tiempo de fijacion el tejido de higado:

e 3lavados con PBS durante 10 minutos.

e Conservaron en etanol 70% tiempo indeterminado, hasta su procesamiento.
Los tejidos fueron lavados, deshidratados, aclarados y se hizo la inclusion en parafina
para elaboracion del bloque.
Con un micrétomo se cortaron las muestras con un espesor de 5 um. Los cortes, se
secaron durante 14 horas a 37°C. Después de esto, las muestras fueron hidratadas
incubandolas 2 minutos en xilol, etanol absoluto, etanol al 70%, etanol al 50% y agua.
Utilizamos la técnica de tincion Hematoxilina y Eosina, la hematoxilina, al ser un
colorante basico tifie los nucleos de azul, citoplasma en rosa, musculo en tonos rojos
y la fibrina en rosa intenso. Por otro lado, la eosina es un colorante acido lo que le
permite enlazarse con constituyentes celulares de carga positiva, tiie componentes y
organelos citoplasmaticos, colagena y fibras musculares. La coloracion resultante de
la tincidn con eosina es rosada anaranjada para citoplasmas y rojo intenso en el caso
de eritrocitos.
Primero se colocaron las muestras en hematoxilina de Harris 5 minutos, después en
agua corriente 7 segundos, agua destilada 7 segundos, alcohol acidulado 3 segundos,
agua amoniacal 3 minutos, eosina Carnegie 20 segundos, después deshidratamos en
alcohol al 96%, alcohol absoluto 2 veces. Realizamos el paso de aclarar muestras,
colocamos en xilol 5 minutos, finalmente montamos en laminillas con medio de montaje
Entellan para ser observadas al microscopio 6ptico (Axio Lab.A1, Zeiss). Se realizara
el analisis mediante el analizador de imagenes ZEN PRO (Zeiss) y se tomaran
fotografias con una camara integrada al microscopio (AxioCamERCc 5s, Zeiss).
El rojo sirio tife las fibras conectivas de un color rojo intenso y los nucleos y
citoplasmas de las células tubulares de rojo débil y amarillo brillante.
Después de desparafinar e hidratar las muestras, lavamos con agua corriente durante
10 minutos, fueron tenidas con solucion rojo sirio 30 minutos a temperatura ambiente,
deshidratamos en alcohol absoluto, se realizo el aclaramiento se realiz6 en xilol dos
pases durante 2 minutos cada uno y finalmente hicimos el montaje para ser

observadas al microscopio 6ptico (Axio Lab.A1, Zeiss). Se realizé el analisis mediante
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el analizador de imagenes ZEN PRO (Zeiss) y se tomaran fotografias con una camara
integrada al microscopio (AxioCamERCc 5s, Zeiss).

El analisis histologico fue realizado utilizando elementos semicuantitativos centrados
en lesiones necroinflamatorias, fibrosis y esteatosis, como suele hacerse para analizar
la hepatitis C cronica en la patologia humana. Se determind el porcentaje de
hepatocitos que muestra la acumulacién de lipidos como sigue: 0 (ninguno), 1 (10%),
2(10-30%), 3 (30%) (Blaise et al., 2007).

8.3.6 Objetivo 4. Caracterizacion de la expresion de proteinas.

Para cumplir con el objetivo 4, se obtuvo el higado mediante diseccion, se realizaron
varios lavados en PBS (frio) y el I6bulo de mayor tamano fue seccionado en trozos de
aproximadamente 1 cm. Cada trozo se colocé en un tubo debidamente rotulado y se
congelo en nitrégeno liquido para después almacenarse a -80°C. De cada muestra de
higado, se pesaron 200 miligramos de tejido, y se colocaron 550 uL de amortiguador
RIPA, conteniendo inhibidores de proteasas (Sigma, St. Louis, MO) y PMSF (fluoruro
de fenilmetilsulfonilo), para realizar la lisis de los hepatocitos a 4°C. Fue macerada
cada muestra de tejido en mortero con nitrégeno liquido. Incubamos 10 min en hielo,
posteriormente homogeneizamos 10 veces con una jeringa de 1 ml. Realizamos 3
ciclos de congelacion/descongelacion (nitrogeno/bafio de agua a 37 °C), finalmente
centrifugamos a 12000 rpm - 30 min - 4°C. Recuperamos el sobrenadante, obtuvimos
alicuotas y fueron almacenadas a -80 ° C.

La cuantificacion de proteinas se realizd6 mediante el método de BCA (acido
bicinconinico) (Thermo Scientific™ Ensayo de proteinas Pierce™ BCA™), se analizé
en espectrofotometro Wallac 1420 Victor3 Microplate Reader se midié absorbancia a
570nm.

Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida de
sodio dodecil sulfato (PAGE-SDS). Se preparara el gel de concentraciéon al 4% y de
separacion a 12% de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli, 1970).

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa que se equilibro
con amortiguador de Towbin (1X) por 30 minutos. Se colocara un sandwich dentro del

casete compuesto por una esponja, la hoja de papel filtro, el gel, la membrana, la hoja
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de papel filtro y la esponja. La transferencia corrié a 0.35A por 50 minutos en una
camara de transferencia con amortiguador frio. Utilizamos rojo de Ponceau para tefir
las membranas durante 5 minutos, lavamos con amortiguador de bloqueo TBS-T20
(TBST20-5%)

Para el Western blot, se bloquearon las membranas con 20 mL de una solucion de
leche descremada al 5% en TBS-T20 (TBST20-5%) por 1h15 a temperatura ambiente,
se elimind la solucién de bloqueo posteriormente agregamos los anticuerpos primarios
anti MMP2, a-SMA, Col1-A2, respectivamente diluidos en leche o BSA (albumina de
suero bovino) (TBST20-5%); se incubaron durante 1 noche en movimiento continuo a
4°C. Se realizaron 4 lavados con TBS-T20 de 10 minutos cada uno. Se agrego el
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y se incubaron por una hora a
temperatura ambiente en agitacion. Se realizaron cuatro lavados de 10 minutos.

Se revelaron con el kit Clarity and Clarity Max ECL Western Blotting Substrates, se
analizaron con un fotodocumentador Fusion Fx7, (Timmons y Dunbar, 1990). Se
llevara a cabo un analisis de densidad 6ptica con el que se podra comparar la

expresion de proteinas de cada muestra.

8.3.7 Analisis estadistico

Cada experimento se realizé por triplicado usando células de al menos 3 animales de
experimentacion. Las variables cualitativas fueron expresadas en niumero y porcentaje
y las variables cuantitativas en promedio y desviacién estandar (sd). Para la
comparacion de medias de diferentes grupos se utilizaron primero un analisis de
varianza (ANOVA), seguido de comparaciones multiples por la prueba de Tukey.
Utilizamos el programa SPSS20.0 (IBM Corp. 2011, Armonk, NY, USA). El nivel de

significancia fue de p<0.05.
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9 Resultados

9.1.1 Induccién del higado graso no alcohdélico mediante la dieta
MCD y tratamiento con sitagliptina.

Las ratas macho de la cepa Wistar fueron solicitadas al Bioterio de la Universidad
Autonoma Metropolitana unidad Iztapalapa; y se mantuvieron bajo las reglas de la
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, en donde se encuentran las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio.

Se mantuvieron bajo ciclo de 12 horas luz/obscuridad, con agua y comida ad libitum.
Se realizé un registro del peso y de las medidas de glucosa cada semana.

El efecto de la dieta se observa en la talla de las ratas (Figura 19).

GrupoMCD, = "8

Grupo control

Figura 19. Diferencia entre ratas de grupo Control (flecha verde) y grupo MCD (flecha blanca).
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9.1.2 Curva de incremento de peso de las ratas tratadas con la dieta
MCD y tratadas con sitagliptina

La relevancia de analizar el peso radica en la estrecha relacion entre la NAFLD con la
obesidad. Ademas, se busca verificar el posible efecto que la dieta MCD pueda tener
sobre este parametro.

