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RESUMEN

La enfermedad hepética no alcohdlica (EHNA) abarca un espectro de patologias
que va desde la esteatosis simple hasta la esteatohepatitis, la cual puede evolucionar a
fibrosis, cirrosis o cancer hepatocelular. Su desarrollo se asocia con el consumo excesivo
de alimentos ultraprocesados, que favorecen la acumulacion de productos incompletos
de la oxidacion B de acidos grasos, como el diacilglicerol hepatico (DAG), que interfiere
con la sefializacion del receptor de insulina. Estudios previos indican que el consumo del
aceite de aguacate (AA) previene la EHNA al disminuir la hiperglucemia, mejorar la
disfuncién mitocondrial, disminuir el estrés oxidativo e inflamacidn en higado de ratas.
Sin embargo, se desconoce si estos efectos se deben a los compuestos de la fraccion
insaponificable del aceite de aguacate (FIAA). El objetivo del trabajo fue evaluar si el
AA y la FTIAA mejoran la resistencia a la insulina (RI) en un modelo de EHNA al
disminuir los niveles de DAG, favoreciendo la oxidacion B de acidos grasos. Los
tratamientos se administraron durante 12 y 16 semanas via oral (4g/kg y 100 mg/kg,
respectivamente). Se analizaron la RI, el perfil lipidico, la histopatologia hepatica, los
niveles de DAG, la oxidacion 3 de acidos grasos, el funcionamiento mitocondrial, y estrés
oxidativo. Los resultados demostraron que el AA y la FIAA mejoraron la RI y redujeron
los lipidos séricos, la esteatosis e inflamacion hepatica. En el grupo EHNA/AA se mostro
una disminuciéon en los niveles de DAG mientras que en el grupo EHNA/FIAA
disminuyé la oxidaciéon P de dacidos grasos. Ademds, ambas suplementaciones
favorecieron la funcién mitocondrial sin inducir estrés oxidativo. Estos hallazgos,
respaldan el potencial terapéutico del AA y la FIAA para prevenir la EHNA y reducir la

hiperglucemia.

PALABRAS CLAVE: enfermedad hepatica no alcohdlica, resistencia a la insulina,
aceite de aguacate, fraccion insaponificable de aceite de aguacate, diabetes, oxidacion 3 de

acido grasos, diacilglicerol, funcién mitocondrial.
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ABSTRACT

Non-alcoholic liver disease (NAFLD) encompasses a spectrum of pathologies
ranging from simple steatosis to steatohepatitis, which can progress to fibrosis, cirrhosis or
hepatocellular cancer. Its development is associated with the excessive consumption of
ultraprocessed foods, which favor the accumulation of incomplete products of f-oxidation of
fatty acids, such as hepatic diacylglycerol (DAG), which interferes with insulin receptor
signaling. Previous studies have indicated that avocado oil (AO) consumption prevents
NAFLD by decreasing hyperglycemia, improving mitochondrial dysfunction, decreasing
oxidative stress and inflammation in rat livers. However, it is not known whether these effects
are due to compounds in the unsaponifiable fraction of avocado oil (UFAQO). The word aimed
of the work was to evaluate whether AO and UFAO improve insulin resistance (IR) in a
NAFLD model by decreasing DAG levels, favoring the B-oxidation of fatty acids. Treatments
were administered for 12 and 16 weeks orally (4g/kg and 100 mg/kg, respectively). IR, lipid
profile, liver histopathology, DAG levels, B-oxidation of fatty acids, mitochondrial
functioning, and oxidative stress were analyzed. The results showed that AA and UFAO
improved IR and reduced serum lipids, steatosis, and hepatic inflammation. In the
NAFLD/AO group, a decrease in DAG levels was shown while in the NAFLD/UFAO group
B-oxidation of fatty acids decreased. Furthermore, both supplementations favored
mitochondrial function without inducing oxidative stress. These findings, support the

therapeutic potential of AO and UFAO to prevent NAFLD and reduce hyperglycemia.

KEYWORDS: non-alcoholic liver disease, insulin resistance, avocado oil,
unsaponifiable fraction of avocado oil, diabetes, fatty acid B oxidation, diacylglycerol,

mitochondrial function.



L INTRODUCCION
1.1 El higado

El higado es un 6rgano de gran tamafo, ubicado en el lado derecho del cuerpo,
especificamente en el cuadrante superior derecho del abdomen. El peso normal de un higado
adulto oscila entre 1200 y 1500 g. Se encuentra cubierto y protegido en su mayor parte por
la parte inferior de la caja tordcica. El higado recibe sangre del intestino a través de la vena
porta, la cual transporta la mayoria de los nutrientes absorbidos después de una comida
(Francque etal., 2021). A nivel anatomico se constituye en unidades funcionales
denominadas “lobulillos” los cuales presentan una morfologia hexagonal (Esquema 1). En
cada vértice de dicho hexagono se localiza una triada portal constituida por la vena porta, la
arteria hepatica y el conducto biliar (Kalra et al.,, 2023). Los hepatocitos conforman el
componente epitelial del higado, organizados en placas y entre ellos se encuentra el
sinusoide, donde ademas se localizan otros componentes celulares. El sinusoide esta
recubierto por células endoteliales fenestradas y el espacio que se establece entre las células
endoteliales y los hepatocitos corresponde al espacio de Disse. Por su parte las células de
Kupffer se encuentran ubicadas en el lumen sinusoidal y las células estrelladas se encuentran

en la zona perisinusoidal (Coello et al., 2017).
Segun la funcién y la perfusion, los hepatocitos se dividen en 3 zonas:

» La zona I, se considera la region periportal de los hepatocitos, la cual se caracteriza
por ser la mas perfundida y la primera en regenerarse debido a su proximidad a la
sangre oxigenada y los nutrientes. Debido a la alta perfusion, el metabolismo
oxidativo es muy activo en esta zona, lo que incluye la [-oxidacion, la
gluconeogénesis, la formacion de bilis, la formacion de colesterol y el catabolismo
de aminodcidos.

» La zona II se define como la region pericentral de los hepatocitos, y esta zona se
encuentra entre las zonas I y III.

» La zona III tiene la perfusion mas baja debido a su distancia de la triada portal. En

este sitio se desempefia el papel mas importante en la desintoxicacion, la



biotransformacion de farmacos, la cetogénesis, la glucdlisis, la lipogénesis, la sintesis

de glucogeno y la formacion de glutamina (Kalra et al., 2023).

Lobulillo Hepatico

Arteria
Hepatica

Lumen sinusoidal

ML ) = Célula de Kupffer

Hepatocitos

Triada | Vena

- Porta
Portal °
Vena
Ducto Central
Biliar

Célula
Estrellada Célula
Endotelial Espacio de
fenestrada Disse

Esquema 1. Estructura del lobulillo hepéatico. Obtenido de (Coello et al., 2017)

1.2 Metabolismo de lipidos

Los lipidos se sintetizan intracelularmente o se derivan de la grasa dietética. E1 95%
de los lipidos de la dieta son triglicéridos (TG), mientras que el 5% restante de los lipidos
esta conformado por colesterol esterificado, colesterol libre, vitaminas liposolubles, acidos
grasos libres (AGL) y fosfolipidos (Nehme et al., 2023). Su metabolismo abarca procesos
complejos de digestion, absorcion, transporte y degradacion, que permite la obtencion de 9
kcal de energia por gramo. Los lipidos se usan para la sintesis de componentes estructurales

claves (Wang et al., 2013).

1.2.1 Digestion y absorcion de lipidos
La digestion y absorcion de las grasas ocurre en tres fases. Primero, la hidrélisis
intraluminal inicia en la cavidad bucal con la lipasa lingual y contintia en el estbmago con la
lipasa géstrica, que descompone los TG en diglicéridos y AGL. Luego, en el intestino

delgado, la lipasa pancredtica y la colipasa descomponen aiin mas las grasas en AGL y
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monoglicéridos, que forman micelas con sales biliares para su transporte a través de la
membrana intestinal. Finalmente, los lipidos son absorbidos en los enterocitos y se
ensamblan en quilomicrones, que ingresan al sistema linfatico y luego al torrente sanguineo
para su distribucion al higado y a las células periféricas, especialmente al tejido adiposo

(Omer & Chiodi, 2024).

1.2.2 Transporte de lipidos por lipoproteinas

En el metabolismo de las lipoproteinas, intervienen tres vias principales
interconectadas: (1) el transporte de grasa exdgena; (2) el transporte de grasa hepatica
endogena; y (3) el transporte reverso de colesterol. El enterocito y el higado producen
lipoproteinas que incluyen quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y
lipoproteina de alta densidad (HDL). La grasa dietética se absorbe en las células intestinales
a través de los quilomicrones, en un proceso que requiere apolipoproteina B. Los TG
presentes en el nucleo de los quilomicrones se hidrolizan en AGL y glicerol por la
lipoproteina lipasa y su cofactor apolipoproteina C-II, produciendo un remanente de
quilomicron que es absorbido por la proteina receptora similar a lipoproteina de baja densidad
(LRP) ubicada en la superficie del higado. Una eliminacion tardia de los restos de

quilomicrones puede promover la aterogénesis.

Las VLDL se secretan desde el higado y los TG presentes en el nicleo de la VLDL
se hidrolizan en AGL y glicerol por la LPL y su cofactor apolipoproteina C-II para producir
remanentes de VLDL mas pequefos y en ultima instancia, IDL. Las particulas de IDL se
eliminan mediante la interaccion de la apolipoproteina E con el receptor de lipoproteina de
baja densidad ubicado en la superficie del higado, o los TG presentes en las IDL pueden ser
hidrolizados atin mas por la lipasa hepatica y producir LDL. Las LDL normalmente se
eliminan mediante la interaccion de la apolipoproteina B con el receptor de lipoproteina de
baja densidad. Si la LDL se oxida, puede ingresar al macrofago a través de los receptores
scavenger CD36 y SR-A en la superficie del macrofago. Las particulas de HDL nacientes se
producen en el higado y el intestino. Se secretan como particulas que contienen
principalmente fosfolipidos y apolipoproteina A-I. Las HDL nacientes interactian con

células periféricas como los macrdofagos y eliminan el colesterol no esterificado a través de



la proteina transportadora ABC1. El colesterol presente en las HDL nacientes se esterifican
con un AG derivado de la lecitina (fosfatidilcolina) por la lecitina colesterol acil transferasa
(LCAT) y su cofactor apolipoproteina A-I, produciendo una particula HDL esférica y madura.
El éster de colesterol presente en el nucleo de la HDL es luego devuelto al higado, ya sea por
la interaccion de la HDL con el receptor scavenger SR-B1 o por la transferencia a las
lipoproteinas que contienen apolipoproteina B, mediante la proteina de transferencia de éster

de colesterol (CETP) (Albitar et al., 2024; Kwiterovich, 2000).

Quilomicrén

Remanente de
quilomicrén %L

(cn]
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Esquema 2. Metabolismo de lipoproteinas. La grasa exogena se transporta desde el intestino hacia el higado, a través
de las diversas lipoproteinas (VLDL, IDL, LDL y HDL). Las VLDL secretadas por el higado contienen TG que se
hidrolizan por LPL, produciendo IDL y LDL. La eliminacion de estas lipoproteinas involucra interacciones con
receptor scavenger SR-BI en el higado, mientras que las LDL oxidadas pueden ser captadas por macrofagos y ser
eliminadas por los receptores scavenger CD36 y SR-A. Las HDL nacientes contienen principalmente fosfolipidos y
A-I que participan en la eliminacion del colesterol periférico y su retorno al higado. El éster de colesterol presente en
el nicleo de las HDL regresa al higado, ya sea por la interaccion de las HDL con el receptor SR-B1 o por transferencia
a las lipoproteinas que contienen B mediante la proteina CETP. Abreviaturas: lipoproteina de alta densidad
(HDL);lipoproteina de muy baja densidad (VLDL); lipoproteina de densidad intermedia (/DL); lipoproteina de baja
densidad (LDL); receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLr); lipoproteina lipasa (LPL); lipasa hepatica (LH);
apolipoproteina B (B); apolipoproteina C-II (C-II); apolipoproteina E (E); apolipoproteina A-1 (4-I); proteina
receptora similar a la lipoproteina de baja densidad (LRP); receptore scavenger CD36 (CD36); receptore scavenger
clase A (SR-A); receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI); proteina transportadora ABC1 (ABC1I); proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP); la lecitina colesterol acil transferasa (LCAT). Obtenida y modificada
de (Kwiterovich, 2000).



1.2.3 Degradacion de lipidos hepaticos

La degradacion de los lipidos en el higado inicia con la captaciéon de AGL, su
activacion en el citoplasma y el transporte a las mitocondrias y peroxisomas. El que se
degrade en uno u otro depende principalmente de la longitud y estructura de su cadena
carbonada, asi como de la necesidad energética (Win etal., 2024). Mientras que las
mitocondrias son el principal sitio de oxidacion de los 4acidos grasos de cadena media y larga,
los peroxisomas catalizan la B-oxidaciéon de un conjunto especifico de acidos grasos,
incluyendo los acidos grasos de cadena muy larga, el acido pristanico y los intermedios de
los 4cidos biliares, el acido di- y trihidroxicolestanoico (Wanders et al., 2020). La oxidacion
B de acidos grasos en la mitocondria esta acoplada al ciclo del ciclo del acido citrico y la
fosforilacion oxidativa para la generaciéon de ATP (Ojuka et al., 2016). En contraste, los
peroxisomas carecen tanto del ciclo del acido citrico como de cadena respiratoria (Wanders

et al., 2020).

1.2.3.1 Oxidacion P de acidos grasos

La oxidacion B de 4acidos grasos tiene lugar cuando AGL absorbidos por los
hepatocitos se activan mediante su conversion en ésteres de acil-CoA mediante la accion de
la acil-CoA sintetasa. El transporte de los acil-CoA hacia la matriz mitocondrial implica tres
pasos: (1) La conversion de los acil-CoA citoplasmicos en acil-carnitina mediante la
carnitina-palmitoiltransferasa I (CPT-I), ubicada en la membrana interna mitocondrial
(MIM). La CPT-I es sensible a la inhibicién por malonil-CoA, un intermediario de la via de
sintesis de TG que se acumula después de una ingesta alta de carbohidratos. El nivel de
malonil-CoA determina el balance entre la sintesis citoplasmica de AG y la B-oxidacion. (2)
El transporte de la acil-carnitina a la matriz mitocondrial mediante el intercambiador de
carnitina/acil-carnitina. (3) Los acil-carnitina son convertidos a carnitina y acidos grasos por
la carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-II) en la matriz mitocondrial. Posteriormente, los

acidos grasos son convertidos de nueva cuenta en acil-CoA.

La oxidacion de los acil-CoA que se encuentran en la matriz mitocondrial se produce
en cuatro etapas: deshidrogenacion, hidratacion, oxidacion y tidlisis. El proceso se inicia
mediante la deshidrogenacion de la acil-CoA a trans-2-enoil-CoA mediante una acil-CoA

deshidrogenasa. A este paso le sigue un hidratacion catalizada por una enoil-CoA hidratasa,



generando (S)-3-hidroxiacil-CoA, que posteriormente se deshidrogena a 3-cetoacil-CoA en
una reaccion realizada por (S)-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. Finalmente, una tiolasa
escinde la 3-cetoacil-CoA en una cadena de dos carbonos, acil-CoA y acetil-CoA. La
oxidacion de los acidos grasos en las mitocondrias genera acetil-CoA para el ciclo del acido

citrico, y FADH> y NADH para la cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP.

La cetogénesis es la formacion de cuerpos cetdénicos como el B-hidroxibutirato, el
acetoacetato y la acetona, y se produce principalmente en las mitocondrias del higado cuando
hay un exceso de acetil-CoA mitocondrial y de NADH debido a la B-oxidacion en ayunas e

inanicion, durante la cual el glucagdn aumenta la lipdlisis periférica (Houten et al., 2016).

1.3 La mitocondria

Las mitocondrias son los organulos celulares presentes en el citoplasma que generan
la mayor parte de energia en forma de ATP mediante la oxidacion de sustratos provenientes
de la dieta o de los sitios de almacenamiento en el organismo. La mitocondria contiene dos
membranas: la membrana externa mitocondrial (MEM), la cual es lisa y permeable a
pequefias moléculas y iones gracias a la presencia de unas proteinas denominadas porinas.
La membrana interna mitocondrial (MIM) esta plegada en estructuras denominadas crestas,
sitio en el que se encuentran las proteinas de los complejos de la cadena de transporte de
electrones (CTE) y la ATP sintasa, de la cual existe evidencia que induce las curvaturas de la
MIM que forman las crestas. La MIM es altamente selectiva al permitir el transporte de iones
y metabolitos a través de transportadores selectivos (Fernandez-Vizarra & Zeviani, 2021).
Entre las membranas mitocondriales se encuentra el espacio intermembrana, en el cual se
acumulan los H" translocados por los complejos de la CTE. Las membranas mitocondriales
estan compuestas principalmente por fosfolipidos, los cuales representan aproximadamente
el 75% de los lipidos totales. Estos incluyen fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol
(PG), cardiolipina (CL), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS) y fosfatidilinositol (PI)
(Xiao et al., 2017). En particular, la CL es exclusiva de las mitocondrias, representando entre
el 10-15% del contenido total de fosfolipidos. Se localiza en la MIM donde desempeiia un
papel crucial en la preservacion de la integridad y la morfologia de las proteinas embebidas
en la MIM y de las crestas mitocondriales mediante interacciones proteina-proteina y

proteina-membrana (Falabella et al., 2021). El espacio delimitado por la MIM se denomina



matriz mitocondrial, el cual es un espacio viscoso que contiene enzimas, ribosomas, ADN
mitocondrial y moléculas de tRNA, los cuales facilitan la produccion de energia y otros

procesos metabolicos.