Al obtener el resultado observamos, un incremento normal en los grupos de estudio
control durante todo el estudio, mientras que los grupos alimentados con dieta MCD
presentaron una disminucion de peso a partir de la segunda semana de estudio, dicha
disminucion se hizo significativa en la tercera semana y mantuvo ese patron hasta el

final del estudio (Figura 20).
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Figura 20. Peso de ratas tratadas con MCD (dieta deficiente en metionina y colina) y sitagliptina. Se
observa una disminucién de peso en los grupos alimentados con una dieta deficiente en metionina y
colina. * diferencia significativa (p<0.05) entre grupos a partir de la semana 3.
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9.1.3 Determinacién de parametros metabdlicos sanguineos de las
ratas tratadas con la dieta MCD y tratadas con sitagliptina

9.1.3.1 Glucosa, insulina, indice Homa-IR y Leptina.

El analisis de los parametros metabdlicos es esencial, dado que la NAFLD ha sido
estrechamente relacionado con el aumento de glucosa en sangre, asi como con la
obesidad y la hiperinsulinemia. La resistencia a la insulina es la afeccion metabdlica
mas vinculada con la NAFLD; se caracteriza por la disminucion de la respuesta celular
a la accion de la insulina. Esta situacion conduce a la aparicion de hiperglucemia e
hiperinsulinemia, lo que activa factores de transcripcion en el hepatocito, promoviendo
asi un aumento en la glucodlisis y en la sintesis de lipidos. Podemos observar
disminucioén en los niveles plasmaticos de glucosa en los grupos control y MCD (Figura
21). Los niveles de insulina en plasma disminuyeron drasticamente en los grupos de
MCD y MCD+sitagliptina (Figura 22). La resistencia a la insulina, se calculé utilizando

el indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR), utilizando la férmula:

[Glucosa en ayunas (mmol/l) X Insulina en ayunas (mU/I)]
[22.5]

Tomando como indicativo de insulino-resistencia un valor superior a 3.8. (La Corte et
al., 2008). El indice de resistencia a la insulina fue analizado debido a su amplio uso
en aplicaciones clinicas en pacientes con NAFLD, ya que se correlaciona con el control
de la glucosa en pacientes no diabéticos. Ademas, nos permite verificar el estado de
respuesta de la insulina después de la administracion de dieta y farmaco. Podemos
observar valores menores a 3 correspondientes al indice HOMA-IR en los grupos con
dieta MCD y MCD+sitagliptina; indicando asi que ambos grupos no presentan insulino-
resistencia.

Medir el nivel plasmatico de las incretinas fue importante ya que este, este depende
de las concentraciones de glucosa en plasma. Si se presenta hiperglucemia, habra un
mayor efecto de estas hormonas, lo que indica que en caso de hipoglucemia las
incretinas seran secretadas en cantidad menor. Ademas, esta medicion nos permitié
corroborar si la sitagliptina, como inhibidor de la DPP4, tuvo algun efecto sobre las

concentraciones de incretinas. La dieta MCD disminuyd significativamente la
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concentracion de GLP-1 y no produjo cambios en GIP, en comparacién con la dieta de
control. Se observa que la sitagliptina no tuvo efecto sobre GLP-1 y GIP ni en el control,
ni en grupos con dieta MCD. El tratamiento con sitagliptina no modifico la disminucion
de GLP-1 producido por MCD. Por el contrario, agravo ligeramente el aumento de GIP

observado en animales MCD, en comparacién con los grupos controles. (Figura 23)
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Figura 21. Analisis de glucosa en plasma. Determinacion de niveles de glucosa del plasma obtenido al
finalizar el tiempo de estudio. Niveles inferiores en los grupos con dieta deficiente (MCD, MCD+sita). *
diferencia significativa (p<0.05) entre grupos control. ** diferencia significativa (p<0.005) entre grupos
con dieta deficiente MCD. Control n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15
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Figura 22. Analisis de insulina. Disminucion en los niveles plasmaticos de los grupos MCD y MCD+sita.
*** diferencia significativa (p<0.0005) entre grupos con dieta deficiente MCD. Control n=14, Control+sita
n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15.
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Figura 23. 23a) indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR), valor menor a 3 en los grupos con dieta
MCD y MCD+sita; indicando asi que ambos grupos no presentan insulino-resistencia. ***diferencia
significativa (p<0.0005) entre grupos con dieta deficiente MCD. 23b) Incretinas, la dieta MCD disminuy6
el nivel de GLP-1 y la sitagliptina no revirtié el efecto. 23c) El nivel sérico de GIP no fue modificado por
la dieta MCD y la sitagliptina aumento leve pero no significativamente su concentracion en grupos MCD.
(***p < 0,001, *p < 0,01, *p < 0,05). Control n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15.
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Una funcion de la leptina esta relacionada con la limitacion del almacenamiento en los
adipocitos y en tejidos no adiposos como el higado, protegiéndolos de la lipotoxicidad
y la lipoapoptosis. Dado que la leptina es secretada en proporcion a la cantidad de
tejido adiposo en el cuerpo y por el papel que se ha observado que desempeia en el
desarrollo de la NAFLD, decidimos analizar los niveles séricos de dicha hormona. El
analisis de leptina en plasma de ambos lotes arrojo como resultado, que el grupo MCD
(dieta deficiente en metionina y colina) presenta niveles mas bajos de esta hormona
en comparacion con el grupo MCD+sitagliptina; también podemos ver que la
sitagliptina restituye de cierta manera los niveles de leptina en el grupo MCD

suplementado con sitagliptina (Figura 24).
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Figura 24. Niveles séricos de Leptina después de seis semanas de estudio. Niveles bajos en grupo
MCD. *diferencia significativa (p<0.05) entre grupo Control+sita y MCD+sita, control+sita y MCD.
**diferencia significativa (p<0.005) entre grupo control y grupos MCD. Control n=14, Control+sita n=14,
MCD n=15, MCD+sita n= 15.
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9.1.3.2 Perfil lipidico, acidos grasos libres y acilcarnitinas.

Determinar el perfil lipidico de los animales de estudio, nos permitiria corroborar la
relacion de la dislipidemia con la NAFLD, que es una caracteristica comunmente
asociada con la obesidad y, en algunos casos, con la diabetes. El perfil de lipidos en
plasma de las ratas muestra una disminucion dramatica de los niveles de triglicéridos,
HDL, LDL y colesterol total en los grupos que recibieron una dieta MCD. Observamos
un ligero aumento, aunque no significativo de acidos grasos libres en el grupo MCD+
sita en comparacion con los otros grupos. La cuantificacion de las acilcarnitinas se
debidé a su importancia en el transporte de los acidos grasos hacia la B-oxidacion.
Ademas, observamos en el mismo grupo un aumento de acilcarnitinas de cadena larga
(Figura 25)
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Figura 25. 25a) Perfil lipidico en plasma de los cuatro grupos de estudio, no observamos un efecto
fuerte de sitagliptina. 25b) Ligero aumento, aunque no significativo de los acidos grasos libres en el
grupo MCD+sita. 25¢) Niveles plasmaticos elevados de carnitinas de cadena larga en un grupo con una
dieta deficiente y suplementados con sitagliptina. *diferencia significativa (p<0.05) entre grupos con
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dieta deficiente MCD. **diferencia significativa (p<0.0005) entre grupos con dieta deficiente MCD.
Control n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15. ACs (acilcarnitinas), ACs SC
(acilcarnitinas de cadena corta), ACs MC (acilcarnitinas de cadena media), ACs LC (acilcarnitinas de
cadena larga)

9.1.3.3 Creatinina y acido urico

Algunas de las comorbilidades asociadas con la NAFLD incluyen la obesidad, la
diabetes mellitus tipo 2, la hipertensién, las enfermedades cardiovasculares y
posiblemente la enfermedad renal cronica (Sun et al.,, 2021). Algunos estudios
sugieren que los niveles elevados de acido urico pueden contribuir a la resistencia a la
insulina, lo que esta estrechamente relacionado con el sindrome metabdlico y, por
ende, con la NAFLD (Choi et al., 2023). Teniendo en cuenta esta informacion,
decidimos realizar el analisis de ambos parametros. Los resultados indicaron que los
niveles plasmaticos de creatinina aumentan en los grupos alimentados con dieta MCD.
Por otro lado, el acido urico no se modifica significativamente, siendo los grupos control

y control+sitagliptina los que presentan un aumento (Figura 26-27).
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Figura 26. Creatinina. Los grupos MCD presenta una diferencia significativa * (p<0.05) y **(p<0.005)
con respecto a los grupos control. Control n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15.
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Figura 27. Acido urico. Los grupos alimentados con dieta MCD no presentan una diferencia significativa
* (p<0.05) y **(p<0.005) con respecto a los grupos control. Control n=14, Control+sita n=14, MCD n=15,
MCD+sita n= 15.

9.1.3.4 Transaminasas

Debido a que las transaminasas, son biomarcadores de lesion hepatica, es decir, sus
niveles plasmaticos se elevan en el torrente sanguineo en respuesta a una lesidén en
el higado, incluimos la medicion de estas enzimas en nuestros objetivos. Los niveles
de AST (aspartato aminotransferasa) son mayores en los grupos de estudio,
principalmente en el grupo MCD+sita (dieta MCD suplementada con sitagliptina), ALT
(alanino aminotransferasa) presenta un gran aumento en el grupo MCD (Figura 28),
por lo que la relacion AST/ALT es un indicador exitoso de la gravedad de la lesion
hepatica, En este estudio, esta proporcién se redujo en ambos grupos de MCD (Figura
29).
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Figura 28. Transaminasas, 28a) ALT y 28b) AST, muestran el comportamiento esperado en casos de
NAFLD. *diferencia significativa (p<0.05) entre grupos con dieta deficiente MCD. ** Diferencia
significativa (p<0.005) entre grupos con dieta deficiente MCD. Control n=14, Control+sita n=14, MCD

n=15, MCD+sita n= 15.
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Figura 29. La evaluacion de la relacion de transaminasas AST/ALT nos muestra bajos valores séricos
en las medias de los grupos con dieta deficiente en metionina y colina. ** diferencia significativa
(p<0.005), *** diferencia significativa (p<0.0005) entre grupos. Control n=14, Control+sita n=14, MCD
n=15, MCD+sita n= 15.

9.1.4 Metabolismo de mono carbonados

Se llevo a cabo el analisis del metabolismo de 1C se realizd, debido a que este proceso
ocurre principalmente en el higado y una deficiencia en él puede tener efecto en el
dano hepatico. Ademas, la dieta utilizada para inducir la acumulacion de grasa en el
higado, provino de una dieta deficiente en metionina. Observamos un nivel mayor de
metionina en el grupo MCD en comparacion con el resto de los grupos (Figura 30). El
acido metilmalénico (MMA) después de ser analizado nos indica bajos niveles

promedio en el grupo MCD y MCD+sitagliptina (MCD+sita) (Figura 31).
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Figura 30. Metionina. Niveles bajos en plasma del grupo Control+sitagliptina. Asi como diferencias
significativas *(p<0.05) y ** (p<0-005) entre los grupos de estudio MCD y MCD+sitagliptina. Control
n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15
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Figura 31. Niveles séricos de Acido metilmalénico (MMA), valores bajos en los grupos con dieta
deficiente en metionina y colina con diferencia significativa * (p<0.05), ** (p<0.005) entre grupos control+
sita y los grupos MCD. Control n=14, Control+sita n= 15.
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La homocisteina, presentd niveles altos en los grupos MCD+sitagliptina (MCD+sita)
(Figura 32). Los niveles séricos de S-Adenosil L-homocisteina (SAH) y S-Adenosil
metionina (SAM) son elevados en los grupos de estudio con dieta deficiente MCD vy
MCD+sitagliptina (MCD+sita) (Figura 33). La relacion SAM/SAH presento niveles bajos
(anormales) en los grupos MCD+sitagliptina (MCD+sita). La correlacion de la
concentracion de homocisteina frente a la relacion SAM/SAH es negativa y lineal
(Figura 34). En la tabla 3 podemos observar los niveles plasmaticos de los parametros
propuestos en el segundo obijetivo.
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Figura 32. La homocisteina, presenté bajos niveles séricos en ambos grupos control. *diferencia
significativa (p<0.05) entre los grupos control y MCD. ** diferencia significativa (p<0.005) entre los
grupos control y dieta deficiente MCD. *** diferencia significativa (p<0.0005) entre los grupos
Control+sita y grupo MCD. Control n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15.
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Figura 33. Al analizar 33a) SAM y 33b) SAH observamos un aumento en los grupos MCD. *diferencia
significativa (p<0.05) entre los grupos. ** sin diferencia significativa (p<0.005) entre los grupos. Control
n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n= 15.
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Figura 34. 34a) Altos niveles séricos en los grupos control en la Relacion SAM/SAH. Correlacion lineal
negativa, homocisteina vs relacion SAM/SAH. 34b) Correlacion lineal negativa, homocisteina vs relacion
SAM/SAH. **diferencia significativa (p<0.005) entre los grupos control y los grupos MCD. Control n=14,
Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n=15.
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Tabla 3. Datos comparativos de niveles plasmaticos.

Pruebas Control Control+Sita MCD MCD+Sita
MMA (mmol/L) 0.9 + 0.14 1.2 + 0.12ab 0.5 + 0.112 0.6 + 0.04°
Creatinina (mg/L) 3.8 + 0.17ab 3.9 + 0.17¢ 49 + 0.15° 45 + 0.17ad
A. Urico (mg/L) 14.6 + 4.6 11.9 + 238 12.8 + 24 11.2 + 038
TC (g/L) 1.6 + 0.16° 1.5 + 0.17¢ 0.7 +  0.11¢e 0.9 + 0.25¢¢
LDL (g/L) 0.5 + 0.08° 0.5 + 0.04¢ 0.1 +  0.14¢¢ 0.1 +  0.14¢¢
HDL (g/L) 0.8 + 0.09¢ 0.8 + 0.11¢ 0.4 + 0.08¢e 0.6 +  0.11c¢e
TG (g/L) 0.9 + 0.28¢ 0.8 + 0.37¢° 0.3 + 0.07¢¢ 0.4 +  0.11¢e
FFAs (umol/L) 706.3 + 206.6 654.5 + 2289 687.4 £ 191.11 899.3 + 4252
ACs t(umol/L) 61.6 + 156 69.4 + 241 34.9 + 6.9 45.9 + 54
ACs SC (umol/L) 1.8 + 14 2.1 + 1.3 0.8 + 042 0.9 + 0.12
ACs MC (umol/L) 0.5 + 0.15 0.5 + 0.12 0.5 + 0.13 0.5 + 0.06
ACs LC (umol/L) 0.9 + 0.19¢ 0.9 + 0.13¢ 1.5 + 0.23ace 1.8 + 0.30ace
AST (IU/L) 154.6 + 69.62 122.6 + 25.7fb 236.5 + 84.8af 277.5 +  122.93b
ALT (IU/L) 64.5 +  19.12° 53.6 + 8.922 213.8 + 65.32P 187.8 + 82.1ab
AST/ALT 23 + 0.44c 2.2 + 0.25be 1.1 +  0.043ce 1.5 + 0.35¢P
GLP-1 (pg/mL) 8063 + 1896° 6221 + 2733° 2270 +  1029¢b 2440 + 568¢cP
GIP (pg/mL) 974.8 + 126.3° 986.3 + 120.89 1208 + 3104 1395 +  309.90d
Leptina (pg/mL) 295.4 + 29.7ab 279.4 + 422 116.0 +  31.30f 176.2 + 29.5af
Glucosa (mmol/L) 6.7 + 1.6° 8.2 +  2.2bf 43 + 0.92b 4.7 +  1.09f
Insulina (mIU/mL) 1.4 + 0.0° 1.3 + 0.0° 0.3 + 0.0ce 0.3 + 0.0ce
HOMA-IR 10.6 + 0.93¢ 12.2 +  1.16° 1.6 + 0.18¢¢ 2.0 +  0.23c¢e
Met (mmol/L) 50.1 + 212 43.8 + 0.78° 57.2 + 3.6 47.0 + 1.6°
HCY (mmol/L) 5.2 + 0.79ab 4.8 + 0.35de 10.7 + 1.05°d 9.8 + 0.812¢
SAM/SAH 9.8 + 1.6° 8.7 + 0.63¢° 1.5 +  0.34¢¢ 24 + 0.38¢e