El higado contiene entre 500 y 4000 mitocondrias por cada hepatocito, lo que

representa el 18% del volumen celular (Francque et al., 2021).

1.3.1 Cadena de transporte de electrones

La cadena de transporte de electrones (CTE) mitocondrial se localiza en la MIM e
incluye una serie de complejos enzimaticos que van del I al IV (Esquema 3), asi como dos
transportadores moviles de electrones: la ubiquinona (Q) y el citocromo c. Los complejos
enzimaticos pueden contener centros de oOxido-reduccion como flavin mononucledtido
(FMN), flavina adenina dinucleétido (FAD), centros hierro-azufre (Fe-S), grupos hemo en
los citocromos y proteinas con cobre (Cu), los cuales se encargan de transferir los electrones
procedentes de las coenzimas reducidas (NADH y FADH) hasta el oxigeno (O), ultimo

aceptor de electrones.

Espacio

intermembrana (lado p)

Succinato

NADH + H*
Matriz (lado N)

Esquema 3. Cadena de transporte de electrones. Obtenido de Nelson & Cox (2009).



El complejo I (NADH: ubiquinona oxidorreductasa) es una proteina grande
compuesta por 45 cadenas polipeptidicas diferentes, entre las que se encuentran un FMN y
ocho centros Fe-S (2 binucleares y 6 tetranucleares). La microscopia electronica de alta
resolucion muestra que el complejo I tiene forma de L (Esquema 4), con un brazo de L en la
membrana y el otro prolongandose hacia la matriz. El complejo I cataliza la transferencia de
un ion hidruro de NADH al FMN, a partir del cual pasan 2¢" a través de una serie de centros
Fe-S a la proteina ferrosulfurada (N-2) situada en el brazo del complejo orientado hacia la
matriz. La transferencia de electrones desde la proteina N-2 a la Q, que se encuentra en el
brazo situado en la membrana, genera ubiquinol (QH2), el cual se difunde por la bicapa
lipidica. Esta transferencia de electrones promueve la expulsion desde la matriz de 4H" por

cada par de electrones.

Esquema 4. Estructura del complejo I (NADH: ubiquinona oxidorreductasa). Obtenido
de Nelson & Cox (2009).



El Complejo II (succinato deshidrogenasa) es una proteina integral que no atraviesa
la MIM y tampoco transloca H" al espacio intermembrana, ademas de ser la unica enzima
del ciclo del acido tricarboxilico ligada a la membrana, acoplada a la respiracion aerdbica.
Aunque es mas pequefio y sencillo que el complejo I, contiene cuatro subunidades proteicas
diferentes (A, B, C y D), visualizadas en el Esquema 5. La subunidad C y D son proteinas
integrales de membrana unidas por un grupo hemo (hemo b) y es el sitio de unioén con la Q.
Las subunidades A y B se extienden hacia la matriz. En la subunidad A se encuentra una
flavina adenina dinucledtido (FAD) y el sitio de uniéon con el sustrato succinato. En la
subunidad B se encuentran tres centros Fe-S. Los electrones se desplazan (flechas azules)
desde el succinato al FAD, pasando por los tres centros Fe-S a la Q, la cual se reduce a QHo.
El hemo b no participa en la ruta principal de transferencia de los electrones pero protege de
la formacion de ERO. La succinato deshidrogenasa estd regulada alostéricamente por la
unidn del oxalacetato y es activada por ATP en un proceso que no implica fosforilacion (Sun

et al., 2005).

Espacio intermembrana
(lado p)

Fosfatidiletanolamina

Matriz

Esquema 5. Estructura del complejo II (succinato deshidrogenasa).
Obtenido de Nelson & Cox (2009).



El complejo III (ubiquinona: citocromo ¢ oxidorreductasa) acopla la transferencia de
electrones desde el QH: al citocromo c. La unidad funcional del complejo III es un dimero
de monomeros idénticos, cada uno constituido por 11 subunidades diferentes. Como se
observa en el Esquema 5, el nucleo funcional de un mondmero consta de tres subunidades:
el citocromo b (en verde) con sus dos hemos (b. y by), la proteina ferro-sulfurada de Rieske

(en purpura) con sus dos centros 2Fe-2S, y el citocromo ¢; (en violeta) con su hemo c;

Espacio Cite Proteinas ferro-
intermembrana sulfuradas de Rieske
(lado p)

Esquema 6. Estructura del complejo III (ubiquinona: citocromo ¢ oxidorreductasa).
Obtenido de Nelson & Cox (2009).

Las cadenas polipeptidicas contenidas en las subunidades cataliticas del complejo, se
conectan con dos sitios de union a la Q, uno ubicado hacia el espacio intermembrana (sitio
Qo) y otro localizado hacia la matriz (sitio Q;). En cuanto al citocromo ¢, un aceptor moévil
de electrones, se une a la porcion del complejo 11 que esta orientada hacia el lado externo de
la membrana. En el esquema 7, se observa la ruta de los electrones (flechas azules) a través
del complejo III, llevada a cabo en dos etapas. En la primer etapa una molécula de QH> se
une al sitio Qo del complejo 11 y transfieren 2¢” y 2H". Los 2H" se liberan al espacio

intermembrana, lo que contribuye a la formacién del gradiente de protones, mientras que los
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2¢ se transfieren de forma bifurcada por el centro 2Fe-2S de la proteina de Rieske. El primer
electréon reduce el citocromo c¢;, pasando por el centro 2Fe-2S para finalmente reducir el
citocromo ¢ con le” por cada vuelta. El segundo electron se dirige hacia el citocromo b,
pasando por los hemos b y by respectivamente, seguido de la reduccion de una molécula de
Q, ubicada en el sitio Qi del complejo III, lo que da lugar a la formacion del radical
semiubiquinona (QHe). En la segunda etapa, otra molécula de QH> se une al sitio Q, del
complejo Il y completa la vuelta del ciclo Q, es decir, por un lado se reduce nuevamente el
citocromo c;, seguido del citocromo ¢, y por el otro se reduce completamente el QHe a QHz,

esto en conjunto con la captura de 2H" del lado de la matriz mitocondrial.

Espacio
intermembrana Z g
(lado p) Cite Citc

Matriz
(lado N)

Citocromo b 2H*

Esquema 7. Ruta de los electrones del QH: al citocromo c a través del complejo 111
(ciclo Q). Obtenido de Nelson & Cox (2009).

El Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) es una proteina formada por 13 subunidades
de las cuales 3 son cataliticas (Esquema 8). La subunidad I contiene dos grupos hemo (a y
a3) y un ion cobre (Cug), en donde el grupo hemo a3y el Cug forman un centro binuclear (a3-
Cug) que acepta los electrones del hemo a y los transfiere al O el cual se encuentra unido al
hemo a;. La subunidad II contiene dos iones de cobre que forman un complejo con los grupos

tioles (-SH) de dos residuos de cisteina (Cys) en un centro binuclear denominado (Cua). La
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subunidad III es esencial para el movimiento rapido de protones a través de la subunidad II.
La transferencia electronica a través del complejo IV va del citocromo c¢ al centro Cua, al
hemo a, al centro a3-Cug y finalmente al Oy, el cual se reduce en H>O. Por cada 4e” que pasan
a través del complejo, la enzima transloca 4H" desde la matriz al espacio intermembrana

(Nolfi-Donegan et al., 2020).

Espacio
intermembrana
(lado p)

118

y
4H* 2H,0
(bombeados)

Esquema 8. Estructura del complejo IV (citocromo ¢ oxidasa).
Obtenido de (Nelson & Cox, 2009).
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1.3.2 Fosforilacion oxidativa

La fosforilacion oxidativa se refiere al mecanismo de sintesis de ATP propuesto por
Peter Mitchell mediante su hipotesis quimiosmdtica, en la cual se propone que la sintesis de
ATP es el resultado entre el acoplamiento del transporte de electrones en la CTE, la
generacion de una fuerza proton-motriz por la translocacion de H™ por los complejos de la
CTE desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, y el uso de la fuerza
proton-motriz por la FiFo-ATP sintasa localizada en la MIM para la sintesis de ATP. Este
proceso se ilustra en el Esquema 9, donde se representan los complejos enzimaticos, el

gradiente electroquimico de protones y la F1Fo-ATP sintasa.

intermembrana (lado )

=+ o+ o+ o+

Matriz
(lado N)

Succinato  Fumarato

; Potencial I Sintesis de Potencial
TS | quimico | |ATPimpulsada eléctrico X
ApH o  porla AY
Cadena Respiratoria | (alcalino eni ‘ fuerza | | (negativoen|
i el interior) | protén-motriz | el interior) ‘

Esquema 9. Fosforilacion oxidativa. Obtenido de Nelson & Cox (2009).

La estructura de la FiFo-ATP sintasa (Esquema 10) consta de dos dominios bien
definidos, uno que estd embebido en la membrana interna de la mitocondria y que se conoce
como Foy otro que estd en contacto con la matriz mitocondrial, conocido como Fi. El
dominio F; consta de cinco proteinas denominadas a, f3, v, 9, €, con tres subunidades a y tres
subunidades B que interactian alternadamente entre si formando un hetero hexdmero. El
dominio Fo contiene tres subunidades proteicas a, b, y ¢ con una estequiometria abci2. Los
dominios estan unidos por un tallo central (subunidades y y €) y por un tallo periférico

(subunidades by). Los protones generados por el flujo de electrones a través de la CTE,
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atraviesan la membrana por un conducto formado en el dominio Fo (entre las subunidades a
y ¢) y provocan el giro de un anillo de proteolipidos formado por la subunidad c. Esta rotacion
hace girar al tallo central en movimientos de 120°, provocando cambios conformacionales
consecutivos en las subunidades cataliticas (subunidades o y B) e induciendo la unién de
sustratos (ADP + Pi), la sintesis de ATP y su liberacion. El dominio F; también hidroliza el

ATP haciendo girar el eje en la direccién opuesta (Nolfi-Donegan et al., 2020).

Matriz
F4 mitocondrial

- B EBes ¢ 3 s 4 55 B ETIE L B ¢
j~ 3 888 4
o800 %

ALOCOCH a?o
i AN ' Membrana
mitocondrial
r interna
gk 8
C12 ” ’{f LY Espacio
2 N intermembrana
\ ~
H* H* H*

Esquema 10. Estructura de la F1Fo-ATP sintasa.
Obtenido de https://www.revista.unam.mx/vol.16/num1/art03/

El uso de la fuerza proton-motriz por parte de la FIFO-ATP sintasa reduce
temporalmente el potencial de membrana mitocondrial (4y), lo que acelera la transferencia
de electrones en la CTE y favorece la reduccion del O, ayudando asi a restablecer el Ay.
Esta disminucion del 4y, conocida como despolarizacion de la MIM, puede ocurrir también
por un desacoplamiento entre la respiracion mitocondrial y la sintesis de ATP. Esto sucede,
por ejemplo, cuando los H' reingresan a la matriz mitocondrial sin pasar por la ATP sintasa,
a través de proteinas como la translocasa de nucleotidos de adenina (ANT) o las proteinas

desacoplantes (UCP), lo que disipa el 4y e impide la produccién de ATP. Este proceso se
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conoce como respiracion desacoplada y cumple funciones fisioldgicas importantes, como la
regulacion de ERO o la termorregulacion. Sin embargo, también puede producirse un
desacoplamiento patoldgico de la fosforilacion oxidativa, causado por dafio en la MIM o por
inhibicién de los complejos de la CTE. Esto puede provocar una caida del Ay y dano
mitocondrial, debido a la alteracion de procesos dependientes de este potencial, como la
dindmica mitocondrial, la mitofagia o la apoptosis. Experimentalmente, el acoplamiento de
la fosforilacién oxidativa se refleja como un alto cociente respiratorio (CR), pardmetro que
relaciona la respiracion estimulada por ADP (respiracion acoplada) y la respiracion en reposo

(respiracion basal) (Rossow et al., 2018).

1.4 Enfermedad hepatica no alcohélica.

La enfermedad hepatica no alcohdlica (EHNA) se define como un trastorno
metabolico caracterizado por la acumulacion de grasa en mas del 5 % en los hepatocitos de
individuos sin consumo significativo de alcohol, de medicamentos hepatotoxicos ni otra

causas conocidas de esteatosis secundaria (Bernal-Reyes et al., 2019).

1.4.1 Clasificacion
» Se clasifica principalmente en dos entidades clinicas:

1. Esteatosis hepatica simple. Se caracteriza por la acumulacién de grasa en las
células del higado, sin evidencia de lesion hepatocelular, abombamiento de los
hepatocitos ni fibrosis.

2. Esteatohepatitis no alcoholica (ETHNA). Se caracteriza por presentar esteatosis,
acompanada de inflamacion, con lesion hepatocelular y posible fibrosis. Esta
forma se considera las mas agresiva y puede progresar a fibrosis avanzada,
cirrosis, insuficiencia hepatica e incluso cancer hepatocelular (CHC) (Chalasani

etal., 2012; Han et al., 2023).

» Clasificacion segun la escala de actividad histologica

Para la evaluacion de la gravedad de la EHNA se emplea un sistema de puntuacion
histologica propuesto por (Kleiner et al., 2005), ampliamente reconocido como puntuacion
de actividad de enfermedad hepatica no alcohélica (NAS, por sus siglas en ingles), que evalta

el grado de esteatosis (macrovesicular y microvesicular), inflamacion lobulillar y
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abombamiento hepatocelular, junto con un sistema separado para la estadificacion de la
fibrosis, lo que permite distinguir entre esteatosis simple y la ETHNA. El sistema de
puntuacion evala cuatro caracteristicas histologicas de forma semicuantitativa: esteatosis
(0-3), inflamacién lobular (0-2), abombamiento hepatocelular (0-2) y fibrosis (0-4). Las
caracteristicas histopatoldgicas incluyen: (1) grasa: acumulacion de TG en las células
hepaticas; (2) lesion hepatocelular en la localizacion centrolobulillar que es mas severa en la
zona acinar; (3) dafio citoesquelético que se muestra como abombamiento hepatocelular con
o sin cuerpos de Mallory-Denk; (4) inflamacién parenquimatosa donde predominan los
linfocitos y macréfagos, aunque los neutréfilos pueden estar presentes en casos severos; y
(5) fibrosis perisinusoidal observada como deposito de coldgeno en el espacio de Disse

(Younossi et al., 2018).

}

Higado sano Esteatosis Esteatohepatitis Cirrosis Carcinoma
hepatocelular

L —
Reversible
e o
e
Pz £
G |
. . Ultimas etapas
Grasa en <5% de Esteatosis (Grasa en >5% * Esteatosis de fibrosis
los hepatocitos de los hepatocitos). * Inflamacion lobular
* Macroesteatosis * Hepatocitos balonados
* Microesteatosis * Fibrosis

Esquema 11. Espectro clinico patoldgico de la EHNA.
Tomado y modificado de Pan & Zhang (2022).

» Clasificacion segun la nueva nomenclatura

En el afio 2023, expertos en el campo propusieron una modificacion en la
terminologia médica para referirse a la enfermedad hepatica no alcoholica (NAFLD, por sus
siglas en inglés) como enfermedad hepatica esteatotica asociada a disfuncidn metabolica
(MASLD, por sus siglas en inglés). Esta propuesta se basa en los siguientes criterios

cardiometabdlicos que incluyen: sobrepeso y obesidad; DM2 y prediabetes; hipertension; y
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dislipidemia, eausencia de consumo nocivo de alcohol (Rinella et al., 2023). En el espectro
de MASLD se incluye la esteatosis, la esteatohepatitis asociada a disfuncion metabdlica
(MASH), la fibrosis, la cirrosis y el CHC relacionado con MASH (European Association for
the Study of the Liver (EASL) et al., 2024).