El valor que se muestra es la media de cada prueba. HCY (homocisteina) , SAM (S-adenosilmetionina), SAH (S-adenosilhomocisteina), TC (colesterol total), LDL
(lipoproteinas de baja densidad), HDL (lipoproteinas de alta densidad), TG (triglicéridos), FFAs (acidos grasos libres), ACs (acilcarnitinas), ACs SC (acilcarnitinas
de cadena corta), ACs MC (acilcarnitinas de cadena media), ACs LC (acilcarnitinas de cadena larga), HOMA-IR (indice de resistencia a la insulina), AST (aspartato
aminotransferasa), ALT (alanina aminotransferasa), MMA (&cido metilmalénico), A. Urico (&cido drico]), Met (metionina). Diferencia significativa a y f (p<0.05), b y
d (p<0.005), c y e (p<0.0005).
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9.1.5 Aspecto macroscoépico e Histolégico

El higado disecado se cort6 de la siguiente forma: el I6bulo mayor, se dividié en tres
partes, quitando previamente la periferia. Una parte se conservé en PAF, otra parte se
conservé en Formol y la ultima parte se congeld en nitrogeno liquido en criotubos.
Cuando se realizo la diseccién del higado, pudimos observar que en los grupos MCD
parecia de mayor tamafo que el de los grupos control y control+sitagliptina, se calcul6
la relacion entre el peso del higado y el peso de cada una de las ratas (Figura 35).
Grupo 1 Control: El higado fue de un color café rojizo profundo e intenso.

Grupo 2 Control+sitagliptina: El higado un color café rojizo profundo e intenso.

Grupo 3 MCD: El higado fue de un color café rojizo, pero mas claro y era mas grande,
ocupaba casi todo el espacio abdominal. Al recolectar sangre se obtuvieron pocos
mililitros.

Grupo 4 MCD-+sitagliptina: El higado presenté un color rojo amarillento y un gran

tamano al igual que el de las ratas del grupo 3.

a) Control Control+Sita

MCD+Sita
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Figura 35. 35a) Diferencias de coloracion y tamafo del higado entre los grupos. 35b). Relacion entre el
peso del higado y el peso corporal, se observa que el higado presenta un mayor porcentaje en los
grupos de MCD (dieta deficiente en metionina y colina), la sitagliptina no tiene un efecto significativo.
Control n=14, Control+sita n=14, MCD n=15, MCD+sita n=15.

Después de realizar cortes histologicos y las tinciones correspondientes obtuvimos
micrografias, con una tincion de hematoxilina-eosina, de tejido hepatico. En el grupo
control suplementado con sitagliptina observamos algun indicio de inflamacion; en el
grupo alimentado con la dieta MCD observamos esteatosis (acumulacién de lipidos en
el hepatocito), inflamacién y balonizacién (Figura 36). El grupo MCD y suplementado
con sitagliptina también presento esteatosis, Inflamacién y balonizacion. El score NAS
(sistema de puntuacién histoldgico) que nos permite determinar el grado de dafio en
el tejido por la NAFLD. (Tabla 4). Las micrografias tefiidas con rojo sirio nos muestran

un aumento de fibras de colageno, en el grupo MCD+sitagliptina (Figura 36).

70



Tabla 4. Resultado, diagndstico histolégico de NAFLD. Tomada de (Rovira et al., 2017)

indice de actividad

indice de fibrosis

Diagnostico Puntos Tipo de fibrosis Puntos
histolégico
Esteatosis 0-3 Ninguna 0
Inflamacion 0-3 Perisinusoidal zona 3
Leve 1A
Moderada 1B
Balonizacion 0-2 Portal/periportal 1C
Perisinusoidal + periportal 2
Puntuacion maxima 8 Puentes
Cirrosis
Puntuacion =5 diagnostico de NAFLD
Puntuacion <3 no diagnodstico de NAFLD
Diagnéstico Score NAS
histolégico
Control | Control+Sita MCD MCD+Sita
Esteatosis 0.0 0.0 24 3.0
Inflamacion 0.0 0.2 2.2 3.0
Balonizacién 0.0 0.0 1.0 1.0
Total 0.0 0.2° 5.62b 7.03b
Fibrosis 0.0 0.0° 2.0ab 3.0ab
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Diferencia significativa a,b (p<0.0005). Letras diferentes indican diferencia entre columnas.
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Figura 36. Micrografias, 36a) con tincién Hematoxilina-eosina (H&E) 100X. 36b) Micrografias con
tincién Rojo sirio 100X. 36¢) prominente esteatosis de tipo macrovesicular (asteriscos), leve infiltrado
inflamatorio linfocitario (flecha amarilla). 36d) b) esteatosis macrovesicular (asteriscos), acentuado
infiltrado inflamatorio neutrofilico (flecha amarilla), cuerpos de Mallory-Denk intracitoplasmaticos (flecha
verde), células balonizadas (flechas azules).
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9.1.6 Expresion proteica

Con el fin de corroborar el aspecto histologico, realizamos el analisis de la expresién
de las proteinas MMP2, a-SMA y Col1A2 utilizadas como marcadores de fibrosis. Las
bandas se cuantificaron por densitometria, se normalizaron con GAPDH y se

expresaron como unidades arbitrarias (Figura 37).
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Figura 37. Andlisis por Western blot de la expresion de marcadores de fibrosis.
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10 Discusion

En este estudio, analizamos el efecto de la sitagliptina (inhibidor de la DPP-4) en los
cambios metabodlicos e histologicos del higado de ratas macho Wistar después de una
dieta deficiente en metionina y colina, la cual ha sido reportada en varios articulos
como una dieta que induce NASH, es decir un modelo bien establecido (Kucera y
Cervinkova, 2014).

Observamos una disminucion drastica en el peso y talla de los animales pertenecientes
a los grupos MCD y MCD-+sita. Los resultados relacionados con el metabolismo
mostraron una disminucion en los niveles de glucosa, insulina, indice HOMA-IR, leptina
y GLP-1 en los grupos tratados con dieta MCD y suplementados con sitagliptina,
aunque los niveles de GIP aumentaron. Ademas, el perfil lipidico mostré niveles por
debajo de lo establecido por el control. El analisis de las transaminasas y su relacion
sugiere la presencia de una lesion hepatica en los grupos de estudio. Por otro lado, en
el metabolismo de 1C, observamos un aumento en los niveles plasmaticos de
metionina, homocisteina, SAM y SAH; mientras que la relacion SAM/SAH disminuyo
en los grupos de estudio. Los resultados histologicos revelaron dafio hepatico evidente
en los grupos MCD y MCD+sita.

El primer estudio publicado para investigar los efectos benéficos de la sitagliptina en
NASH en modelos animales, fue en ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa,
se demostré una reduccion en NASH después de la administracion de sitagliptina
(Maiztegui et al., 2011). Basandose en estos estudios, otros autores han probado el
mismo tratamiento con diferentes modelos de NASH utilizando ratones o ratas
sometidas a dietas altas en lipidos con una amplia gama de dosis de sitagliptina (Ideta
et al., 2015; Onoyama et al., 2015; Xu et al., 2017). Por ejemplo, Kumar et al., (2020)
observaron que la sitagliptina, a dosis de 100 mg/kg/dia, agrava la NAFLD al aumentar
el estrés oxidante en ratas alimentadas con una dieta alta en colesterol. Por lo tanto,
estudiamos una dosis mas baja para evitar efectos adversos de la sitagliptina. Este
estudio previo y nuestros resultados difieren de los informados por otros equipos. De
manera similar, 100 y 300 mg/kg/dia inhibieron eficazmente la fibrosis hepatica al

suprimir la proliferacion de células estelares del higado y la sintesis de colageno (Kaji
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et al., 2014). La sitagliptina también mostrd efectos benéficos sobre la NAFLD en
ratones. Otro estudio mostro efectos benéficos en ratones sometidos a una dosis de
sitagliptina de 20 mg/kg/dia durante cinco semanas, atenuando la esteatohepatitis
inducida por la dieta MCD a través de efectos sobre la acumulacién de lipidos, el estrés
oxidante y el estrés del RE (Jung et al., 2014). Otros autores han probado el mismo
tratamiento con modelos diferentes de NASH tanto en ratones como en ratas
sometidas, en la mayoria de los casos, a una dieta rica en grasas, con dosis de
sitagliptina que oscilaron entre 10 mg/kg/dia y 100 mg/kg/dia (Onoyama et al., 2015;
Xu et al., 2017). Sin embargo, es de interés tener en cuenta que la diferencia entre los
resultados podria deberse a factores como el tipo de animal utilizado, la dosis
administrada o la duracion del estudio.