1.4.2 Epidemiologia

La EHNA se ha convertido en un problema de salud publica a nivel global debido a
su elevada prevalencia y su estrecha relacion con la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y el sindrome metabolico (Llovet et al., 2023). Se presenta en todos los grupos
étnicos, aunque parece tener una prevalencia menor en los afroamericanos en comparacion
con los hispanoamericanos y los euroamericanos (Dowman et al., 2010). Se estima que afecta
al 30% de los adultos y se ha observado un crecimiento preocupante del 7.4% en la poblacion
pediatrica (Paik et al., 2023). En términos de género, la incidencia es de 42% para hombres
y 24% para mujeres (Browning et al., 2004). Se proyecta que para el afio 2030, la cifra de
prevalencia experimentara un notable incremento en varias regiones del mundo (Teng et al.,
2023). En México la prevalencia puede llegar a ser de hasta 50% (Bernal-Reyes et al., 2019);
sin embargo, los ultimos datos lo ubican en cuarto lugar con una prevalencia de 26.1%, detras
de Belice y Barbados con una prevalencia de 28% y 28.2%, respectivamente (Lopez-
Velazquez et al., 2014). En lo que respecta a los factores asociados, se ha demostrado que
los pacientes con EHNA tienen el doble de probabilidades de desarrollar DM2, y viceversa
(Cao et al., 2024). Estadisticamente, el 55.5% de los pacientes con EHNA presenta DM2, de
los cuales el 37% de esos pacientes padece ETHNA (Younossi et al., 2019). Se ha observado
una mayor prevalencia de esta condicidon en individuos de origen hispano en comparacioén
con los europeos, y una menor incidencia en afroamericanos. Esta diferencia en la incidencia
no se atribuye a factores como la obesidad o la diabetes, sino a una susceptibilidad genética
(Bessone et al., 2018). Ademas, la EHNA se ha convertido en una de las principales causas
de cirrosis, superando incluso a las relacionadas con las hepatitis B y C, lo que la convierte
en la principal indicacion para el trasplante de higado (B. Li et al., 2018). En el afio 2020, el
cancer de higado represent? la sexta entidad de cancer mas comun en todo el mundo con un
total de 905 677 nuevos casos registrado, causado por una variedad de factores de riesgo,

entre ellos la EHNA (Foerster et al., 2022).
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1.4.3 Fisiopatologia
El origen de la EHNA es multifactorial, donde factores genéticos, nutricionales y
metabolicos estdn implicados (Bashir et al., 2022). En la practica clinica, la mayoria de los
pacientes con EHNA tienen obesidad, DM2 o sindrome metabolico como factores etioldgicos

(Dharmalingam & Yamasandhi, 2018).

1.4.3.1 Determinantes genéticos
Los polimorfismos de un solo nucleoétido en varios genes, incluidos los que codifican
el dominio 3 de la fosfolipasa similar a patatina (PNPLA3), la superfamilia 2 de la
transmembrana 6 (TM6SF2) y la proteina reguladora de la glucocinasa (GCKR), desempenan
un papel importante en la patogénesis de la EHNA (Xu et al., 2019). El polimorfismo de un
solo nucledtido en el gen PNPLA3 constituye la variante genética de mayor relevancia

(Friedman et al., 2018).

1.4.3.2 Determinantes nutricionales

El factor de riesgo principal para el desarrollo de EHNA es la ingesta excesiva de
calorias, que se deriva principalmente del consumo excesivo de alimentos ricos en grasas
saturadas y el aumento de la ingesta de fructosa (Softic etal., 2016). La creciente
accesibilidad a los alimentos ultraprocesados (UPC), un término que se refiere a la
modificacion industrial de los alimentos, de tal manera que el producto final es diferente del
original, con poco o nada de alimento integral (Monteiro et al., 2018), ha facilitado lo
anterior. A estos alimentos se les afiaden altas cantidades de grasas saturadas o carbohidratos
para lograr una alta palatabilidad y hacerlos densos en energia, cuyo consumo cronico se cree
que es el principal impulsor de la actual pandemia de obesidad, un factor clave para el
desarrollo de la EHNA (Lustig & Fennoy, 2022). Las grasas trans saturadas que se encuentran
presentes en los alimentos UPC pasan por un proceso de hidrogenacion que aumenta su vida
util (Islam et al., 2019) y su alto consumo se considera un factor de riesgo para el desarrollo
de enfermedades coronarias, resistencia a la insulina (RI) y obesidad acompafiada de
inflamacion sistémica (Dhibi et al., 2011; Nagpal et al., 2021). En el caso de la fructosa, se
considera que un consumo >100 g/dia puede tener graves repercusiones para la salud
(Lubawy & Formanowicz, 2023). A nivel industrial, la fructosa es suplementada en las

bebidas como jarabe de maiz, la cual estd compuesta por una mezcla de 55% de fructosa y

18



45% de glucosa en forma de monosacaridos (Mock etal., 2017). La fructosa es un
carbohidrato que no sufre hidrélisis enzimatica en el intestino, su absorcion es por las células
con borde en cepillo y las membranas basolaterales del intestino delgado mediante el
transportador de carbohidratos GLUT-5, aunque el transportador GLUT-8 también puede
estar involucrado en este proceso (Douard & Ferraris, 2008; Ferraris et al., 2018). Diversos
estudios han demostrado que el consumo excesivo de fructosa es el estimulador mas potente
de la lipogénesis de novo (LDN), incluso més que la misma dieta alta en grasa (Softic et al.,
2016), debido a que el metabolismo glucolitico de la fructosa no esta sujeto a regulacion por
retroalimentacion negativa a nivel de la hexocinasa (Cheng et al., 2022). Ademas, se debe
considerar que su consumo aumenta la produccion hepatica de acido trico, lo que contribuye
directamente a la RI (Pan & Kong, 2018). El metabolismo intermediario de carbohidratos y
lipidos converge en la formacion de acetil-CoA para la generacion de ATP y la acumulacion
de moléculas de carbono para hacer frente a las necesidades biosintéticas de las células
(Herman & Birnbaum, 2021; Wali et al., 2020). El exceso de sustrato incrementa la
produccion de malonil-CoA, lo que inhibe la oxidacion de los AG y promueve la sintesis de

TG en el higado, lo que contribuye al desarrollo de esteatosis (Coronati et al., 2022).

1.4.3.3 Progresion de la EHNA: teoria de los “hits”

1¢" hit: Esteatosis. La EHNA se caracteriza por la acumulacion de TG, que se forman
a partir de la esterificacion de AGL con glicerol dentro del hepatocito. Los TG se originan en
el higado a partir de tres fuentes distintas: (1) lipdlisis (la hidrdlisis de TG) dentro del tejido
adiposo; (2) fuentes dietéticas; y (3) LDN. Los AGL provenientes de las diversas fuentes
pueden utilizarse a través de la oxidacion B de acidos grasos, la reesterificacion a TG para el
almacenamiento como gotas de lipidos, o empaquetarse y exportarse a la circulacion como
VLDL (Dowman et al., 2010). Es importante destacar que un higado humano sano contiene
cantidades minimas de grasa. La presencia de gotas de grasa en mas del 5% de las células

hepaticas se considera como patoldgica (Francque et al., 2021).

La EHNA también se distingue por asociarse con Rl y afecta del 70% al 80% de los
pacientes con obesidad y diabetes (Kitade et al., 2017). Sin embargo, diversos estudios han
evidenciado que la esteatosis hepdtica, independientemente de la adiposidad, estd asociada

con una alteracion en la sensibilidad a la insulina, tanto en individuos delgados como en
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individuos no diabéticos con obesidad (Watt et al., 2019). La RI se define fisiologicamente
como una incapacidad del tejido hepatico o extrahepatico para responder a los niveles
normales de insulina y, por lo tanto, se requieren niveles de insulina mas altos de lo normal
para mantener las funciones normales de la hormona (Lee et al., 2021). En un estado de RI,
se inhiben selectivamente los efectos hipoglucémicos de la insulina, al tiempo que se permite
que continue la LDN (Bo et al., 2024). La insulina exhibe una potente accion de supresion
sobre la lipogénesis en el tejido adiposo. En ausencia de dicha supresion, los adipocitos
experimentan un incremento descontrolado en la secrecion de AGL (Dowman et al., 2010),
lo cual contribuye al incremento de AGL y el desarrollo de esteatosis en el higado. La RI en
las células hepaticas provoca que se inhiba la sintesis de glucégeno que y no se suprima la
gluconeogénesis, lo que contribuye a un incremento sostenido de los niveles de glucosa

sanguineos (Meshkani & Adeli, 2009).

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células B de los islotes de
Langerhans en el pancreas (Zhang & You, 2021), que de manera normal se une a su receptor
de tirosina en las membranas celulares, lo que provoca la autofosforilacion del receptor, el
cual recluta y fosforila el sustrato de receptor de insulina 1 y 2 (IRS-1/2) en sus residuos de
tirosina (Tyr). EI IRS se encarga de activar a la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) mediante
la fosforilacion de la subunidad reguladora p85, la cual tiene dominios SH> que reconocen
los residuos de Tyr. La unioén de la subunidad reguladora p85 del IRS con la subunidad
catalitica p110 del PI3K provoca un cambio conformacional de la proteina que convierte el
fosfatidilinositol 3,4 difosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), un segundo
mensajero que activa la proteina Akt, también conocida como proteina cinasa B (PKB), la
cual desempefia un papel crucial en la regulacion del metabolismo y la supervivencia celular
(Shamsan et al., 2024). La via de sefalizaciéon PI3K/Akt contribuye con la homeostasis de
la glucosa de la siguiente manera: (1) promueve la captacion de glucosa mediante la
translocacion de GLUT2 a la membrana plasmatica en el caso de las células extrahepaticas;
(2) estimula la sintesis de glucogeno al inhibir la glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3); (3)
inhibe la gluconeogénesis al suprimir enzimas clave como la fosfoenol piruvato
carboxicinasa (PEPCK) y la glucosa-6-fosfatasa a través de la activacion del factor de
transcripcion forkhead-box-O1 (FOXO1); (4) regula la lipogénesis al activar el factor de

transcripcion proteina de union al elemento regulador de esteroles-1c (SREBP-1c¢), lo que
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incrementa la expresion de enzimas como la acetil-CoA carboxilasa y la 4cido graso sintasa

(Shamsan et al., 2024).

El ingreso excesivo de AGL a las células hepaticas genera la formacion de productos
intermediarios como el diacilglicerol (DAG) y las ceramidas, moléculas que inhiben la
cascada de sefializacion de la insulina. EI DAG activa la proteina cinasa C épsilon (PKC- ¢),
que interfiere con la sefializacion de la insulina al fosforilar el receptor de insulina en sus
residuos de serina/treonina, lo que inhibe la activacion adecuada de la via PI3K/Akt. Por otro
lado, las ceramidas inhiben la activacién de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), las cuales al
estar activadas inhibe la actividad de la Akt, mediante su desfosforilacién, promoviendo atin
mas la RI (Elkanawati et al., 2024). Se producen procesos similares en las células del
musculo esquelético, lo que conduce a un estado més generalizado de RI. La sefializacion de
insulina deteriorada resulta en una hiperinsulinemia compensatoria, la cual disminuye la
sintesis de glucogeno, aumenta la absorcion hepatica de acidos grasos, altera el transporte de
TG e inhibe la oxidaciéon B de acidos grasos mitocondrial. Esta condicién aumenta la
susceptibilidad a sufrir un mayor dafio hepatico, lo que da paso al “2% hit” (Dowman et al.,

2010; Perdomo et al., 2019).

29 hit: Esteatohepatitis. La acumulacion excesiva de TG en las células hepaticas
resulta en lipotoxicidad al aumentar el estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica, la liberacion
de citocinas proinflamatorias, la activacion de células estrelladas hepaticas (CEH) y la
apoptosis, lo que conduce a disfuncion mitocondrial inminente (Bessone et al., 2018). La
esteatosis progresa a ETHNA cuando los mecanismos adaptativos que protegen a los
hepatocitos de la lipotoxicidad se ven abrumados y las tasas de muerte de hepatocitos superan
la capacidad de regeneracion de las células (Jou et al., 2008). En etapas iniciales de EHNA,
el aumento de ERO puede ser moderado y compensado por mecanismos antioxidantes
celulares. En etapas avanzadas, como la progresion hacia la ETHNA, la produccién de ERO
supera la capacidad antioxidante, lo que intensifica el dafio hepético al generar una
disminucion en la actividad enzimatica de la CTE, disminucion del cociente ATP/ADP y dafio
en el ADN mitocondrial y en proteinas con funcioén estructural de la membrana interna
mitocondrial (Delli Bovi et al., 2021). En respuesta a este desequilibrio, la célula elimina

ERO y especies reactivas de nitrogeno a través de moléculas antioxidantes como el glutation
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reducido (GSH) y enzimas de defensa primaria como la superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT) y las peroxidasas dependientes de glutation (GPx) (LeFort et al., 2024).
Existen diferentes mecanismos que explican la generacion exacerbada de ERO durante la
EHNA: la induccion del citocromo P450 2E1, que produce ERO dentro de la mitocondria y
el reticulo endoplasmatico, y un aumento en la oxidacioén de acidos grasos mitocondriales
que también participa en la generacion de otras ERO (Dowman et al., 2010), que incluyen
superoxido (O2 "), malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (Chen et al.,
2020). Los acidos grasos poliinsaturados presentes en las membranas mitocondriales,
constituyen el blanco principal del ataque por ERO (Xiao et al., 2017). Este proceso implica
la peroxidacion lipidica, una reaccién quimica en cadena que genera la formacion del radical
peroxilo (ROO") (Berndt et al., 2024). La peroxidacion de la CL, uno de los principales
fosfolipidos mitocondriales, causa alteraciones estructurales que interfieren con las
interacciones CL-proteina, lo a su vez desestabiliza la estructura de los complejo de la CTE

e inhibe su actividad catalitica (Cortés-Rojo et al., 2020).

La forma en que las células hepaticas manejan esta carga lipidica puede resultar en
una adaptacion al desarrollo de esteatosis hepatica y a largo plazo, puede desencadenar la
muerte celular por varios mecanismos moleculares. Esto ultimo resulta en la liberacion de
restos celulares que activan vias inflamatorias que, cuando se perpetian en el tiempo, resultan
en una lesion cronica y una el desarrollo de fibrosis. Se ha demostrado que la muerte celular
de los hepatocitos es un proceso clave involucrado en la patogénesis de ETHNA. La
apoptosis es iniciada por receptores de membrana (via extrinseca) o estrés intracelular que
conduce a disfuncion de orgénulos (via intrinseca). Ambas vias tienden a converger en la

activacion de las caspasas efectoras 3 y 7, que ejecutan el programa apoptético final.

La respuesta de reparacion celular involucra la transformacion de CEH a
miofibroblastos. Los miofibroblastos generan una matriz de colageno tipo I y Il y se
producen factores que estimulan la expansion de las poblaciones de células progenitoras
hepaticas. Las células progenitoras producen quimiocinas para atraer diversos tipos de
células inflamatorias al higado. Estas células también se diferencian para reemplazar a los
hepatocitos muertos. La intensidad de estas respuestas de reparacion generalmente es paralela

al grado de muerte de los hepatocitos, lo que da como resultado una distorsion variable de la
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arquitectura hepatica con fibrosis, células inmunitarias infiltradas y nodulos epiteliales en
regeneracion (Jou et al., 2008). La activacion de las células de Kupffer (CK) incrementa la
sintesis de citocinas inflamatorias y quimiocinas como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), la interleucina-1p (IL-1p), la interleucina-6 (IL-6) y los ligandos 2 y 5 del motivo
CC (CCL2 y CCL5) que contribuyen a la lesion y la necrosis inflamatoria en los hepatocitos.
La secrecion por parte de las CK del factor de crecimiento tumoral S (TGF- f) y del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) también promueve el desarrollo de la fibrosis
a través de los estimulos mitogénicos de estos factores en las CEH. Las células T asesinas
naturales (NKT) parecen agotarse durante el desarrollo de la esteatosis, pero aumentan mas
tarde en el curso de la enfermedad, lo que probablemente contribuye a la inflamacion y la
fibrosis través de la produccion de interleucina-4 (IL-4), osteopontina (OPN) e interferon-
gamma (IFN-y). Los neutréfilos (NEU) exacerban el estado inflamatorio en curso al
contribuir al reclutamiento de macréfagos y al dafio celular a través de la liberacion de
mieloperoxidasa, ERO y elastasa. Las respuestas de las células B y T también contribuyen al
ciclo inflamatorio de retroalimentacion a través de la secrecion de citocinas proinflamatorias
que estimulan la activacion proinflamatoria de KC. Finalmente, el tejido adiposo
disfuncional altera la secrecion de varias adipocinas, incluidas la adiponectina, la
interleucina-6 (IL-6), la leptina, el TNF-a y la resistina que contribuyen a la inflamacion en
el higado. Ademas, dado que la adiponectina es una potente adipocina antiinflamatoria y
sensibilizante a la insulina, sus niveles reducidos en pacientes con EHNA también promueve
respuestas inflamatorias hepaticas (Arrese et al., 2016; Tilg et al., 2021). Ademas de los
modos cléasicos de muerte celular, como la apoptosis y la necrosis, otras formas de muerte
celular hepatica se han descrito mas recientemente en modelos preclinicos y pacientes con

EHNA, que incluyen muerte celular autofagica, piroptosis y necroptosis (Arrese et al., 2016).

La oxidacion B de acidos grasos es una via que se altera de manera gradual a medida
que progresa la EHNA. En etapas iniciales de esteatosis simple, se observa una acumulaciéon
de lipidos en las células hepaticas, lo que resulta en un aumento compensatorio de la f3-
oxidacion de 4cidos grasos, con el propoésito de contrarrestar la acumulacion intracelular de
acidos grasos. Sin embargo, este incremento puede ser insuficiente, resultando en una
sobrecarga metabolica que finalmente provocard la disminucion de la B-oxidacidon

mitocondrial (Gonzdlez et al., 2020). Esto conduce a una acumulaciéon de productos
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incompletos de la B-oxidacion, tales como el DAG, moléculas de acil CoA y ceramidas, las

que como ya se menciono, interfieren con la funcion del receptor de insulina (Cortés-Rojo

et al., 2020).