La dieta MCD utilizada en este estudio produjo una disminucién progresiva en los
pesos de los animales lo que es consistente con estudios previos (Tahan et al., 2004;
Jung et al., 2014). Esto puede explicarse por los efectos de la dieta MCD en el
metabolismo de los lipidos debido a la deficiencia de colina y metionina, ademas hay
que recordar que la dieta es rica en lipidos (aproximadamente 10%). También se
observé una disminucion de la masa de tejido adiposo blanco en las ratas MCD
comparado con los controles (Tanaka et al., 2014). Sorprendentemente, la
administracion de sitagliptina no afecté la pérdida de peso en las ratas del grupo MCD,
lo que podria estar relacionado con hallazgos clinicos donde el efecto de la sitagliptina
en el peso puede variar segun el peso inicial del paciente. Algunos pacientes que
presentaban un peso medio antes del tratamiento con sitagliptina ganaron peso al cabo
de diez meses, mientras que en los pacientes obesos se produjo el efecto contrario
(Chen et al., 2015).

La dieta MCD también produjo niveles bajos de triglicéridos, HDL-colesterol y
colesterol total en sangre, lo cual es consistente con estudios previos (Kucera y
Cervinkova, 2014). Estos niveles bajos se deben al bloqueo hepatico de VLDL debido
a la falta de metionina y colina, lo que afecta la formacion de fosfatidilcolina, esencial
para la formacion de VLDL y su secrecion al higado. Las ratas con esta dieta presentan
acumulacion de triglicéridos en el higado, lo que lleva al desarrollo de esteatosis y
fibrogénesis, asi como una clara desnutricion y pérdida considerable de peso. Los
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niveles séricos de glucosa de ambos grupos (MCD y MCD+sitagliptina) fueron
inferiores al grupo control. Esto contrasta con los resultados previos de Jung et al.,
(2014) que observaron que el grupo MCD+sitagliptina restauré los niveles de glucosa.
La DPP-4 es una peptidasa que actua sobre las incretinas y muchas adipocinas,
quimiocinas y neuropéptidos (Ansorge et al., 2011; Fadini y Avogaro, 2011) . La
sitagliptina no afecta los niveles de incretina en ratas como lo hace en humanos. La
sitagliptina no afecta los niveles de GLP-1 o insulina en ratones alimentados con MCD
y en ratas de nuestro estudio. El efecto de la sitagliptina sobre la NAFLD (Baumeier et
al., 2017) puede estar mediado por la inhibicion de la DPP-4 en lugar de su influencia
sobre el GLP-1 y la sefializacién de la insulina (Jung et al., 2014). La DPP4 tiene
funciones adicionales independientes de la degradacién de las hormonas incretinas,
como la induccion de resistencia a la insulina e inflamacion en varios sistemas
celulares. Se sabe que la DPP4 se expresa en niveles elevados en el higado, y tanto
la expresidon, como sus niveles circulantes, aumentan en NAFLD y NASH. Ademas, el
sDPP4 (DPP4 soluble), se ha propuesto como biomarcador de NAFLD (Baumeier et
al., 2017).

La acumulacion de lipidos en el higado provoca el reclutamiento de
macrofagos/células Kupffer, asi como la polarizacion de macréfagos tipo 1
proinflamatorios (M1). Esta acumulacion, desencadena la produccion de citocinas
proinflamatorias que agravan la NAFLD al provocar disminucion de la sensibilidad a la
insulina hepatica, aumento de la inflamacién vy fibrosis, eventos relacionados con la
activacion de las HSC (Sakai et al., 2020).

Se ha observado que los inhibidores de la DPP4 provocan la disminucion de los
macrofagos M1, pero un aumento de macréfagos tipo 2 (M2) antiinflamatorios en el
tejido adiposos blanco y hepatico de ratones obesos inducidos por dieta. Estudios han
demostrado que la eliminacion de los macrofagos M1 aumenta la sensibilidad a la
insulina en ratones obesos, mientras que la reduccion de los M2 puede generar
resistencia a la insulina en ratones delgados. Por lo tanto, los inhibidores de la DPP4
pueden proteger contra la exacerbacién de la inflamacién, evitando la progresién de
NAFLD a HCC. (Nishina y Hino, 2022). Por otro lado un estudio del 2012 mostré que,
GLP-1 regula negativamente la lipogénesis de novo a través de la inhibicion de
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SREBP-1c mediada por AMPK en ratones alimentados con dieta de tipo occidental,
pero no en ratones alimentados con MCD (Patankar et al., 2012). La linagliptina, otro
inhibidor de la DPP-4, reduce la inflamacion y demuestra un modesto efecto
antifibrotico en ratones alimentados con MCD (Wang et al., 2017). Esto indica que los
mecanismos que regulan la respuesta a la sitagliptina pueden ser diferentes entre
modelos y especies.

En relacidn con la funcién renal, se incrementan los niveles de creatinina en el grupo
MCD y una minima restitucion en el grupo MCD+sitagliptina. Aunque los niveles de
creatinina no indican una alteracién grave en la funcion renal causada por la NAFLD,
es importante tener en cuenta que la relacion entre la insuficiencia renal y la NAFLD
puede variar en pacientes diabéticos y no diabéticos (Li et al., 2012). Por otro lado, la
presencia y gravedad de la NAFLD estan asociadas con un riesgo y gravedad mayores
de la enfermedad renal crénica (Musso et al., 2014). La hiperuricemia, también esta
fuertemente asociada con la NAFLD y el sindrome metabdlico (Lombardi et al., 2016).
Es importante mencionar que los estudios antes mencionados fueron realizados en
humanos.

Nuestros resultados muestran niveles disminuidos de baja de insulina, aunque no
determinamos los niveles de péptido C, que es un marcador de secrecion de insulina,
y que son mas bajos en pacientes con NALFD, los niveles de péptido C serian una
buena variable por determinar en trabajos futuros en el modelo de la rata (Keymeulen
etal., 2021).

Rinella y Green, (2004) mencionaron que la dieta MCD no parece producir resistencia
a la insulina, lo que sugiere que este parametro podria no jugar un papel relevante en
el desarrollo de NAFLD en este modelo, aunque podria tener importancia en humanos.
Ellos encontraron en ratones macho FVB/NJ de dos meses de edad, administrando
por 28 dias, dieta MCD, que los niveles séricos de insulina disminuyen en los grupos
con dieta MCD. Sus resultados mostraron un aumento en la sensibilidad a la insulina
en los grupos con dieta MCD a pesar de un mayor contenido de sacarosa en esa dieta;
concluyendo que la resistencia a la insulina podria no tener un papel importante en el
desarrollo de la esteatohepatitis en ratones alimentados con la dieta deficiente en
metionina y colina. Por otro lado, Jung et al., (2014) demostraron, en ratones macho,
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que la dieta MCD adicionada con sitagliptina no afecté los niveles de GLP-1 ni de
insulina, indicando que tal vez el efecto de la sitagliptina en NASH puede estar mediado
por la inhibicion de DPP4 en lugar de hacerlo por GLP-1 o por la via de senalizacion
de la insulina. La ventaja de la dieta MCD se centra en que puede inducir una forma
mas grave de esteatohepatitis en comparacidn con otros modelos alimenticios, aunque
presenta limitaciones considerables, como la falta los principales factores de riesgo
para el desarrollo de NAFLD en humanos, como son la obesidad, la diabetes tipo 2 y
la resistencia a la insulina, algunos estudios mostraron que los ratones alimentados
con la dieta MCD pierden peso progresivamente hasta en un 40% en 8 semanas (Soret
et al., 2020).

Lo anterior fue demostrado en una revision realizada en el 2018, se menciona que la
dieta MCD replica el fenotipo histologico de la enfermedad, pero no las caracteristicas
metabdlicas, ya que este modelo presenta pérdida de peso y ausencia de resistencia
a la insulina. Estas caracteristicas hacen que este modelo de NAFLD sea muy
diferente a la que se presenta en humanos (Santhekadur et al., 2018). Es importante
destacar que la IR esta asociada con la NAFLD aun en pacientes delgados con niveles
normales de glucosa. En un estudio se analizaron los efectos de la dieta MCD en la
expresion de CYP2E1, observando que un aumento en su expresion se relaciona con
resistencia a la insulina, aunque podrian existir otros factores que influyan
(Schattenberg et al., 2005).

Nagasawa et al., (2006) reportaron niveles bajos de triglicéridos plasmaticos y HDL-
colesterol, en ratones macho alimentados con dieta MCD, lo que indica que niveles
bajos de lipidos plasmaticos son caracteristicos en esta dieta. En nuestro estudio,
todas las mediciones plasmaticas se realizaron después de 6 semanas de tratamiento,
mostrando niveles inferiores que los controles; sin embargo, (Stankovi¢ et al., 2014)
reportaron que, en ratones macho, los niveles plasmaticos de triglicéridos, colesterol
total y HDL disminuyeron aunque el LDL aumento6 con el transcurso de las semanas,
lo que sugiere que esta dieta parece no tener efecto protector porque la relacion
LDL/HDL es aterogénica en la NAFLD inducida por MCD. Esto podria ser una ventaja
de este modelo ya que en la NAFLD también se asocia con un perfil lipidico
aterogénico en humanos obesos. (Jha et al., 2014) también encontraron una reduccion
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de los acidos grasos séricos totales en ratones ob/ob, con dieta MCD. De manera
similar, Marcolin et al., (2011) encontraron en ratones con MCD, pérdida de peso y
aumento significativo de las enzimas de dafio hepatico, asi como disminucion de los
niveles sistémicos de glucemia, triglicéridos, colesterol total, HDL y VLDL, mientras se
incrementaron los niveles de creatinina, solo hubo una minima restitucion del nivel de
creatinina en sangre de las ratas tratadas con sitagliptina. El acido urico disminuyé en
el grupo con MCD; lo que podrian indicarnos que no hay alteracion en la funcién renal
grave causada por la NAFLD desarrollada por esta dieta.

Cequera y de Ledn Méndez, (2014), definieron los biomarcadores en suero de la
fibrosis. Los directos, que indican depdsito o eliminacién de matriz extracelular en el
higado; y los indirectos, moléculas liberadas a la sangre como producto del deterioro
de la funcion hepatica, como son la alanina aminotransferasa (ALT) y la aspartato
aminotransferasa (AST) (Barba, 2008; Cequera y de Ledn Méndez, 2014). Jung et al.,
(2014) encontraron que los ratones con dieta MCD tienen niveles séricos de AST y
ALT significativamente mas altos que el control, y la suplementacion con sitagliptina
disminuyé ambas transaminasas (ltagaki et al., 2013; Jung et al., 2014). En nuestro
estudio, los niveles plasmaticos de ALT fueron mayores en el grupo de MCD y en el
grupo de MCD suplementado con sitagliptina. MCD aumenté el nivel plasmatico de
AST sin recuperacién con el tratamiento con sitagliptina. (Ferrer et al., 2008), indican
que, a pesar de que AST y ALT son los indicadores mas utilizados de necrosis
hepatica, no pueden distinguir entre NAFLD simple (con inflamacién minima o sin ella)
y NASH (con fibrosis) desde el punto de vista clinico, siendo la biopsia y el estudio
histolégico necesarios para establecer la severidad del dafo. Por otro lado, aunque
son sensibles, son poco especificas, ya que la AST no solo se encuentra en el higado,
sino también en el musculo esquelético y cardiaco, rifidn y eritrocitos. Por otro lado,
(Neuman et al., 2014) indicaron que los pacientes con NAFLD que tienen niveles de
ALT altos son mas propensos a tener inflamacioén que puede conducir a la NASH.

La relacion AST/ALT > 1 puede indicar con precision la gravedad de la lesion hepatica
(Abbas y Sheikh, 2016). La relacién AST/ALT se correlacioné negativamente con la
metilacion hepatica en ambos grupos de estudio que recibieron la dieta MCD. Nuestros

hallazgos apoyan que los niveles de transaminasas pueden estar relacionados con la
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presencia de esteatohepatitis y fibrosis hepatica. En nuestro estudio la relacion
AST/ALT fue =2 1 en ambos grupos con dieta MCD y suplementados con sitagliptina.
Esto indica que existe una lesion hepatica crénica o fibrosis. En el analisis histologico
observamos dafo hepatico cronico o fibrosis en las ratas con dieta MCD. El tratamiento
con sitagliptina produjo una la relacién AST/ALT que acerca levemente a los valores
del control.

Los niveles de vitamina B12 y de metabolitos relacionados se alteran en presencia de
NAFLD y NASH, aunque su asociacion aun se encuentra en debate. Li et al. reportan
el uso de acido metilmalénico como un biomarcador sensible para la deficiencia de
vitamina B12, lo que sugiere su uso predictivo en fibrosis (Abdelhamid et al., 2022).
Los niveles de metionina en sangre se observan elevados en el grupo MCD. Esto
podria deberse a una disminucion de la remetilacion de la homocisteina en metionina,
ya que la dieta deficiente en colina impide que la homocisteina siga la via de la
transulfuracion y, en cambio, sea remetilada para formar metionina. Este hallazgo es
consistente con estudios previos en ratones alimentados con dietas deficientes en
metionina (Aissa et al., 2014). Tanto la deficiencia de metionina en la dieta como la
suplementacion con metionina inducen anomalias en el higado, incluida la
desregulacion de las vias metabdlicas de lipidos y de un carbono y la induccién de
estrés oxidante y del RE (Aissa et al., 2014). Como se esperaba, la disminucién del
indice de metilacién redujo los lipidos plasmaticos debido a la deficiencia de colina. La
colina participa en el metabolismo de los grupos metilo, particularmente en el higado,
porque es una fuente dietética primaria de grupos metilo a través de su oxidacion
irreversible a betaina y la posterior sintesis de S-adenosilmetionina. La deficiencia de
colina perjudica la exportacion de lipidos porque es necesaria para sintetizar
fosfatidilcolina, un componente de las particulas de VLDL, que transportan la grasa
desde el higado a los tejidos periféricos. Cuando el suministro de colina es inadecuado,
las VLDL no se pueden sintetizar, lo que lleva a una reduccion en la exportacion de
acidos grasos desde el higado y, por tanto, a la acumulacion de grasa en el higado
(Kucera y Cervinkova, 2014). El modelo de induccion de NAFLD mediante la dieta
MCD no reproduce las caracteristicas metabdlicas de la enfermedad, como la
obesidad, la resistencia a la insulina y la dislipidemia (Nakano et al., 1997).
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Para intentar explicar el nivel elevado de metionina en el grupo MCD, *postulamos la
hipétesis de que la homocisteina es metabolizada a través de 2 vias, la remetilacion y
la transulfuracién. La remetilacion permite la recuperacion de metionina, es catalizada
por la homocisteina metiltransferasa (también denominada metionina sintasa), se
relaciona con el ciclo del folato, y es dependiente de la vitamina B12, captura un grupo
metilo de la reserva de un-carbono dependiente de folato (5-metiltetrahidrofolato). La
transulfuracion es la via alternativa en el caso de que la metionina esté en exceso
relativo y no se requiera su recuperacion. Permite la sintesis de la cisteina a través de
dos enzimas dependientes de la vitamina B12, la cistationina 3 sintasa (que tiene como
grupo prostético al fosfato de piridoxal PLP), que cataliza la condensacion de la
homocisteina con la serina para formar cistationina y entonces convertirse en cisteina.
Cuando disminuyen los niveles de metionina en la célula, se genera un aumento de
homocisteina ya que esta solamente va a ser metabolizada por la via de la
remetilacion, es decir se cierra el paso para que la homocisteina siga la via de la
transulfuracion y, por esto tenemos niveles suficientes de homocisteina que se siguen
metabolizando en metionina.