3¢r hit: Fibrosis. La proliferacion deficiente de los progenitores de hepatocitos

representa un dafio hepatico mas severo. La fibrosis progresa desde la fibrosis periportal a la

fibrosis en puente lo que da lugar a la remodelacion cirrdtica con insuficiencia hepatica vy,

finalmente al CHC (Bessone et al., 2018; Jou et al., 2008).
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1.4.4 Diagnostico

En el Cuadro 1 se describen las herramientas de diagndstico no invasivas para la
EHNA, que incluyen pruebas seroldgicas y técnicas de imagen. Para proceder con el
diagnostico de EHNA es necesario excluir causas secundarias, asi como un consumo diario
de alcohol > 30 g para hombres y 20 g para mujeres (European Association for the Study of
the Liver (EASL) et al., 2016). Posteriormente, se considera la realizacion de técnicas de
imagen, complementada con pruebas enzimaticas de funcion hepatica como aspartato amino
transferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), gamma glutamiltransferasa (GGT) y
fosfatasa alcalina (FA). Es importante mencionar que la determinacion de niveles de enzimas
hepaticas presenta limitaciones para establecer el diagndstico de ETHNA, ya que estos
niveles pueden ser normales aun en pacientes con ETHNA y fibrosis avanzada (Bernal-Reyes
et al., 2019). Las principales técnicas de imagen utilizadas para el diagndstico de la EHNA
son la ecografia, la tomografia computarizada (TC), imagen de resonancia magnética (IRM)
y elastografia transitoria (Cobbina & Akhlaghi, 2017). La biopsia hepatica se considera el
estandar de oro para definir la EHNA, pero su uso rutinario no esta recomendado debido al

riesgo de sangrado y otras complicaciones (Cobbina & Akhlaghi, 2017).

Cuadro 1. Herramientas de diagndstico para la EHNA.

Her.ramlrent.as de Técnica/Principio Caracteristicas
diagnostico
AST Los niveles elevados no son
indicativos de ETHNA porque
ALT AST y ALT son normales en
algunos pacientes con ETHNA.
Pruebas AST/ALT > 1 es predictivo de fibrosis
serologicas
GGT Los niveles elevados no son
indicativos de ETHNA
FA Los niveles elevados no son
indicativos de ETHNA
Sensible cuando la esteatosis es
Técnicas de Ultrasonografia > 30% de los hepatocitos; no
imagen (ecografia) distingue entre esteatosis y
ETHNA.
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Mas sensible que la ecografia; no
distingue entre esteatosis y

TCyIRM ETHNA; son costosas.

Permite medir la dureza y
cuantificar la fibrosis hepatica; es

Elastografia computarizada
€ostoso.

Evaluacion histologica de los
tejidos hepaticos. Se clasifica el
grado de las lesiones hepaticas.,
como esteatosis, inflamacion y

balonizacién hepatica, y se
estadifica la fibrosis.

Tomada y modificada de Cobbina & Akhlaghi (2017).

Estandar de oro, pero invasivo y
puede estar involucrado en
complicaciones y variabilidad de
muestreo; capaz de detectar
esteatosis e inflamacion.

Biopsia hepatica

1.4.5 Tratamiento

En la actualidad, no existe un tratamiento farmacoldgico aprobado por Ia
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los EE.UU. para el tratamiento
especifico de la EHNA. El abordaje terapéutico se basa principalmente en la modificacion
de los habitos de vida, que incluyen la implementacion de una dieta y el ejercicio fisico (Guo
et al., 2022). Se ha observado que una reduccion del peso corporal del 5% incrementa la
sensibilidad a la insulina, las transaminasas y el perfil de lipidos, mientras que una
disminucién del 7% disminuye las alteraciones histologicas, y una de mas del 10% disminuye
la fibrosis (Bernal-Reyes et al., 2019). En lo que respecta al uso de agentes farmacolédgicos
para tratar la EHNA, se encuentran los medicamentos indicados para la DM2 y la obesidad,
lo que incluye la pioglitazona, los agonistas del receptor del péptido similar al glucagon 1
(GLP-1) e inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa 2 (SGLT2). La utilizacion de
dichos agentes se fundamenta en la evidencia de que comparten blancos comunes, entre los
cuales la RI desempefia un papel central. Sin embargo, hay mucho desconocimiento al
respecto. Algunos farmacos en etapas avanzadas de desarrollo para el tratamiento de la

EHNA se encuentran el lanifibranor, péptidos duales y el resmetirom (Genua & Cusi, 2024).

En el &mbito de la investigacion de alternativas terapéuticas para la EHNA, el estudio
de los carotenoides ha adquirido una relevancia significativa, atribuible a sus propiedades

antioxidantes y antiinflamatorias (Lu et al., 2009). La principal fuente de carotenoides se
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encuentra en frutas y verduras, en donde el aguacate cobra protagonismo ya que es una fuente
rica en compuestos bioactivos de este grupo (Cortés-Rojo et al., 2019), y que se encuentran
altamente concentrados en el AA (Berasategi et al., 2012). Se ha encontrado una asociacién
entre la presencia de EHNA y los niveles séricos de carotenoides en humanos, donde se ha
observado que el B-caroteno sérico disminuye de manera paralela con la acumulacién de
grasa hepatica, mientras que no se observaron cambios en los niveles de licopeno, a-caroteno,
B-criptoxantina y luteina. De manera similar, otro estudio en humanos report6 que los niveles
plasmaticos de carotenoides como la luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, licopeno, o-
caroteno y [-caroteno disminuyeron significativamente en pacientes con EHNA en
comparacion con sujetos sanos (Yilmaz et al., 2015), lo que subraya la relevancia de su
consumo y su posible rol en el mantenimiento de un estado redox que evite el desarrollo de

estrés oxidativo, el cual es un fendémeno crucial en la progresion de la EHNA.

1.5 El aguacate

El aguacate es el fruto del arbol perenne Persea americana Mill., que pertenece a la
familia Lauraceae. Es originario de América tropical y abarca las tierras altas del este y centro
de México, Guatemala, América Central y el norte de América del Sur (Peru, Ecuador)
(Martin-Torres et al., 2020). La taxonomia del aguacate constituye aproximadamente 500
variedades, con diversos tamafios, formas y colores (Stephen & Radhakrishnan, 2022). Sin
embargo, la mayoria de estas variedades no se producen a gran escala (Cheikhyoussef &
Cheikhyoussef, 2022). La taxonomia del aguacate se clasifica en tres razas botanicas: P.
americana var. Drymifolia (raza mexicana), P americana var. Guatemalensis (raza
guatemalteca) y P americana var. Americana (raza antillana). En lo que respecta a su
tamafio, el fruto del aguacate mexicano es pequeio, con un alto porcentaje de aceite,
oscilando entre 16.2/100 g a 32.3 g/100 g, mientras que los frutos de la raza antillana son
mas grandes, pero con un menor contenido de aceite. Por otro lado, el fruto del aguacate
guatemalteco presenta caracteristicas intermedias entre el antillano y el mexicano (Ochoa-
Zarzosa et al., 2021). Sin embargo, los aguacates hibridos son los més comercializados, ya
que combinan caracteristicas deseables. Estos se obtienen mediante manipulacion humana e
implica el cruzamiento controlado de las razas antes mencionadas. Un ejemplo es la variedad
Hass, una raza hibrida guatemalteca-mexicana, la méas consumida en el mundo, responsable

del 95% del volumen total comercializado en EE.UU. (Olas, 2024). Otras variedades
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populares incluyen Bacon, Ettinger, Pinkerton, Reed, Fuerte y Lam (Aragjo et al., 2018). Uno
de los criterios para su comercializacion es el contenido de aceite. En un estudio en particular,
se analizaron 13 variedades de aguacate cultivadas en un banco de germoplasma en
Venezuela. El estudio reveld que el contenido de aceite en estas variedades oscilaba entre el
11.23% y el 18.80% (Goémez-Lopez, 2002). Otro estudio que analizd siete variedades de
aguacate a diferentes altitudes en Libano, reveld que la variedad Fuerte presentd el mayor
contenido de aceite con 21.6%, mientras que la variedad Reed presentd el valor més bajo,
con 9.7% (Salameh etal.,, 2022). El contenido minimo de aceite necesario para la
comercializacion es del 8%. Después de la maduracién, pueden presentarse valores

superiores al 20% (Ozdemir & Topuz, 2004).

Es importante mencionar que el mercado y el comercio mundial del aguacate han
mostrado un crecimiento exponencial en las ultimas dos décadas, con una producciéon
mundial que alcanz6 mas de ocho millones de toneladas en 2020 (Carceles Rodriguez et al.,
2023). Meéxico se destaca como la nacion productora de aguacate por excelencia,
representando aproximadamente el 30% de la produccion mundial (Talavera et al., 2023),

siendo Michoacén, el estado que mas aguacates produce (Secretaria de Economia, 2016).

1.5.1 El aceite de aguacate
El consumo del aceite de aguacate (AA) es un patron dietético que ha cobrado gran
interés debido a que su ingesta induce un cambio favorable al disminuir los niveles de
colesterol total, VLDL y TG, con aumento del HDL y una disminucién del indice aterogénico
(Muiioz & Barron, 2009). Este aceite se extrae principalmente por prensado en frio (Qin &
Zhong, 2016). Los compuestos presentes en el AA tienen propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias (Queiroz Junior et al., 2021).

El AA se caracteriza por su alto contenido de lipidos, dentro de los cuales se
encuentran acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados
(AGP). Los principales acidos grasos presentes en el aceite y los porcentajes de cada uno de
ellos se pueden observar en el Cuadro 2. Los AGM representan alrededor del 68.4%, siendo
el C18:1 su mayor componente con un 54.4% de los acidos grasos totales (Berasategi et al.,
2012), aunque su contenido varia de 47 a 72%, dependiendo del método de extraccion y el

cultivar de aguacate (Lin & Li, 2024). Se ha demostrado que el C18:1 regula directamente la
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sintesis y actividad de algunas enzimas antioxidantes, y su efecto antiinflamatorio puede estar
relacionado con su capacidad para inhibir las citocinas proinflamatorias y estimular las
citocinas antiinflamatorias. Por ejemplo, se ha identificado como un activador natural de la
sirtuina 1 (SIRT1), una enzima dependiente de NAD" que regula procesos clave como el
metabolismo celular, inflamacion, estrés oxidativo y biogénesis mitocondrial (Santa-Maria
et al., 2023). En particular, los efectos antiinflamatorios del C18:1 se han relacionado con la
sintesis del oleoil etanolamida (OE), un compuesto sintetizado en el cuerpo organismo cuyos
niveles se ven influenciados por la ingesta dietética del C18:1 (Igarashi et al., 2023). La OE
es un ligando endogeno del receptor alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR-
o), una proteina receptora nuclear que acttia como un factor de transcripcion. La OE se ha
sugerido como un posible agente terapéutico para el tratamiento de la obesidad ya que
también se ha demostrado que mejora la sensibilidad a la insulina, produce efectos
antiinflamatorios y posee actividad antioxidante (Moller & Berger, 2003; Santa-Maria et al.,
2023). E1 C16:0 es el principal AGS presente en el AA, con un 18.74% de los &cidos grasos
totales (Berasategi et al., 2012), y puede alcanzar hasta el 30% (Lin & Li, 2024). Sin
embargo, su consumo excesivo de se ha asociado con efectos adversos. Se ha demostrado
que el C16:0 promueve la inflamacion a través de la produccion de ERO y la sobreproduccion
de IL-6 (Dominguez-Lopez et al., 2022). Ademas, se han observado niveles elevados de
C16:0 en la sangre en pacientes obesos, y estos niveles se han asociado con respuestas
inflamatorias a través del receptor tipo Toll 2 y 4 (Mancini et al., 2015). Ademas, el C16:0
se puede convertir en fosfolipidos, diacilglicerol y ceramidas, que a su vez pueden inducir
RI (Korbecki & Bajdak-Rusinek, 2019). Por el contrario, un estudio demostro que el C16:0
puede prolongar la longevidad y disminuir el riesgo de enfermedades relacionadas con la
edad mediante la mejora en la resistencia al estrés en un modelo de nematodos (Jattujan et al.,
2022). El AA es una fuente importante de acidos grasos poliinsaturados (AGP), que incluyen
el C18:2 y el C18:3. EI C18:2 es un AGP omega-6 que representa el 6.6% a 20.8% del total
acidos grasos (Lin & Li, 2024). Sin embargo, un estudio inform6 48.77% de C18:2 en la
variedad Hass extraido por el método Soxhlet (Flores et al., 2019). Po otro lado, el C18:3, un
AGP omega-3 representa el 0.1% a 2.6% del total de 4cidos grasos (Lin & Li, 2024). Se ha
demostrado que una dosis de 60 mg/kg de C18:3 administrados por via oral durante un

periodo de seis semanas tiene un potencial antiinflamatorio y antioxidante contra el estrés
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oxidative inducido por cadmio, la neuroinflamacién y la apoptosis neuronal en el cerebro de
ratones adultos, acompanado de una produccién reducida de ERO, y también se ha
demostrado que mejora la expresion celular de la hemooxigenasa-1 (HO-1) y el factor
nuclear-2 eritroide-2 (NRF2), un factor de transcripcion que desempefia un papel
fundamental en la regulacion de la homeostasis redox celular (Schmidlin et al., 2019).
Ademas, el C18:3 se ha asociado con una mayor liberacion de insulina y factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF) en astrocitos humanos, fomentando asi la biogénesis
mitocondrial y manteniendo la dinamica mitocondrial (Litwiniuk et al., 2020). Es importante
resaltar que una relacion optima de omega-6 y omega-3 en la dieta es fundamental para la
prevencion de enfermedades cronicas degenerativas. Una proporcion de 4/1 se asocié con
una disminucion del 70% en la mortalidad total. Una proporcion de 2.5/1 redujo la
proliferacion celular rectal en pacientes con cancer colorrectal. Una proporcion de 2-3/1
suprimi6 la inflamacion en pacientes con artritis reumatoide, y una proporcion de 5/1 tuvo
un efecto beneficioso en pacientes con asma, mientras que una proporcion de 10/1 tuvo
consecuencias adversas. Estos estudios indican que la proporcion dptima puede variar segun

la enfermedad en cuestion (Simopoulos, 2008).
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Cuadro 2. Composicion de acidos grasos en el aceite de aguacate.

Composicion de Acidos Grasos

Porcentaje de contenido (%)

C14:0 0.06
C16:0 18.74
Clé6:1 7.88
C18:0 0.51
C18:1 omega-9 54.40
C18:1 omega-7 5.87
C18:2 omega-6 10.87
C18:3 omega-3 0.61
C18:3 omega-6 0.01
C20:1 omega-9 0.12
C20:3 omega-3 0.01
C20:4 omega-6 0.01
Trans 0.52
nd 0.39

AGS, Acidos Grasos Saturados; AGM, Acidos Grasos Monoinsaturados; AGP, Acidos
Grasos Poliinsaturados; nd, No detectado. Tomado y modificado de Berasategi et al., (2012).

Los fitosteroles son compuestos triterpenoides que se encuentran en el AA y presentan
una estructura quimica similar a la del colesterol. Estos compuestos compiten con el
colesterol para su absorcion intestinal. En una comparacion con el aceite de oliva, uno de los
aceites culinarios mas comercializados, el AA present6 un mayor contenido de fitosteroles
totales, siendo el B-sitosterol su fitosterol predominante, con un contenido de 4.5 mg/g
(Berasategi et al., 2012), que comprende aproximadamente el 75-80% del total de fitosteroles
(Samaniego-Sanchez et al., 2021). El B-sitosterol tiene efectos protectores contra la
inflamacién y la diabetes al inhibir la sintesis de 1L-6, el estrés oxidativo, la ciclooxigenasa
y la produccion de 6xido nitrico (Kaur et al., 2023). Ademas, un estudio informé que una
dosis de 40 mg/kg de B-sitosterol podria mitigar los efectos nocivos de la radiacion gamma
en ratas con artritis, lo que sugiere su potencial para contrarrestar eficazmente la inflamaciéon
y el estrés oxidativo al suprimir la produccion de MDA vy la actividad de la 6xido nitrico
sintasa inducible. Las propiedades antiinflamatorias y antioxidantes del B-sitosterol se han
demostrado en un estudio que examind sus efectos en 6rganos articulares y extraarticulares,
como el higado, el corazon y los rifiones (Vivancos & Moreno, 2005; Zhang et al., 2023).

Ademas, se ha demostrado que el B-sitosterol regula los niveles séricos de lipidos y mejora
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la funcidon inmune, el estado antioxidante y la morfologia intestinal en pollos de engorda

(Cheng et al., 2020).