En nuestro estudio, las ratas MCD presentaron niveles elevados de homocisteina en
plasma; del mismo modo que ratones hembras adultas alimentadas con la misma dieta
(Henkel et al., 2009). Este incremento probablemente esta mediado por la disminucion
de la metilacion de la homocisteina en metionina dependiente de betaina. Otra
hipbtesis es que, en ausencia de colina, la actividad de la fosfatidiletanolamina N-
metiltransferasa (PEMT) aumenta (Li y Vance, 2008). Ademas, los ratones con una
dieta que carecia de colina y metionina tenian niveles aumentados de SAM y una
relacion SAM/SAH disminuida en comparacion con los ratones Mthfr/p y Mtr/p. Este
hallazgo es similar a los resultados observados en ratones macho C57BL/6 de 12
semanas de edad sometidos a una dieta MCD (Gyamfi et al., 2008). Podria estar
relacionado con los mecanismos adaptativos del ciclo de la metionina, con un aumento
en la sintesis de metionina para compensar la disminucion de la fuente de metionina
en la dieta. Asimismo, los niveles de SAM son mas altos en ambos grupos de estudio

MCD que el control; resultado similar se present6 con la SAH. Ademas, la relacion S-

82



Adenosil metionina (SAM) / S-Adenosil L-homocisteina (SAH) disminuyd en los grupos
MCD, lo que sugiere una disminucion en la capacidad de metilacién.

En estudios sobre la regulacion de la expresion de la metionina adenosil transferasa
(MAT), codificada por los genes MAT1A, especificos del higado y MAT2A, en otros
sitios, Gyamfi et al., (2008) encontraron, en ratones con dieta MCD, y MCD+etanol que
hay un cambio en la expresion en el higado, de MAT1A a MAT2A, lo que se pueden
correlacionar con la disminucion de niveles de SAM. MAT2A tiene mayor afinidad por
la metionina, un sustrato clave para la sintesis de SAM, sin embargo, la actividad de
MAT2A se inhibe por SAM por lo que los niveles SAM no pueden aumentar cuando
ambas isoenzimas se expresan completamente.

Aissa et al., (2014) realizo un estudio en que se vario la cantidad de DL-metionina en
la dieta, 0% de DL-metionina (MDD) y 2% de DL-metionina (MSD) durante 10
semanas. El nivel de homocisteina en MSD fue 2.5 veces mayor, SAM 3 veces mayor
y SAH 2.5 veces mayor, mientras que la metionina disminuyé 3 veces comparado con
el control. En el grupo MDD, el nivel de homocisteina, SAM y SAH aumenté ligera pero
significativamente, pero la metionina disminuyé 3.5 veces. Concluyeron que el
aumento de SAH y homocisteina puede deberse a una disminucion en la expresion de
S-Adenosil-L-homocisteina hidrolasa (Ahcy), ya que esta cataliza la hidrdlisis
reversible de SAH a homocisteina y de cistationina-B-sintasa (Cbs), que es
responsable de controlar la entrada de homocisteina en la via de transulfuracion,
donde se elimina. En nuestro estudio, la homocisteina se correlacioné negativamente
con la relacién SAM/SAH. Esta juega un papel importante en la regulacién de las
funciones hepaticas, como la proliferacién, la regeneracion, la diferenciacién y la
sensibilidad al dafio; por otro lado, también regula la metilacién general in vivo, por lo
que la capacidad de metilacion también se reduce. Henkel et al., (2009), encontraron
que el agotamiento de SAM después de la administracion de la dieta MCD se asocia
con un aumento en la lesion hepatica.

SAM es el sustrato universal de mecanismos epigenéticos y epigendmicos. La falta de
metilacion es muy perjudicial. Un modelo nutricional que indujo una deficiencia
gestacional en donantes de metilo (folatos y B12) produjo, en el higado de las crias,
disminucién en la metilacion, lo que perjudicd la oxidacion de los acidos grasos
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mitocondriales a través de la disminucién de la interaccion de PGC1-a hipometilado
con los receptores de hormonas nucleares, PPAR-alfa, ERR-a y HNF-4A, y produjo
esteatosis hepatica (Pooya et al., 2012). La esteatosis se revirtio cuando los sujetos
de estudio recibieron una dieta normal durante las primeras etapas de la vida postnatal.
Sin embargo, cuando los animales fueron alimentados con una dieta rica en lipidos,
pero en ausencia de donantes de metilo, la esteatosis hepatica fue mas grave que en
los controles (Bison et al., 2016).

En nuestro estudio encontramos niveles bajos de leptina en el nivel MCD, asi como en
el grupo MCD+sitagliptina. En el 2002 (Leclercq et al., 2002), observaron que los
niveles plasmaticos de leptina fueron bajos en los ratones ob/ob, en comparacién con
los magros y los ob/ob+leptina; los ratones ob/ob+leptina al ser alimentados con dieta
MCD mostraron fibrosis hepatica significativa y lesiones necroinflamatorias hepaticas
como los ratones deficientes en leptina. Lo que es consistente con la hipétesis de que
la leptina es esencial para desencadenar la fibrosis hepatica y para la regulacion
transcripcional de colageno-| durante la lesion hepatica necroinflamatoria cronica.
Sahai et al., (2004), en su estudio en que utilizaron ratones hembra db/db (diabético),
ob/ob (obeso) y db/m (no diabético) alimentados con dieta MCD, encontraron que los
niveles séricos de leptina se elevaron significativamente en db/db, mientras que fue
indetectable en los ob/ob. La dieta MCD incrementé los niveles de leptina en ratones
db/m y db/db. Esto es consistente con los niveles de leptina reportados en la mayoria
de los pacientes con NASH; aunque en otros estudios no se han visto cambios en los
niveles séricos de leptina entre los pacientes con NASH y esteatosis simple.

Con el modelo de dieta MCD, se ha observado que los animales presentan caquexia,
disminuyendo hasta en un 50% su peso corporal, asi como los niveles de TG (Anstee
y Goldin, 2006). En nuestro estudio, al observar una disminucién en el peso y la grasa
corporal en los animales de estudio, notamos valores circulantes de leptina bajos.
Dado que la secrecién de la leptina ocurre principalmente en tejido adiposo, los niveles
plasmaticos son directamente proporcionales a la cantidad de grasa en el cuerpo
(Perakakis et al., 2021). Ademas, los niveles circulantes de leptina reflejan las reservas
de energia del cuerpo y los cambios sutiles en la ingesta caldrica (Polyzos et al., 2015).

(llcol et al., 2003) encontraron que la colina aumenta los niveles de insulina a través
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de la liberacion del neurotransmisor acetilcolina y no mediante la activacion de
receptores muscarinicos o nicotinicos, esto, en ratas macho de 350g, con inyeccion
intraperitoneal de cloruro de colina.

En el estudio histolégico se observd las ratas que recibieron una dieta MCD
acumularon lipidos en el higado, principalmente macrovesiculas, acompanados de
esteatosis, inflamacion, fibrosis y balonamiento, Tandra et al., (2011) mencionan que
ambas gotas de lipidos a menudo pueden estar presentes en la esteatosis
macrovesicular y pueden simular la unién, por lo que aparecen como gotas grandes.
Finalmente, las proteinas a-SMA, Col1A2 y MMP2 se consideran marcadores
indicativos de fibrosis, (Bison et al., 2016), mencionan que un aumento en la expresion
de estos marcadores es una caracteristica distintiva de presencia de esteatohepatitis.
La MMP-2 es un componente del espacio de Disse y se encarga de degradar el
colageno tipo IV, la fibronectina y la elastina. Algunos estudios han demostrado que es
un marcador de fibrosis en humanos y también se utiliza como marcador sérico de
enfermedad hepatica alcohdlica (Tsomidis et al., 2022). Las células HSC proliferan
durante el desarrollo de la fibrosis hepatica. Ademas, su activacién provoca un
aumento en la expresion de a-SMA en presencia de hepatitis cronica; algunos estudios
determinaron que a-SMA es un buen marcador de fibrosis producida por la hepatitis
tipo B (Akpolat et al., 2005). Por otro lado, Col1A1 y Col1A2 forman al colageno tipo 1.
La agregacion excesiva de Col1A2 se ha relacionado con la aparicién de neoplasias

malignas, fibrosis e inflamacion en algunas investigaciones clinicas (Pan et al., 2022).

El modelo utilizado en este trabajo, dieta MCD se centra principalmente en provocar
una alteracion del metabolismo de los lipidos para generar dafio hepatico (NAFLD). La
deficiencia de metionina y colina provoca que el higado no pueda exportar
eficientemente los triglicéridos, resultando en una acumulacién de grasa en los
hepatocitos. La falta de metionina reduce la produccién de glutation, lo que incrementa
el estrés oxidante en el higado, contribuyendo aun mas a la inflamacion y al dafo
celular. Mientras la sitagliptina tiene como objetivo aumentar los niveles de incretinas
como GLP-1 (glucagon-like peptide-1) y el GIP (polipéptido insulinotrépico
dependiente de glucosa) al inhibir a la DPP-4, lo que prolonga su accién en el cuerpo.
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Permitiendo un control mas efectivo de la glucemia en personas con diabetes tipo 2.
Por lo que podemos decir que la sitagliptina no mejoro los parametros que se midieron
para corroborar NAFLD provocada por la dieta MCD, ya que este farmaco no actua
sobre los mecanismos metabdlicos esenciales alterados por estas deficiencias, como
la sintesis de fosfolipidos y la exportacion de triglicéridos, procesos clave para la salud

del higado. La sitagliptina, se centra en la mejora del control glucémico.
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11 Conclusiones

En conclusion, nuestro estudio proporciona una mayor comprension de los efectos

metabdlicos e histolégicos de la dieta MCD y la suplementacion con sitagliptina en

ratas macho Wistar como modelo de esteatohepatitis no alcohdlica. Los resultados

sugieren que la resistencia a la insulina podria no ser un factor clave en este modelo

y que la fibrosis hepatica puede estar influenciada por la suplementacion con

sitagliptina. Particularmente, se encontré que:

*
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El modelo que utilizamos, de dieta deficiente en metionina y colina (MCD),
indujo NASH en ratas Wistar macho, modificando el perfil lipidico, disminuyo la

salud hepatica sin variar la glucosa en suero.

La suplementacion con sitagliptina con dosis de 50 mg/kg/dia durante 6
semanas no revirtio los efectos fisiopatoldgicos de la enfermedad (NASH), pero

amplificé significativamente la esteatosis en ratas sometidas a la dieta MCD.

La suplementacion con sitagliptina amplificéd significativamente los parametros
histolégicos y sanguineos de esteatosis e inflamacién, que estuvieron
acompanados por un aumento en la expresion de la proteina inflamatoria y de
fibrosis, Col1A2.

El modelo MCD es interesante para estudiar NASH, sobre todo desde un punto
de vista histologico, aunque, al no reproducir todas las caracteristicas
metabdlicas representativas de la enfermedad, no es el modelo adecuado para
probar los efectos beneficiosos de sitagliptina en la esteatohepatitis no

alcohdlica. Por lo que no fue posible caracterizar los mecanismos de accion.

Nuestro resultado desafia los informes de datos anteriores sobre los efectos
benéficos de la sitagliptina y es consistente con los resultados negativos de

algunos ensayos clinicos.



12 Perspectivas

Se necesita mas investigacion para comprender completamente los mecanismos
detras de estos efectos y desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas para la
esteatohepatitis no alcohdlica. Aunque nuestros hallazgos contribuyen a la base de
conocimiento en esta area y pueden ser relevantes para futuras investigaciones y
terapias dirigidas a la NAFLD y la NASH; una dosis de 50mg/kg/dia de sitagliptina, no
produjo efectos benéficos en la reduccién de esteatosis en la rata alimentada con la
dieta MCD. Es importante seguir profundizando en esta area para abordar el creciente
problema de salud publica que representa la enfermedad hepatica asociada con la
obesidad y el sindrome metabdlico, utilizando nuevos farmacos que pudieran revertir
el efecto de la esteatosis y esteatohepatitis.
Los puntos importantes para dar seguimiento a esta investigacion son:
+ Proponer un modelo dietético que logre reproducir, en animales, los parametros
metabdlicos caracteristicos de la enfermedad en humanos.
+ Probar con nuevos farmacos que muestren algun tipo de efecto para revertir la
NAFLD y NASH, como lo es el Resmetirom (farmaco de reciente aprobacion
por la FDA en el tratamiento contra higado graso).

+ Determinar los niveles circulantes y en tejido de DPP4.

-

Determinar la captacion de acidos grasos.

+ Explorar las vias involucradas en la inflamacion
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Non-alcoholic fat liver disease (NAFLD) is the most common chronic liver disease in the world. NAFLD is a
spectrum of diseases ranging from simple steatosis to hepatic carcinoma. The complexity of patho-
mechanisms makes treatment difficult. The oral antidiabetic agents, dipeptidyl peptidase four inhibitors
(DPP-4i) have been proposed as possible therapeutic agents. This study was performed using a well-
established NAFLD model in rats to elucidate whether sitagliptin could prevent steatohepatitis. Rats
were fed a methionine/choline-deficient (MCD) diet with or without sitagliptin treatment for six weeks.
Liver tissue was examined to estimate sitagliptin’s effect on the development of NASH. The MCD diet
decreased the SAM/SAH ratio, and increased plasma levels of homocysteine, free fatty acids, and long-
chain acylcarnitines in the MCD rats. MMP2 and Col1A2 expression also increased under the MCD
diet. Sitagliptin treatment did not reverse these effects and increased steatosis and long-chain acylcar-
nitines. In conclusion, sitagliptin was ineffective to prevent from NAFLD in the MCD rat model. This result
challenges previous data reporting beneficial effects and is consistent with the clinical trials’ negative
results.
© 2021 Elsevier BV. and Société Frangaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

steatosis. Insulin resistance and proinflammatory components
related to obesity play a prominent role in the pathogenesis of the

Non-alcoholic fat liver disease (NAFLD) is a spectrum of pro-
gressive liver manifestations ranging from simple steatosis, stea-
tosis with inflammation (steatohepatitis or NASH), cirrhosis, and
hepatic carcinoma as outcomes. NAFLD is closely related to dia-
betes, obesity and metabolic syndrome. It is more frequent in Latin
America and the Middle East than in Europe. NAFLD prevalence
varies from 20 to 30% among world regions, while for NASH, the
estimate is 3—16%. Prevalence has been correlated with obesity and
diabetes. The pathological mechanisms of NAFLD are complex. They
usually result from overnutrition, but malnutrition can also lead to

* Corresponding author.

E-mail addresses: lessamhe@gmail.com, lesamher@xanum.uam.mx (L. Sdmano-
Herndndez), reyna@xanumuam.mx (R Fierro), amarchal@chu-reims.fr
(A. Marchal), jean-louis.gueant@univ-lorraine.fr (J.-L. Guéant), hgm@xanum.uam.
mx (H. Gonzdlez-Mdrquez), rosa-maria.gueant-rodriguez@univ-lorraine.fr
(R.-M. Guéant-Rodriguez).

https://doi.org/10.1016/j.biochi.2020.12.004

disease. However, the mechanism by which simple steatosis pro-
gresses to NASH is not yet fully elucidated and may involve the
dysregulation of lipid metabolism and genetic predisposition [1].
To date, only limited treatment options exist for NASH. Man-
agement is based on lifestyle changes —diet and exercise— and
drugs that target bile acid metabolism and reduce components of
Metabolic Syndrome such as insulin sensors and antioxidants. In
severe cases, a liver transplant may be required. Sitagliptin is an
oral antidiabetic agent that inhibits dipeptidyl peptidase IV (DPP-
IV), a member of the insulin sensor family. It produces an increase
in plasma concentration of intact incretin hormones, glucagon-like
peptide 1 (GLP-1), and glucose-dependent insulinotropic poly-
peptide (GIP) while also reducing hyperglycemia and decreasing
glycosylated hemoglobin levels [2,3]. Early animal and clinical
studies suggested that sitagliptin is effective in treating NASH.
However, more recent clinical work has shown contradictory
findings on its efficacy [4]. In light of these recent contradictory
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