Los carotenoides son una clase de pigmentos terpenoides que van del color amarillo
al rojo anaranjado y son responsables de los colores caracteristicos del aceite. El total
reportado de AA varia entre 1 y 3 mg/kg, obtenido por prensado en frio. Si embargo se ha
reportado una obtencion de hasta 28 mg/Kg en AA derivados de siete variedades de aguacates
(Krumreich et al., 2018; Lin & Li, 2024). Ademas, también se han reportado de 9.7 a 20
mg/kg extraidos a diferentes temperaturas y condiciones de reaccion mediante tratamiento
ultrasonico y de microondas de pulpa de aguacate y separacion de aceite por centrifugacion
(Krumreich et al., 2018; Topete-Betancourt et al., 2024). Estos pigmentos se pueden
clasificar en dos grupos distintos: carotenos, que son hidrocarburos desprovistos de oxigeno,
y xantofilas, que contienen oxigeno en su estructura. Una caracteristica distintiva de los
carotenos y las xantofilas es su diversidad estructural y funcional (Maoka, 2020). Cumplen
una funcién fundamental como antioxidantes al eliminar y neutralizar los radicales libres,
protegiendo asi a las células del dafio oxidativo (Marra et al., 2024). Se ha demostrado que
los carotenoides protegen las células, los tejidos y los drganos de la accion dafiina del oxigeno
singulete al eliminar los radicales libres mediante la transferencia de electrones, la generacion
de aductos y la transferencia de 4&tomos de hidrogeno (Rodriguez-Concepcion et al., 2018).
Ademéds, se ha demostrado que los carotenoides protegen a las células de los perdxidos
lipidicos. La presencia de una B-caroteno oxigenasa 2 (BCO2) en la membrana interna
mitocondrial humana ha llevado al desarrollo de carotenoides dirigidos a las mitocondrias
para combatir de una manera mas eficiente el estrés oxidativo en la matriz mitocondrial. La
BCO?2 interviene en las actividades cataliticas de los carotenoides provitaminicos y no
provitaminicos A, lo que da como resultado la formacién de apocarotenoides. Estos
carotenoides contribuyen a la modulacion del estrés oxidativo mitocondrial. La inflamacion
de bajo grado y la disfuncion metabolica también se asocian con la deficiencia de la BCO2,
lo que lleva a una produccion excesiva de radical superdxido en las mitocondrias. Esto a su
vez resulta en la disminucion de los niveles de superdxido dismutasa mitocondrial y el
deterioro de los complejos de la CTE (Ademowo etal., 2024). Los carotenoides mas

abundantes en el AA son la luteina, la neoxantina, la zeaxantina, la violaxantina y el -
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caroteno, y su contenido depende de los métodos de extraccion y las condiciones de

temperatura del método de saponificacion (Hong et al., 2022; Lin & Li, 2024).

El AA exhibe altas concentraciones de clorofila (40—60 pg/g) mediante prensado en
frio. Un estudio identificd cuatro compuestos principales en el AA, incluyendo las clorofilas
y sus derivados de feofitina: clorofila a (4.9 ng/g), clorofila b (5.1 pg/g), feofitina a (1.1
ng/g) y feofitina b (2.2 pg/g), (Lin & Li, 2024). La feofitina @ y b se han documentado como
agentes antioxidantes y anticancerigenos (Hsu et al., 2013). En cuanto a su metabolismo, se
transforman en feofitinas y feoforbidas correspondientes, y se absorben a tasas intestinales
similares a los carotenoides. Sin embargo, también actian como compuestos prooxidantes en
ambientes lipofilicos bajo condiciones de luz (Pérez-Galvez et al., 2020). La feofitina a y la
hidroxifeofitina se han documentado como potentes inductores de la NAD(P)H quinona
deshidrogenasa 1 (NQO-1) en las células hepaticas, induciendo asi la desintoxicacién
hepéatica y mejorando el estado redox (Moeurng et al., 2024). Se ha demostrado que la
clorofila a y la feofitina a poseen una actividad antiinflamatoria significativa en modelos
animales, incluidos ratones albinos suizos y ratas Wistar. Se ha observado que estos
compuestos inhiben la expresion del gen TNF-o inducida por LPS, y tanto la clorofila @ como
la clorofila » han mostrado la capacidad de suprimir la expresion de NF-kB. Ademas, se ha
informado que la feofitina a inhibe la migracion celular, induce la fragmentacion del ADN,
detiene el ciclo celular en la fase S y reduce el potencial de membrana mitocondrial

(Subramoniam et al., 2012).

El contenido total de compuestos fenolicos en el AA presenta una variabilidad
significativa, con valores reportados que alcanzan hasta 408 mg/L (Lin & Li, 2024). Sin
embargo, la presencia de compuestos fendlicos es mas pronunciada en las cascaras de
aguacate que en la pulpa (Santana et al., 2019). El AA contiene una variedad 4cidos fenolicos
tales como acido vainilico, acido clorogénico, p-vainillina, acido fertlico y tirosol,
quercetina, apigenina y luteolina en forma de 7-glucdsido, asi como flavonoides y
procianidinas, que se han reportado en extractos de aguacate (Salazar-Lopez et al., 2020). El
acido galico, acido p-cumarico, acido ferulico y quercetina se identificaron en el aceite de
pulpa de aguacate, exhibiendo variaciones en sus concentraciones basandose en factores tales

como la maduracién y el pelado, y demostrando propiedades antioxidantes (Bhuyan et al.,
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2019). Se ha observado que los 4acidos fenolicos mejoran la longevidad, la resistencia al estrés
térmico y la quimiotaxis en concentraciones micromolares. Ademas, el acido vainilico
mejora el potencial de membrana mitocondrial con particular eficacia (Dilberger et al., 2021).
La quercetina posee propiedades antioxidantes y antiinflamatorias capaces de impedir la
sintesis de citocinas proinflamatorias. Esto la convierte en un agente terapéutico prometedor

para varias condiciones inflamatorias (Aghababaei & Hadidi, 2023).

1.5.2 Estudios preclinicos sobre el aceite de aguacate
Se ha comprobado la capacidad antioxidante que exhiben el AA en células epiteliales
de rifdn de mono expuestas a rotenona, un inhibidor del complejo I de la CTE e inductor de
estrés oxidativo. El tratamiento con AA incrementd de manera significativa la viabilidad
celular y redujo los marcadores de estrés oxidativo, las ERO y la peroxidacion lipidica.

(Queiroz Junior et al., 2021).

1.5.2.1 El aceite de aguacate en la diabetes

La diabetes mellitus tipo 1 (DMI) inducida por estreptozotocina (STZ) en ratas
aument6 significativamente el contenido de acido docosahexaenoico (C22:6) en las
membranas mitocondriales del higado, lo que llevd a niveles mas altos de peroxidacion
lipidica. Esta condicion afectd la respiracion mitocondrial, redujo la actividad del complejo
I y aumento la generacion de ERO con sustratos del complejo I, junto con un estado de
glutation mas oxidado, lo que indica estrés oxidativo. En el cerebro, la diabetes también
afect6 la funcidon mitocondrial al disminuir la respiracion en estados 4 y 3 y el potencial de
membrana mitocondrial, ademas de que aumento los niveles de ERO y disminuy0 la relacion
GSH (glutation reducido) /GSSG (glutation oxidado). Todas estas alteraciones inducidas por
la DM1 se contrarrestaron con la administracion diaria de AA durante 90 dias (Ortiz-Avila,

et al., 2015a; Ortiz-Avila et al., 2015b).

Otro estudio exhaustivo en un modelo de DM2 con ratas Goto-Kakizaki exploro los
efectos a largo plazo de la suplementacion con AA durante 12 meses. Las ratas diabéticas
mostraron hiperglucemia persistente y mayor estrés oxidativo en las mitocondrias renales. El
consumo de AA contrarresto estos efectos, reduciendo los niveles de ERO hasta en un 75%
a los seis meses, mejorando significativamente la hiperglucemia y retrasé el desarrollo de

nefropatia diabética. También se demostrd que la suplementacion con aceite de aguacate
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restaura completamente los niveles de glutation tanto a los tres como a los seis meses,
manteniendo un nivel 2.6 veces mas alto que en los controles diabéticos a los 12 meses. Este
hallazgo sugiere que el AA posee un potencial significativo como antioxidante dietético para
mitigar el estrés oxidativo, un factor clave en el desarrollo de enfermedades metabolicas

como la EHNA (Ortiz-Avila et al., 2017).

Si bien el AA no restaur6 los niveles de glucosa a niveles normales, su efecto
hipoglucémico parcial podria tener un efecto beneficioso sobre la salud cardiovascular
(Ortiz-Avila et al., 2017), ya que cada aumento de 25 mg/dL en la glucosa se asocia con un
aumento del 15% en el riesgo cardiovascular (Xiao etal., 2024). En consecuencia, la
reduccién en los niveles de glucosa en sangre inducida por el AA tiene el potencial de
disminuir el riesgo cardiovascular en modelos diabéticos. La reduccion en los niveles de
glucosa por el AA concuerda con otro estudio donde la suplementacion dietética con AA
condujo a una reduccion sustancial en la RI en ratas que consumian fructosa (Del Toro-

Equihua et al., 2016).

1.5.2.2 El aceite de aguacate en la EHNA

Nuestro grupo de investigacion ha evaluado el efecto del aceite de aguacate en un
modelo experimental de EHNA inducida en ratas mediante una dieta alta en grasa y alta en
fructosa (AGAF). El dafio hepatico del grupo EHNA fue caracterizado mediante un analisis
histologicos, donde se identifico esteatosis e hipertrofia hepatica de grado 2, cercana al grado
3, inflamacion severa, presencia de infiltrados inflamatorios, asi como acumulaciones de
hialina de Mallory. En contraste, el grupo CTRL no present6 alteraciones histoldgicas. A
nivel funcional, se evalud la actividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, el cual es esencial para la oxidacion del NADH. En el grupo EHNA, la
actividad de este complejo se redujo aproximadamente en un 80 % respecto al grupo CTRL,
evidenciando una disfuncion mitocondrial significativa. Sin embargo, en los grupos EHNA
tratados con AA, la actividad del complejo I mejord en un 60 % respecto al grupo EHNA.
De igual forma, se evalud el segmento correspondiente al complejo II-111, involucrados en la
oxidacion de succinato a fumarato y en la transferencia de electrones a través de la

ubiquinona. La actividad de este segmento se encontré marcadamente disminuida en los
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animales con EHNA, mientras que en los grupos EHNA tratados con AA se observd una

recuperacion de aproximadamente el 50 % en comparacioén con el grupo CTRL.

El estrés oxidativo también fue evaluado mediante la cuantificacion de ERO y la
peroxidacion lipidica. El grupo EHNA mostr6é un aumento del 50 % en la produccion de ERO
y un incremento del 90 % en la peroxidacion de lipidos respecto al grupo CTRL, lo que
concuerda con la inhibiciéon de los complejos mitocondriales antes mencionados. En
contraste, los grupos EHNA tratados con AA presentaron una reduccion del 50 % en ERO y

del 60 % en peroxidacion lipidica, lo cual evidencia el potencial antioxidante del aceite.

Finalmente, se analizaron marcadores inflamatorios como el TNF-a y la IL-6
mediante western blot. En el grupo EHNA, la expresion de estas citocinas proinflamatorias
aumentd en un 80 % respecto al grupo CTRL, lo cual es consistente con resultados
histologicos. En cambio, en el grupo EHNA tratado con AA, la expresion de TNF-a e IL-6
se redujo en un 40 % respecto al grupo EHNA, indicando una modulacion de la respuesta

inflamatoria por parte de los compuestos bioactivos presentes en el aceite.

Estos resultados en conjunto con los estudios del efecto del AA en la diabetes,
demuestran que dicho aceite posee propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
hepatoprotectoras, y que los compuestos minoritarios podrian mediar los efectos antes

mencionados.
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1.  JUSTIFICACION

En la actualidad, no existe un tratamiento farmacoldgico aprobado para el tratamiento
de la EHNA. El abordaje terapéutico se basa en la modificacion de la dieta y la
implementacion de una rutina de ejercicio fisico. Sin embargo, estos cambios en el estilo de
vida son dificiles de implementar a largo plazo en las personas, por lo cual resultan
insuficientes para revertir significativamente la ETHNA. Por lo tanto, en la practica se
implementan estrategias de control basadas en la administracion de farmacos contra la
obesidad y la DM2, los cuales no son eficaces en todos los pacientes, ademas de que pueden

tener efectos indeseables importantes.

Se ha sugerido que el consumo de AA puede tener un efecto terapéutico contra el
desarrollo de la EHNA, lo cual podria estar relacionado con la mejora en el funcionamiento
mitocondrial, la reduccion del estrés oxidativo y la inflamacion. Sin embargo, estos datos no
son suficientes para explicar el mecanismo hipoglucemiante del AA ni la prevencion y/o
reversion de la EHNA. Asimismo, se ignora si los efectos benéficos del AA antes
mencionados son atribuibles a su alto contenido de C18:1 o son debidos a la presencia de sus
multiples moléculas bioactivas en la FIAA. Lo anterior justifica el estudio de los mecanismos
de accion del AA en la EHNA y la hiperglucemia inducida por una dieta AGAF, y elucidar si
sus compuestos bioactivos insaponificables son responsables de los efectos del AA en este
contexto. La informacion obtenida de este proyecto puede sentar las bases para el aislamiento
y la identificacion de moléculas presentes en el AA con potencial farmacoldgico para el

tratamiento de la EHNA, la hiperglucemia, y en general, el sindrome metabolico.
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III. HIPOTESIS
El AAy la FIAA previenen el desarrollo de la EHNA y la hiperglucemia al disminuir

la RI por una disminucién de los niveles de DAG y mejora en la oxidacion 3 de 4cidos grasos.

IV.  OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Evaluar si el AA y la FIAA mejoran la RI en un modelo de EHNA al disminuir

los niveles de DAG, favoreciendo la oxidacion B de &cidos grasos.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del AA y la FIAA en el desarrollo de EHNA y la resistencia a la
insulina de ratas con EHNA.

2. Evaluar el efecto del AA y la FIAA sobre la bioenergética y estrés oxidativo en
mitocondrias de higado de ratas con EHNA.

3. Determinar el efecto del AA y la FIAA en los niveles de DAG y la oxidacion  de

acidos grasos de mitocondrias de higado de ratas con EHNA.
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V. EXTRATEGIA EXPERIMENTAL

Esquema 13. Diagrama de flujo de la estrategia experimental.



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de la fraccion insaponificable del aceite de aguacate

25 g de AA (Chosen Foods, México, S.A. de C. V.) se mezclaron en una solucion de
etanol/agua (3:1 v/v, 100 mL) y KOH (17.5 g) y posteriormente la mezcla se llevo a reflujo
durante 2 h hasta completar la reaccion de saponificacion, seguido de la dilucion con agua y
extraccion de la FIAA con n-hexano (Fermont, Cat No. 06473), en volimenes iguales al
volumen total de saponificacion. El hexano se elimind usando un rotavapor (Biichi ®, R-210,
45°C y 360 mbar), y la fraccion previamente obtenida se almacen6 a 4°C hasta su uso

(DSilva & D'Souza, 2015).

6.2 Caracterizacion del aceite de aguacate y su fraccion insaponificable

Se remitié una muestra de AA comercial (Chosen Foods, México, S.A.de C. V.) y
de su fraccion insaponificable previamente obtenida al Centro de Nanociencias y Micro y
Nanotecnologias del Instituto Politécnico Nacional. Se identificaron los acidos grasos
presentes en el AA, en conjunto con la caracterizacion de los compuestos presentes en la
FIAA mediante cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas. De manera
complementaria se caracterizaron los compuestos presentes en la FIAA mediante ionizacion

por electrospray.

6.3 Modelos experimentales

Se usaron ratas Wistar macho adultos de ~380 g que se mantuvieron en un bioterio
con ciclos de luz/ oscuridad 12 h/12 h, en condiciones controladas de temperatura de 22° C
promedio y humedad relativa. Se midi6 el consumo de alimento y agua. Para la induccion de
la EHNA, se administr6 una dieta AGAF que se prepard con 47.5% de alimento estandar
para roedores (Laboratory Rodent Diet 5001, LabDiet, St. Louis, MO, United States), 40.6%
de aceite vegetal hidrogenado, 10.1% de manteca de cerdo, 1.3% de colato de sodio (Merck,
#cat C1254-500G, Darmstadt, Alemania), 0.3% cloruro de colina (Merck #cat C1879-500G,
Darmstadt, Alemania) y 0.2% de tiouracilo (Merck, #cat T7750-100G, Darmstadt, Alemania)
(Cuadro 1). La administracion de fructosa (25% v/v) fue en el agua de beber ad libitum (Thota
etal., 2019). Los animales se dejaron en ayuno de 12 h previo a la eutanizacion, la cual se

llevo a cabo por decapitacion.
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En el cuadro 2 se muestran los componentes de las dietas utilizadas para la induccion
de EHNA de los dos modelos experimentales, conformados por grupos experimentales de 5
a 6 ratas cada uno.

e Modelo experimental I: Después de una semana de adaptacion, se procedio a la
administracion de la dieta AGAF, sola o en conjunto con el AA o la FIAA por 11
semanas, las cuales fueron administradas diariamente por via oral mediante sonda
nasogastrica. El AA se administr6 a una dosis de 4g/kg de peso corporal y la FIAA a
una dosis de 100 mg/kg de peso corporal, disuelta en una solucion de grenetina al
10% como vehiculo (Dille & Draget, 2021).

e Modelo experimental II: Tras la semana de adaptacion, se inici6 la administracion
de la dieta AGAF durante las siguientes 4 semanas. Posteriormente, se administr6 el
AA y la FIAA, empleando las mismas dosis que se utilizaron en el modelo
experimental I, en conjunto con la dieta AGAF. A la semana 16, se indujo la DM2
mediante la administracion intraperitonial de estreptozotocina (STZ) a una dosis baja
de 30 mg/kg de peso corporal (Ar’Rajab & Ahrén, 1993; Van Herck et al., 2017). Los

animales siguieron con su tratamiento durante 4 semanas adicionales.

El uso y cuidado de los animales se llevo a cabo siguiendo las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio. Es importante mencionar que existe evidencia
documental que auditable en la Direccion del Instituto de Investigaciones Quimico-
Biologicas. Los restos biologicos de las ratas y sus fluidos se separaron, envasaron,
etiquetaron, almacenaron, recolectaron, transportaron y se dispusieron de manera final
siguiendo las recomendaciones de la NOM-087-ECOL-1995 “Relativa a las condiciones de
seguridad e higiene en los centros de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de
sustancias quimicas peligrosas”. La recoleccion, transporte y disposicion de los residuos
biologicos lo realizo la empresa "Proteccion Técnica Ecologica", con la cual el IIQB cuenta
con un programa de recoleccion de residuos bioldgicos y quimicos (Contrato PROTEECO-

0510-MICH-18).
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Cuadro 3. Componentes de la dieta experimental.

Componentes de la dieta Control AGAF
Calorias (kcal) 440.5 501%*
Carbohidratos totales % 62 60
Fructosa % - 25
Sacarosa % - 10
Lactosa% - 10
Grasas totales % 8.5 21
Grasas saturadas % - 8
Grasas trans % - 3.6

Nota: No se incluyen las calorias de la fructosa en agua

Cuadro 4. Caracteristicas de los grupos experimentales.

Nombre del grupo
Modelo I (12 semanas) Modelo II (20 semanas)

Dieta estandar (DE) + grenetina ‘ ‘

Control (CTRL) DE (sin grenetina)

(100 mg/kg)
EHNA Dieta alta en grasa y alta en fructosa AGAF+ Estretozotocina (STZ)
(AGAF) 30mg/kg
EHNA/AA AGAF + AA (4g/kg) AGAF+STZ+ AA
EHNA/FIAA AGAF + FIAA (100 mg/kg) AGAF+STZ + FIAA
AA DE + AA DE + AA

FIAA DE + FIAA DE + FIAA
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6.4 Prueba de tolerancia oral a la glucosa

La prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) se evalud dos dias antes del
sacrificio, mediante un ayuno de 12 hr. Posteriormente se administré una solucion de glucosa
de 2 g/kg de peso por via oral mediante sonda, seguido de la obtencidon de sangre de la vena
lateral de la cola durante 15, 30, 60, 90 y 120 minutos para la evaluacion de los niveles de

glucosa usando un glucémetro Accu-Chek ® performa.

6.5 Determinacion de la resistencia a la insulina.

La muestra sanguinea se recolectd después de la euatanizacion y se centrifugéd a 5000
rpm por 5 minutos para obtener los sueros sanguineos, los cuales se almacenaron a -70 °C
hasta su uso. La concentracion de insulina sérica se determind utilizando el kit Rat Insl
Insulin ELISA (RAB0904, Merck, Darmstadt, Alemania) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Los niveles de glucosa se determinaron con un glucometro Accu-Chek®
performa, previo a un ayuno de 10 h. La RI se evalué mediante el modelo de homeostasis de
la resistencia a la insulina (HOMA-IR) con la siguiente férmula (Antunes et al., 2016; Cacho
et al., 2008):

HOMA-IR = glucosa en ayuno (mmol/L) * insulina en ayuno (mU/L) / 22.5

6.6 Determinacion del perfil lipidico

La muestra sanguinea se recolectd después de la eutanizacion y se centrifugd a 5000
rpm por 5 minutos para obtener los sueros sanguineos, los cuales se almacenaron a -70°C
hasta su wuso. Las concentraciones de colesterol y TG se determinaron
espectrofotométricamente utilizando kits comerciales de SPINREACT® (Girona, Espafia), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de VLDL se obtuvieron

mediante la siguiente formula:
VLDL=Triglicéridos (mg/dL) /5

6.7 Evaluacion histologica de la EHNA.

Las secciones de higado se fijaron en formalina al 4% para la preservacion del tejido,
seguido de una deshidratacion. Después, se introdujeron los tejidos en bloques de parafina
histologica (GOLDEN BELL, p.f. 60-64°C) y se rebanaron con un espesor de 5 uM en un
microtomo (Leica RM2125 RTS). La tincidn se realizé con hematoxilina y eosina (H&E). El

estado de la EHNA se evalu6 utilizando un sistema general de puntuacion de EHNA
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estandarizado para modelos de roedores en base al sistema tradicional de puntuacion de
Kleiner (Liang etal., 2014), quienes determinaron los criterios de puntuacion de
macroestatosis, microestatosis e hipertrofia: 0 (<5%), 1 (5%—-33%), 2 (34%—66%) y 3
(>66%); y la puntuacion de inflamacion: normal (<0,5), leve (0,5-1,0), moderada (1,0-2,0),
grave (>2,0).

6.8 Determinacion de los niveles de DAG.

Se tomo6 1 ml de homogenado de higado, se lavd dos veces con 1 mL de PBS y se
centrifugd a 5000 rpm por 10 min a 4 °C. Los niveles de proteina se determinaron con el
método de Biuret y la concentracion se ajusté a 20 mg/mL en medio PBS. Los niveles de
DAG se determinaron utilizando el kit colorimétrico de ELISA de Aviva System Biology
OKEHO0260, siguiendo las instrucciones del fabricante (Levine et al., 2020).

6.9 Aislamiento de mitocondrias.

Las mitocondrias de higado se aislaron por centrifugacion diferencial (Saavedra-
molina & Devlin, 1997). El higado obtenido después de la eutanizacion se peso y colocd en
medio I que contenia manitol 22 mM, sacarosa 70 mM, MOPS 2 mM y EGTA ImM (pH
7.4). El higado se cort6 en pedazos y se homogeniz6 en un homogeneizador Potter-Elvehjem.
El homogenado se centrifugd a 2000 rpm y se recuperé el sobrenadante que posteriormente
se centrifugd a 7500 rpm. El sobrenadante obtenido se deseché y la pastilla se resuspendid
en ~2 mL de medio II con manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, MOPS 2 mM (pH 7.5), y se
agreg6 80 uL de BSA al 0.2% y se centrifug6 a 9000 rpm. La pastilla se resuspendié en
500 pL del medio I y se almaceno a -70°C. Cada centrifugacion se realizo por 10 minutos a
4 °C. La concentracion de proteina mitocondrial se determind por el método de Biuret

(Gornall et al., 1949).

6.9.1 Medicion del consumo de oxigeno
Se resuspendi6é 1 mg/mL de mitocondrias recién aisladas en un volumen final de 3.3
mL de un buffer de respiracion con KC1 100 mM, HEPES 10 mM, KH>PO4 3 mM y MgCl
3 mM (pH 7.4). Esta solucion se colocd en una camara de vidrio sellada con agitacion
constante. La velocidad de consumo de oxigeno se evalud a temperatura ambiente usando un
electrodo de oxigeno tipo Clark acoplado a un monitor bioldgico de oxigeno YSI 5300A y
conectado a una computadora para la adquisiciéon de datos. Los trazos de respiracion se

iniciaron induciendo la respiracion basal con glutamato/malato 10 mM como sustrato
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respiratorio. Después de 90 s se agregd ADP 0.45 mM para inducir el estado fosforilante
(estado 3). En el modelo experimental I la respiracion en estado 4 se indujo con 1.4 ug/ml de
oligomicina a los 180 s de iniciado el trazo. La respiracion fue inhibida en su totalidad con
la adicion de KCN 0.6 mM a los 270 s. En el caso del modelo experimental II el protocolo
se llevo a cabo igual que en el modelo experimental I, excepto que se agrego el desacoplante
CCP 6 uM a los 270 s. Posteriormente, la respiracion se inhibi6 a los 360 s con 6 pg/ml de
antimicina A. El cociente respiratorio (CR) se calcul6 dividiendo la velocidad de respiracion

en el estado 3 entre la velocidad de respiracion en el estado 4 (Ortiz-Avila, et al., 2015).

6.9.2 Determinacion de la oxidacion p de acidos grasos.

La oxidacioén mitocondrial de 4cidos grasos se llevo a cabo por el método descrito por
Turner etal. (2007) con algunas modificaciones. Se resuspendid 1 mg/mL de proteina
mitocondrial en un volumen final de 3.3 mL en una camara de vidrio sellada con buffer
respiratorio. Se agregaron malato 5 mM y palmitoil-carnitina 15 pM y para desacoplar la
respiracion con cianuro de carbonilo-3-clorofenilhidrazona (CCP) 6 uM y se registro el
consumo de oxigeno durante 270 s. Por ultimo, se agregd 6 pg/mL de antimicina A para
descartar el consumo de oxigeno inespecifico. La velocidad de consumo de oxigeno se
determino con un electrodo de oxigeno de tipo Clark acoplado a un monitor de oxigeno Y SI

5300 y a una computadora para la adquisicion de datos.

6.9.3 Potencial de membrana mitocondrial (4y)

El 4y se estimé mediante un ensayo espectrofluorométrico utilizando 30 uM de
safranina O a una Aex de 495 nm y una Aem de 586 nm en un espectrofluorémetro Shimadzu
RF5301PC. Se resuspendi6 1 mg/mLde mitocondrias en una cubeta de cuarzo en un volumen
final de 2 mL de medio respiratorio y se incubaron con safranina O durante 5 min. Se registrd
la fluorescencia basal durante 60 s, se afiadid 10 mM de glutamato/malato para energizar las
mitocondrias y se registraron los cambios en la fluorescencia durante 3 minutos. Finalmente

se desacopld el 4y con 15 uM del desacoplante CCP (Ortiz-Avila et al., 2015).

6.9.4 Determinacion de la actividad del complejo I
Se resuspendieron 0.3 mg/mL de mitocondrias y se incubaron por 2 minutos en 1600
uL de agua destilada para provocar choque osmotico. Después, se incubd por 5 min con 1 pg

de antimicina A 'y de KCN 0.75 mM en 400 ul de buffer 50 mM KH>PO4 (pH 7.6) para un
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volumen final de 2 mL. La actividad del complejo se determin6 utilizando un
espectrofotometro Shimadzu UV-2550. Se agreg6é KsFe (CN)s 2.5 mM y se inici6 el trazo
midiendo la absorbancia durante 300s, en el segundo 60 NADH 1 mM vy se registraron los
cambios en la absorbancia a 340 nm. La tasa de oxidacion del NADH se calcul6 utilizando

el coeficiente de extincion molar de 16.3 mM™! cm™ del NADH (Ortiz-Avila et al., 2015a).

6.9.5 Determinacion de la actividad del segmento del complejo II-111

Se utilizaron 0.3 mg/ml de mitocondrias previamente congeladas y descongeladas en
un volumen final de 1 mL de buffer 50 mM de KH>PO4 (pH 7.6). La mezcla se incub6 durante
5 minutos con KCN 0.75 mM y luego se agreg6 citocromo ¢ oxidado 30 mM. Posteriormente,
se inicid el registro de la absorbancia en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 550
nm. Después de 60 s se agregdé 10 mM de succinato como sustrato y se registrd la absorbancia
durante 120 s. La reaccion se detuvo al agregar 1 pg de antimicina A, un inhibidor del
complejo III. La tasa de reduccion de citocromo c se calcul6 a partir de las pendientes de los
graficos de absorbancia utilizando un coeficiente de extincién molar de 19.1 mM ! x cm™!
para el citocromo c. La reduccidon inespecifica del citocromo ¢ se elimind restando la

actividad enzimatica en presencia de antimicina A y succinato a la actividad estimulada solo

con succinato (Ortiz-Avila, et al., 2015a).

6.9.6 Determinacion de la produccion mitocondrial de ERO

La produccion mitocondrial de ERO se evalud determinando la oxidacion de la sonda
fluorescente diacetato de 2°7 -dihidro dicloro fluoresceina (H2DCFDA), a una Aex de 491 nm
y una Aem de 518 nm, en un espectrofluorometro Shimadzu RF5301PC. Se resuspendieron
0.3 mg/ml de mitocondrias y se incubaron con 1.25 mM de H2DCFDA a 4 °C con agitacion
constante durante 20 minutos en buffer respiratorio con un volumen final de 2 mL.
Posteriormente, la mezcla se transfiridé a una cubeta de cuarzo y se registrd la fluorescencia
basal por 1 minuto. Se agregod glutamato/malato 5 mM como sustrato respiratorio y se registrod
el incremento en la fluorescencia por 10 minutos. Finalmente, se agregd 1.5 pg/ml de
antimicina A para inhibir el complejo III y aumentar la produccion de ERO y se registro la
fluorescencia por 540 s. Los resultados fueron expresados como unidades arbitrarias de

fluorescencia (UAF)/min x mg de proteina (Ortiz-Avila, et al., 2015a).
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6.10 Analisis de datos

Los resultados se expresan como el promedio + error estindar de al menos tres
experimentos independientes. Las significancia estadistica de las diferencias entre las medias
de los diferentes grupos experimentales se determindé mediante analisis de varianza
(ANOVA). El andlisis post hoc se realizdé mediante el método de Holm-Sidak considerando
una p>0.05. Para la comparacion entre dos medias se utilizo la prueba de T de Student.

Programa Sigma Plot v14.5 (Inpixon, Palo Alto, CA, EE.UU.).

6.11 Aspectos Eticos

Los experimentos con animales fueron aprobados la Comisién de Etica en la
Investigacion, Investigacion y Bioseguridad (CEIIB) y por el Comité Interno para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio del Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas

(CICUAL-IIQB).
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VII. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion del aceite de aguacate y su fraccion insaponificable

Se identifico la composicion de acidos grasos presente en el AA mediante
cromatografia de gases acoplada a masas (Tabla 1), y se observo que el principal acido graso
fue el C18:1 con un 59%, seguido del C18:2 con un 16.5%, ademas de la presencia de acidos

grasos saturados como el C16:0 con un 15.7%.

Tabla 1. Identificacion de acidos grasos en el AA mediante cromatografia de gases acoplada
a masas.

Ac. grasos Proporcion relativa (%)
C18:1 59
C18:2 16.5
C16:0 15.7
Clé6:1 5.4
C18:0 1.3
Otros acidos grasos 2.1
Total 100

Se analiz6 la FIAA mediante cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria
de masas (Tabla 2) y se encontrd la presencia de una variedad de compuestos alifaticos

saturados dentro que los que destacan el undecano, dodecano y tridecano.
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Tabla 2. Identificacion de compuestos en la FIAA mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrofotometria de masas.

Nombre del compuesto Proporcion relativa (%)
Decano 7.65
4-Metildecano 2.87
2-Etil-1-hexanol 6.68
2-Ciclohexildecano 1.89
Tridec-2-en-1-ol 4.05
Undecano 19.55
1-Metildecahidronaftaleno 4.65
6-Metilundecano 1.44
2-Decanona 4.56
Dodecano 17.187
2,6-Dimetilundecano 6.612
2,3,7-Trimetiloctano 4.795
Tridecano 11.848
Tetradecano 2.82

De manera complementaria, se llevo a cabo la caracterizacion de la FIAA mediante
ionizacidon por electrospray (Tabla 3). Esta técnica se utiliza para la identificacion de
compuestos de alto peso molecular. Se identificaron seis compuestos heterociclicos
aromaticos que contaban con diversos grupos funcionales. EI compuesto 1 es un terpenoide
modificado con una estructura quimica compleja de multiples grupos metilo. El compuesto
2, es un glucodsido iridoide que presenta dos heterociclos y multiples grupos hidroxilo. El
compuesto 3 es una benzofuranona que presenta una estructura quimica muy parecida al
compuesto 2, con presencia de dos heterociclos y multiples grupos hidroxilo, pero con
diferente disposicion espacial. El compuesto 4 es un derivado de la xantona, altamente

funcionalizado, con diversos grupos metoxi un par de grupos metilo y un hidroxilo. El
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compuesto 5 es un triterpenoide aromatico, formado por un anillo bencénico y 20 atomos de
carbono, a partir de unidades de isopreno. El compuesto 6 es un diéster de cadena larga de

un derivado de piranosa.

Tabla 3. Identificacion de compuestos en la FIAA mediante ionizacidn por electrospray.

N° Peso Nombre Estructura
molecular
1 351.2291  3,7-Dimetil-6-
(5,5,8,8-
tetrametil-
5,6,7,8-
tetrahidro-

naftaleno-2-il)-
octa-2,4,6-acido
trienoico

2 333.1565 Glurésido

3 359.1921 Loliolida B-D-
glucopiranosido

Ho™ “oH
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4

5

6

415.137

485.3381

573.4388

Yaxantona

Tangeraxantina

[3-
Dodecanoiloxi-
2-etoxi-5-
hidroxi-6-
(hidroximetil)
oxan-4-il]
dodecanoato

HC
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Figura 1. Efecto del AA sobre la RI en el Modelo I. Los datos se presentan como el X + e.e
(n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos para b) y vs EHNA para
¢) (p<0,05 ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

Se evalud el metabolismo de la glucosa mediante una PTOG en los diferentes grupos
experimentales. En la Figura 1a se observa que todos los grupos iniciaron con niveles basales
de glucosa por debajo de los 100 mg/dL y finalizaron con ~90mg/dL. El grupo CTRL alcanzo6
su pico mas alto de glucosa circulante a los 30 minutos con ~120 mg/dL, en tanto que el
grupo EHNA alcanz6 su pico mas alto a los 15 minutos con ~200 mg/dL y se mantuvieron
entre los 30-60 minutos de manera sostenida con ~140 mg/dL. El grupo EHNA/AA alcanz6
su pico mas alto a los 30 minutos con ~140 mg/dL, por debajo del grupo EHNA. El grupo de
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AA presentd un comportamiento similar al grupo CTRL. En la Figura 1b se visualiza el area
bajo la curva (ABC) obtenida a partir de las curvas de la Figura la, lo cual confirmé que el
ABC del grupo EHNA es un ~20% mayor al CTRL. No obstante que el grupo EHNA/AA no
present6 diferencia significativa con respecto al grupo EHNA, si se present6 una tendencia a
la baja en el grupo tratado con el AA debido a la disminucion en los niveles de glucosa en los
minutos 15 y 60. El grupo AA no tuvo una diferencia significativa con respecto al CTRL, lo
que corresponde al comportamiento que se muestra en la PTOG. En la Figura 1¢ se muestran
los resultados de la evaluacion de la RI mediante el calculo del HOMA-IR. Se confirmo que
el grupo EHNA tuvo una RI ~20% mayor que el grupo CTRL. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas n la RI entre el grupo EHNA/AA y el grupo EHNA, aunque
de nuevo se observd una tendencia a la baja en el primer grupo. Asimismo, no se observaron

diferencias entre el grupo AA'y el grupo CTRL.
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Figura 2. Efecto de la FIAA sobre la RI en el Modelo 1. Los datos se presentan como X +
e.e (n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos para b) y vs EHNA
para c) (p<0,05ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

En la Figura 2a se presentan los efectos del tratamiento con la FIAA, en donde se
observo que de manera similar a los grupos tratados con AA todos los grupos inician con
niveles basales de glucosa de por debajo de los 100 mg/dL y finalizan con niveles de glucosa
de ~90mg/dL. El grupo EHNA/FIAA alcanzo su pico mads alto a los 30 minutos con ~140
mg/dL, por debajo del grupo EHNA. El grupo FIAA presenté un comportamiento similar al
grupo CTRL. En la Figura 2b se visualiza el ABC, en la que se observa que el ABC del grupo
EHNA/FIAA es un ~20% menor al grupo EHNA. El grupo FTAA tuvo un comportamiento
similar al grupo CTRL. En la Figura 2c se observo que el grupo EHNA/FIAA present6 una
RI un ~20% menor con respecto al grupo EHNA.
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7.2.2 Efecto del AA y la FIAA sobre la fosforilacion oxidativa
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Figura 3. Efecto del AA y la FIAA sobre la fosforilacion oxidativa en Modelo I. Los datos
se presentan como el X £ e.e (n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa vs
EHNA (p<0,05 ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

Se midié el consumo de oxigeno utilizando glutamato/malato como sustrato en
mitocondrias hepdticas. En la Figura 3a se muestra la respiracion mitocondrial en estado 3
(fosforilante) y estado 4 (basal). Se observé que la respiracion de los estados 3 y 4 del grupo
EHNA disminuy6 ~50% con respecto al CTRL. La respiracion en estado 3 del grupo
EHNA/AA y EHNA/FIAA fue mayor respecto al grupo EHNA. Este mismo efecto se
observo con la respiracion en estado 4 pero solo en el grupo EHNA/FIAA. En el caso de los
grupos AA y FIAA, la respiracion en los estados 3 y 4 disminuy6 un ~50% con respecto al

CTRL.

En la Figura 3b se observan los resultados del CR, donde se observa que la
fosforilacion oxidativa del grupo EHNA disminuy6 ~30% con respecto al CTRL. En cuanto
al grupo EHNA/AA, la fosforilacion oxidativa se vio restablecida alcanzando un CR ~7,
similar al CR del grupo CTRL, valor que fue superado por el grupo EHNA/FIAA con un CR
de ~12. En contraste, los grupos AA y FIAA presentaron valores de CR similares al grupo
EHNA, lo que es resultado de una disminucion en la respiracion en los estados 3 y 4

observada en esos grupos.
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Figura 4. Efecto del AA y la FIAA sobre el potencial de membrana en Modelo I. Los datos se
presentan como X *+ e.e (n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos
(p<0,05ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

Se evaluaron los efectos del AA y la FIAA en el 4 utilizando glutamato/malato como
sustrato respiratorio. En la Figura 4a se puede observar que el 47 del grupo EHNA disminuy6
~50% con respecto al CTRL. El grupo EHNA/AA no mostrdé mejora en el 4% con respecto
al grupo EHNA pero si lo hizo en el grupo EHNA/FIAA, alcanzando un aumento del 4¥ de
~50 %. En el caso de los grupos AAy FIAA, el 4¥ disminuy6 un 30% con respecto al CTRL.

En la Figura 4b se visualizan trazos representativos del 4.
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Figura 5. Efecto del AA y la FTAA sobre la actividad del complejo I y el segmento de los
complejos II-III en el Modelo 1. Los datos se presentan como el X + e.e (n=4). Letras
diferentes indican diferencia significativa vs EHNA (p<0,05 ANOVA, prueba post hoc de
Holm-Sidak).

En la Figura 5a se observa una disminucion de la actividad del complejo I del grupo
EHNA de hasta 4 veces con respecto al grupo CTRL. Los grupos EHNA /AAy EHNA/FIAA
experimentaron un aumento en la actividad del complejo I de ~70% con respecto al grupo
EHNA. De manera inesperada, los grupos AA y FIAA tuvieron una actividad de complejo |
de menos de 50% con respecto al grupo CTRL. En la Figura 5b se observan los resultados
de la actividad del segmento del complejo II-III de la CTE. Se observo una disminucion de
la actividad del segmento del complejo II-III del grupo EHNA de ~50% con respecto al grupo
CTRL. Esta actividad mejoro notablemente en el grupo EHNA/FIAA con respecto al grupo
EHNA. En contraste, el grupo EHNA/AA mostrd una actividad abatida del segmento del
complejo II-III. Asimismo, los grupos AA y FIAA mostraron una actividad disminuida del

segmento del complejo II-III con respecto tanto al CTRL como al grupo EHNA.
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7.2.5 Efecto del AA y la FIAA sobre la produccion mitocondrial de ERO
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Figura 6. Efecto del AA y la FIAA sobre las ERO en Modelo 1. Los datos se
presentan como X =+ e.e (n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa vs
CTR (p<0,05 ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

Se evalu6 la produccion de ERO de las mitocondrias hepaticas. En la Figura 6 se
observa que los niveles de ERO no son diferentes entre los grupos EHNA, CTRL, EHNA/AA
y EHNA/FIAA. En contraste con los grupos AA y FIAA que mostraron un aumento de ~50%
con respecto al CTRL.
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7.3 Modelo experimental 11

7.3.1 Efecto del AA 'y la FIAA sobre tolerancia oral a la glucosa y la RI
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Figura 7. Efecto del AA sobre la RI en Modelo II. Los datos se presentan como X + e.e (n=4).
Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p<0,05 ANOVA, prueba post

hoc de Holm-Sidak).
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En la Figura 7a se presenta el efecto del AA en la tolerancia oral a la glucosa y la

resistencia a la inulina en ratas con EHNA con hiperglucemia. Se observa que los grupos

CTRL y EHNA/AA inician con niveles basales de glucosa de ~90 mg/dL y finalizan en ~100

mg/dL a los 120 minutos. El grupo EHNA inici6 con niveles basales de ~150 mg/dL,
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alcanzando su pico mas alto a los 15 minutos con ~250 mg/dL. La Figura 7b muestra el ABC

de las curvas de la Figura 7a, confirmando que el grupo EHNA tiene una menor tolerancia a

la glucosa que el grupo CTRL y que esto fue prevenido en el grupo EHNA/AA. En la Figura

7¢ se muestran los resultados de la evaluacion de la RI, donde se observa que el grupo EHNA

presenta un aumento en la RI del ~80% con respecto al CTRL. Por otro lado, los grupos

EHNA/AA y AA muestran un comportamiento similar al grupo CTRL.
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Figura 8. Efecto de la FIAA sobre la RI en Modelo II. Los datos se presentan como X =+ e.e
(n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa entre todos los grupos (p<0,05
ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).
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En la Figura 8a se presenta el efecto de la FIAA en la tolerancia oral a la glucosa. Los
grupos CTRL, EHNA y EHNA/FIAA inician con niveles basales de ~90 mg/dL. En contraste,
el grupo EHNA inici6 con niveles basales de ~150 mg/dL, alcanzando su pico mas alto a los
15 minutos con ~250 mg/dL. La Figura 8b muestra el ABC de las curvas de las Figura 8a, la
cual muestra que no hay diferencia entre los grupos FIAA y CTRL, mientras que tampoco
hubo diferencias significativas entre los grupos EHNA/FIAA y EHNA, pero hubo una
tendencia a la baja en el grupo EHNA/FIAA debido a la disminucion de los niveles de glucosa
en el minuto 15 y 60. En la Figura 8c se muestran los resultados de la evaluaciéon de la RI.
Se observa que el grupo EHNA presentd un aumento en la RI del ~80% con respecto al grupo
CTRL. En contraste, los grupos EHNA/FIAA y FIAA muestran un nivel de RI similar al
grupo CTRL.

7.3.2 Efecto del AA y la FIAA sobre la fosforilacion oxidativa
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Figura 9. Efecto del AA y la FIAA sobre la fosforilacion oxidativa en Modelo II. Los datos se
presentan como X = e.e (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos vs

EHNA (p<0,05 ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

En la Figura 9a se muestran los resultados de la respiracion mitocondrial en estados
3 y 4. Se observd que la respiracion en estado 3 del grupo EHNA disminuy6 ~50% con
respecto al CTRL, mientras que no hubo diferencia respecto al estado 4. En contraste, los
grupos EHNA/AA y EHNA/FIAA mostraron un restablecimiento de la respiracion en estado

3 y un aumento de ~10% en el estado 4. Los grupos AA y FIAA mostraron un aumento en
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Potencial de membrana mitocondrial
(u.a. fluorescencia)

ambos estados respiratorios de ~20% con respecto al CTRL. Los valores de CR se muestran
en la Figura 9b, en donde se observa que la fosforilacion oxidativa del grupo EHNA
disminuy6 ~50% con respecto al CTRL. De manera notable, el CR de los grupos EHNA/AA
y EHNA/FIAA alcanzaron valores cercanos al CTRL.

7.3.3 Efecto del AAy la FIAA sobre el potencial de membrana
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Figura 10. Efecto del AA y la FIAA sobre el potencial de membrana en Modelo II. Los datos se
presentan como X + e.e (n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa vs CTRL (p<0,05
ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

Se evalu6 el 4% mitocondrial utilizando glutamato/malato como sustrato respiratorio
(Figura 10a). Se observo que el grupo EHNA tuvo una tendencia a la baja del 4% del ~ 50%
con respecto al CTRL. Los grupos EHNA/AA y AA no tuvieron diferencia significativa. Los
grupos EHNA/FIAA y FIAA disminuyeron su 4% ~50% con respecto al CTRL. En la Figura

10b se observan los trazos representativos.
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7.3.4 Efecto del AA y la FIAA sobre la produccion mitocondrial de ERO

14

1.2

1.0

0.8 -

0.6

A
i

04 -

Produccion de ERO en higado
(u.a. fluorescencia)

0.2 +

0.0

T
CTRL FIAA AA EHNA EHNA/FIAA EHNA/AA

Figura 11. Efecto del AA y la FIAA sobre las ERO en Modelo II. Los datos se presentan
como X + e.e (n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa entre todos los grupos
(»<0,05 ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

Se evaludé la produccion de ERO de las mitocondrias hepaticas utilizando
glutamato/malato como sustrato. En la Figura 11 se observa que los niveles de ERO de los
grupos FIAA, AA y EHNA/AA no son diferentes con respecto al grupo CTRL. En contraste
con los grupos EHNA y EHNA/FIAA que mostraron un aumento del ~70%.
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7.3.5 Efecto del AA y la FIAA sobre la oxidacion f de acidos grasos
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Figura 12. Efecto del AA y la FIAA sobre la oxidacion 3 de acidos grasos en Modelo 1.
Los datos se presentan como X + e.e (n=3). Se realizaran pares usando la prueba ¢ de
Student: *p<0,05 vs grupo CTRL; **p<0,05 vs grupo EHNA; $p<0,05 vs grupo FIAA;
#p<0,05 vs grupo CTRL.

Se determino la tasa de oxidacion B de acidos grasos evaluando el consumo de
oxigeno de las mitocondrias de higado tras la adicion de acido palmitico como sustrato. En
la Figura 12 se observa que el grupo el grupo FIAA mostro un incremento de ~50% en el
consumo de oxigeno en comparacion con el grupo CTRL. En contraste, el grupo EHNA
exhibi6 una reduccion del ~20% respecto al grupo FIAA. Los grupos AA y EHNA/AA no
mostraron diferencia con el grupo EHNA. El grupo EHNA/FIAA mostro una disminucién

del consumo de oxigeno de ~10% con respecto al grupo EHNA.
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7.3.6 Efecto del AAy la FIAA sobre los niveles hepaticos de DAG
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Figura 13. Efecto del AA y la FIAA sobre los niveles de DAG en Modelo II. Los datos se presentan
como X £ e.e (n=3). Se realizaran pares usando la prueba ¢ de Student: *p<0,05 vs grupo CTRL;
*#p<0,05 vs grupo EHNA; #p<0,05 vs grupo CTRL; ##p<0,05 vs grupo CTRL;

Se observo en el grupo EHNA un aumento en los niveles de DAG de un 70% con
respecto al CTRL (Figura 13). El DAG disminuy6 unicamente de manera significativa en un
20% en el grupo EHNA/AA con respecto al grupo EHNA, mientras que solo se presentd una
tendencia a disminuir en el grupo EHNA/FIAA. Se observo también un incremento en los

niveles de DAG en los grupos AAy FIAA.
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7.3.7 Efecto del AAy la FIAA sobre el perfil lipidico

Colesterol (mg/dL)

-
B
o

-

N

o
L

-

(=1

o
L

[e-]
(=]
L

60

40 4

20

He

He

CTRL

FIAA

b)

cd

VLDL (mg/dL)

EHNA EHNA/FIAA EHNA/AA

40

c)

30

20 1

Ho

ad

cd

T T
CTRL FIAA AA EHNA EHNA/FIAA EHNA/AA

C'ILRL Fhll\A AA EHNA EHNA/FIAA EHNA/AA

Figura 14. Efecto del AA y la FIAA sobre el perfil lipidico en Modelo II. Los datos se presentan
como X * e.e (n=4). Letras diferentes indican diferencia significativa entre todos los grupos (p<0,05
ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

En la Figura 14a se observa que los niveles de colesterol en el grupo EHNA
aumentaron un 40% con respecto al CTRL y esto fue prevenido en los grupos EHNA/FIAA
y EHNA/AA. Los niveles de colesterol en los grupos AA y FIAA fueron similares respecto
a los del grupo CTRL. En la Figura 14b se observé que los niveles de TG en el grupo EHNA
incrementaron un 50% con respecto al grupo CTRL y esto fue prevenido parcialmente en los
grupos EHNA/AA y EHNA/FIAA, mientras que no hubo cambios en los niveles de TG de
los grupos AA y FTAA. En la Figura 14c se observd que los niveles de VLDL mostraron un
patrdn similar al de los niveles de TG (Figura 14b).
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7.3.8 Efectos del AAy la FIA en histologia hepatica de ratas con
EHNA

Figura 15. Efectos del AA y la FIAA en el desarrollo de la EHNA en Modelo II. Cortes
histologicos de higados tefiidos con hematoxilina y eosina de higados. Las iméagenes se tomaron
con un aumento de 10X, mientras que las imagenes en los recuadros se amplificaron con un
aumento de 20X. Las flechas negras indican la presencia de esteatosis; las flechas negras
punteadas indican la presencia de infiltrados inflamatorios; los circulos indican la presencia de

hialina de Mallory. Las imégenes son representativas de tres examenes histologicos
independientes.
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Figura 16. Esteatosis e inflamacion hepatica en Modelo II. Los datos se presentan como X + e.e (n=3
campos visuales por grupo). Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos p<0,05

(ANOVA, prueba post hoc de Holm-Sidak).

En la Figura 15 se observan las iméagenes representativas de los cortes histologicos

de los diferentes grupos del modelo experimental II. En el grupo EHNA se visualiza

acumulacion de grasa, infiltrados inflamatorios y hialina de Mallory. Estas alteraciones se

revirtieron en los grupos EHNA/AA y EHNA/FIAA. Los grupos AA y FIAA no mostraron

alteraciones histologicas, mostrando un comportamiento similar al grupo CTRL.
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En la Figura 16 se muestra la cuantificacion del dano histologico. Se observa que el
grupo EHNA alcanzé una esteatosis macrovesicular de grado 2 y una esteatosis
microvesicular de grado 3, acompafiada de una inflamacién de grado 3. Estas alteraciones se
revirtieron con la administracion de AA y FIAA, ya que la esteatosis macrovesicular y
microvesicular se redujo a grado 0, con inflamacion leve. Los grupos unicamente

administrados con AA y FIAA respectivamente presentaron un comportamiento similar al

CTRL.

VIII. DISCUSION

Se ha mostrado un creciente interés cientifico respecto al uso del AA debido a su perfil
lipidico y a la presencia de diversos fitoquimicos que le confieren propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y protectoras frente a diversas enfermedades metabodlicas (Cervantes-Paz
& Yabhia, 2021; Flores etal., 2019). En este estudio, se identificaron los acidos grasos
presentes en el AA comercial (Tabla 1) y se confirmé que el C18:1 es el &cido graso
mayoritario, representando el 59% del total de acidos grasos, lo cual esta dentro del rango
establecido por la Comision del Codex Alimentarious/FAO/OMS, (1999) para el AA, y que
se relaciona con lo previamente reportado por nuestro grupo de trabajo (Ortiz-Avila et al.,
2015a). Estos resultados validan que el aceite comercial analizado cumple con los estdndares
de calidad y autenticidad establecidos por la Norma Mexicana NMX-F-811-SCFI-2021
(Secretaria de Economia, 2021). Respecto a la FIAA, se identificaron compuestos
minoritarios, dentro de los cuales algunos de ellos habian sido anteriormente reportados y
otros fueron identificados por primera vez como parte de la FIAA (Tablas 2 y 3), de los
cuales destacan compuestos alifaticos saturados tales como el undecano, el dodecano y el
tridecano, reportados previamente en cuatro variedades de aguacate mediante cromatografia
de gases acoplada a masas (Younis et al., 2022) y que a pesar de ser hidrocarburos, poseen
efectos biologicos. Por ejemplo, el undecano, compuesto que se encuentra principalmente
en el aceite de semilla de S. verbenaca y en el aceite del fruto de D. guineense, posee efectos
antiinflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores, asi como actividad antioxidante y de
quelacion de metales (Baky et al., 2021; Choi et al., 2020). Ademas, se ha reportado que el
undecano y el dodecano presentes también en el alga roja L. caspica exhiben propiedades

antioxidantes, anticancerigenas y antibacterianas (Moshfegh et al., 2019).
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También se encontraron compuestos de alto peso molecular como la loliolida B-D-
glucopirandsido, molécula cuya estructura quimica sugiere una posible relaciéon con las
benzofuranonas, en particular con las 3H -benzofuran-2-onas, una clase significativa de
moléculas heterociclicas ampliamente presentes en la naturaleza, que consisten en un anillo
de benceno fusionado con un anillo de furan-2-ona, que exhibe propiedades antioxidantes de
eliminacion de radicales libres y antiinflamatorias, asi como la inhibicion de la expresion de
la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Miceli et al., 2018), lo cual podria estar relacionado
también con el efecto en la disminucion de las ERO por parte del AA en el higado de ratas
en el modelo Il de EHNA con hiperglucemia. Ademas, se identificé la yaxantona, un derivado
de las xantonas, que se caracterizan por exhibir actividad bioldgica y medicinal, entre las que
destacan la actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y antidiabética (Tang
et al., 2019). Esto ultimo podria estar asociado a la disminucion de los niveles de glucosa por
parte del AA y la FIAA en ambos modelos. La tangeraxantina, otra de las moléculas
identificadas, es un carotenoide cuya estructura quimica se podria relacionar con la
astaxantina. Esta ultima molécula mejora el dafno hepatico y la disfunciéon mitocondrial en la
ETHNA (Sayuti et al., 2023). Por lo tanto, la tangeraxantina podria estar asociada con el
efecto benéfico sobre la fosforilacion oxidativa y CTE por parte del AA y la FIAA. En
consecuencia, los compuestos identificados posicionan a la FIAA como una fuente de alto

potencial bioactivo (Sorrenti et al., 2023).

De manera sorprendente, no se detectaron algunos compuestos bioactivos reportados
previamente en el AA tales como los fitoesteroles (Yuan et al., 2019). Esta ausencia podria
atribuirse a las condiciones de extraccion de la FIAA por la labilidad de dichos compuestos
a temperaturas entre 100-180 °C (Berasategi et al., 2012), y a la utilizaciéon del hexano
(solvente altamente polar) como solvente de extraccion, lo que favorecio la presencia de
compuestos altamente liposolubles como los carotenoides y los hidrocarburos. Como
perspectiva, se podrian evaluar mezclas de solventes organicos para realizar extracciones
secuenciales que permitan una mejor separacion de cada uno de los compuestos presentes en
la FIAA. No obstante lo ausencia de los fitosteroles, los resultados obtenidos destacan el
papel de los compuestos minoritarios detectados por nosotros en los efectos del AA. Ademas,

se debe resaltar que lo efectos detectados no dependen de la presencia del C18:1, al cual se
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le han atribuido la gran mayoria de los efecto benéficos del AA (Ortiz-Avila et al., 2015a,
Ortiz-Avila et al., 2015b, Ortiz-Avila et al., 2017, Garcia-Berumen et al., 2022).

En cuanto a los modelos biologicos, se logrd establecer de manera satisfactoria un
modelo que reproduce las condiciones metabodlicas asociadas a la prediabetes (Modelo 1), la
cual es una condicién que afecta a un gran numero de la poblacion (Basto-Abreu et al., 2023)
y que ha cobrado gran relevancia en los tltimos afios, en donde se destaca un estado de RI,
aunque sin hiperglucemia, estd asociado al desarrollo de EHNA (Gastaldelli & Cusi, 2019).
Se ha reportado que aunque los niveles de glucosa pueden mantenerse dentro de rangos
normales en la EHNA pero con un indice HOMA-IR elevado, lo que indica RI (Taharboucht
et al., 2020). Esto implica que la insulina no puede ejercer su accidon sobre el receptor de
insulina, lo que genera a su vez niveles elevados de glucosa en sangre, sobre todo después de
una ingesta de glucosa, tal como como ocurre en la prueba de tolerancia oral, en la que el
grupo de EHNA del Modelo I, alcanzé niveles de glucosa séricos de hasta 250 mg/dL a los
15 y 60 minutos tras la ingesta, disminuyendo gradualmente y hasta alcanzar niveles
inferiores a 100 mg/dL al minuto 120. Este descenso podria atribuirse a un mecanismo
compensatorio del pancreas ante una carga de glucosa, desencadenando una respuesta mayor
de la secrecion de insulina para restablecer la glucemia (Siddiqui et al., 2015), asi como a la
captacion de glucosa por parte de tejidos periféricos como el musculo esquelético y tejido
adiposo, favoreciendo asi una disminucion en los niveles de glucosa (Dimitriadis et al., 2021;

Honka et al., 2018).

Asimismo, se logré establecer un modelo de EHNA con hiperglucemia (Modelo 1I),
el cual presentd RI y niveles basales de glucosa en sangre mayores a 150 mg/dL y picos de
glucosa postprandial de hasta 270 mg/dL, finalizando a los 120 minutos en 120 mg/dL, que
aunque representan valores elevados de acuerdo a lo reportado por OMS & FID (2006), se
encuentra por debajo de los niveles basales, indicando una hipoglucemia posprandial,
comportamiento previamente observado en pacientes con EHNA con DM2 previa
desconocida en una prueba de tolerancia oral de 3 horas (Morio et al., 2017). Una de las
explicaciones fisiologicas para este fenomeno es la supresion transitoria de la
gluconeogénesis hepatica inducida por la hiperinsulinemia del pancreas ante una carga de

glucosa, lo que se relaciona con lo reportado por DeFronzo et al. (1983), quienes demostraron

71



que la administracion de insulina en presencia de hiperglucemia reduce significativamente la
produccion endégena de glucosa en humanos, efecto atribuido principalmente a la inhibicion
de la gluconeogénesis y glucogenolisis hepaticas. De la misma forma que se menciond en el
Modelo I, la captacion de glucosa por parte de los tejidos periféricos persiste, aunque de
forma menos eficiente, lo que concuerda con un estudio realizado por Ishino et al. (2017),
que con un modelo de DM2 con ratas Wistar obesas, demostrd que, aunque la captacion basal
de glucosa estaba reducida en comparacion con ratas control, la administracion de insulina
seguia siendo capaz de estimular la captacion de glucosa en el misculo esquelético y el tejido
adiposo, aunque con una respuesta atenuada. De manera favorable, en ambos modelos
experimentales, los grupos EHNA/AA mostraron un efecto hipoglucemiante con mejora de
la RI. Este efecto se atribuye principalmente al C18:1, efecto documentado en la literatura
por Brehm et al. (2009); Lerman-Garber et al. (1994), en donde se reporta un mejor control
glucémico de individuos con DM2 tratados con dietas enriquecidas en AGM procedentes de
fuentes ricas de C18:1 como el aguacate y el aceite de oliva, observandose una mejora
significativa en el perfil glucémico. Ademas, se ha demostrado que la suplementacion
prolongada con AA comercial reduce la hiperglucemia en ratas con DM2, atribuyendo el
efecto a su contenido de C18:1 (Ortiz-Avila et al., 2017). Adicionalmente, en un modelo de
prediabetes con ratas hereditariamente hipertrigliceridémicas (HHTg), la suplementacion

individual con C18:1 y C16:0 mejoro la sensibilidad a la insulina (Miklankova et al., 2022).

Se comprobo en los grupos EHNA/FIAA un efecto hipoglucemiante en ausencia de
los &cidos grasos, lo que resulta trascendental ya que esto sugiere que los componentes de la
FIAA son responsables de la modulacion de los niveles de glucosa. Dentro de los compuestos
identificados en la FIAA, este efecto se podria asociar a la yaxantona (Pinto et al., 2005), ya
que se ha reportado que algunas xantonas son capaces de modular vias metabolicas
implicadas en el control de la glucosa, entre ellas la mejora de la sensibilidad a la insulina,
mediante una inhibicidon competitiva con el DAG por los dominios regulatorios de la proteina
quinasa C épsilon (PKC-¢), una isoforma asociada a la RI que al unirse con la yaxantona se
inhibe su activacion, lo que se traduce con una menor interferencia sobre el receptor de

insulina y sobre pasos posteriores de la cascada de sefializacion.
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De manera favorable, los grupos control administrados con AA y FIAA no mostraron
efecto sistémico de incremento sobre los niveles de glucosa sanguineos ni sobre la RI, lo que
indica que en condiciones fisioldgicas normales, los compuestos bioactivos del AA y la
FIAA, no alteran el metabolismo de la glucosa ni la secrecion de insulina. Esto contrasta con
los resultados de un metaanalisis donde se investig6 el efecto de la ingesta del aceite de oliva
extra virgen sobre los pardmetros glucémicos en comparacion con un grupo control, el cual
encontro efectos hipoglucemiantes prometedores pero sin evidencia significativa de que su

consumo afecte la homeostasis de la glucosa (Dehghani et al., 2021).

Por otra parte, el grupo de EHNA del Modelo II mostr6 una alteracion en el perfil
lipidico, lo que se tradujo en un aumento significativo en los niveles plasmaticos de
colesterol, TG y VLDL (Figura 14), lo cual es consistente con estados de RI (Parekh &
Anania, 2007), ya que la insulina es una hormona clave no solo en la regulacion de la
homeostasis de la glucosa, sino también en el metabolismo lipidico hepatico; la insulina
inhibe la lipdlisis en el tejido adiposo, lo que disminuye la liberacion de AGL hacia el higado
y favorece la esterificacion de TG. No obstante, en estados de RI, tal como ocurre en la EHNA
y la DM2, el higado mantiene una elevada sintesis y exportacion de TG, contribuyendo
también a la hiperlipidemia (Kitade et al., 2017; Malhotra et al., 2020; Tomizawa et al.,
2014). Dicho aumento en los niveles de TG y VLDL fue reducido en los grupos EHNA/AA
y EHNA/FIAA sin diferencia significativa entre ambos grupos, lo que sugiere que los
compuestos bioactivos presentes en la FIAA poseen el efecto hipolipemiante del AA.
Ademas, los grupos administrados solo con AA y FIAA no presentaron alteracién en el
metabolismo de los lipidos plasmaticos, lo que corresponde con lo reportado por Gorinstein
et al., (2002), quienes observaron que una suplementacion con aceite de oliva por 4 semanas
en ratas Wistar macho adaptadas a dietas sin colesterol, no altera el metabolismo lipidico, por
el contrario, favorecio6 a la mejora en el perfil lipidico. En contraste, Pedersen et al., (2000),
reportaron que la suplementacion con aceite de oliva por 3 semanas en un grupo de jovenes
sanos incrementd los niveles de LDL comparacion con las dietas ricas en aceite de colza y
aceite de girasol, lo que sugiere una alteracion por parte del aceite de oliva en el metabolismo

de los lipidos y por lo tanto un cuidado especial en su uso/consumo.
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De manera consistente con el perfil metabolico observado en el grupo EHNA del
Modelo II, el andlisis histologico hepatico reveld alteraciones estructurales significativas que
incluyen, esteatosis microvesicular y macrovesicular con presencia de infiltrados
inflamatorios y cuerpos de hialina de Mallory (Figuras 15 y 16), lo que sugiere una lesion
hepatocelular asociada a procesos de estrés oxidativo y activacion de muerte celular, todos
ellos caracteristicos de etapas avanzadas de la EHNA (Liang et al., 2014). En contraparte, las
alteraciones histologicas fueron atenuadas en los grupos de EHNA/AA y EHNA/FIAA, lo
que sugiere un efecto hepatoprotector, que es consistente con lo reportado por Garcia-
Berumen et al., (2022), quienes observaron un efecto similar tras la administracion de AA
en un modelo de EHNA, atribuible a la accion conjunta de diversas moléculas bioactivas que
incluyen el C18:1, carotenoides, fitoesteroles, clorofilas y tocoferoles, resaltando la
participacion del B-sitosterol. Sin embargo, la preservacion de este efecto en la FIAA, sugiere
que podria estar mediado por compuestos como la liolida B-D-glucopiranosido, la yaxantona,
la tangeraxantina, y los hidrocarburos saturados, los cuales exhiben propiedades
antioxidantes de eliminacion de radicales libres y antiinflamatorias. Estos resultados
fortalecen la hipotesis de que la FIAA representa una fuente prometedora de compuestos
hepatoprotectores, con potencial aplicable en el manejo de la EHNA. No obstante, ain queda

por dilucidar el efecto individual de cada componente mencionado sobre dicho modelo.

En concordancia con los resultados anteriores, el grupo EHNA del Modelo II mostro
un aumento significativo en los niveles de DAG (Figura 13), molécula que interfiere con la
sefalizacion de la insulina mediante la activacion de la PKC, lo que contribuye al desarrollo
de resistencia a la RI (Cortés-Rojo et al., 2020). Los niveles de DAG hepatico disminuyeron
significativamente en el grupo de EHNA/AA, pero no en el grupo EHNA/FIAA, por lo que
estos resultados se relacionan con lo reportado por Gupta et al. (2010), quienes observaron
en ratas Sprague-Dawley con DM2 alimentadas con una dieta alta en grasa durante 24
semanas, la disminucion de genes relacionados con la transduccion de senales de insulina,
como la diacilglicerol quinasa eta (Dgkh), la proteina tirosina fosfatasa, receptor tipo T
(ptprt), la proteina tirosina fosfatasa, receptor tipo M (ptprm), la proteina tirosina fosfatasa,
receptor tipo D (ptprd) y la proteina de transferencia de fosfatidil ionositol, y citoplasmatico
(pitpncl), que son los elementos principales de la via de la fosfatidilinositol-4-fosfato quinasa

(PI3 quinasa), por lo que se ha sugerido que la activacion de la PKC épsilon regula
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negativamente la actividad de la diacilglicerol quinasa, lo que se refleja en la disminucion de
acido fosfatidico. Por lo anterior en otro estudio por Wada etal.,, (2016), quienes
determinaron que el acido miristico (C14:0), aumenta significativamente la expresion de la
proteina diacilglicerol quinasa delta (DGK &) en miotubos C2C12 de ratdén, que aunque no
se midieron los niveles de DAG, se puede diferir que disminuyen los niveles. A pesar de que
los niveles de DAG hepatico del grupo EHNA/FIAA son similares al grupo de EHNA, estos
niveles parecen no interferir con la sefalizacion de la insulina, ya que este grupo de fraccion
presenté una RI menor. En adicién, los grupos de AA y FIAA mostraron niveles de DAG
hepéatico comparables a el grupo EHNA, lo que indica que bajo condiciones fisioldgicas, los
compuestos bioactivos del AA y la FIAA, modulan vias del metabolismo lipidico, sin
interferir con el perfil bioquimico de lipidos en sangre ni con la sefializacion de insulina, lo
que se relaciona con lo reportado por Jornayvaz et al., (2011), quienes demostraron que los
ratones que sobreexpresan la diacilglicerol aciltransferasa 2 en el higado tienen una respuesta
hepatica a la insulina normal a pesar de la esteatosis hepatica grave y el aumento del
contenido hepatico de TG, DAG y ceramida, lo que demuestra una disociacion entre la
esteatosis hepatica y la resistencia hepdtica a la insulina. En contraste, Li X et al., (2020)
observaron que la mejora en la sensibilidad a la insulina inducida por la forma globular de
adiponectina se acompafié de una reduccion significativa de los niveles de DAG en higado y
musculo esquelético, lo que representa el mecanismo tradicionalmente esperado para
restaurar la sefializacion de la insulina. Por tanto, nuestros resultados sugieren que los
compuestos bioactivos presentes en la FIAA podrian ejercer su efecto beneficioso mediante
mecanismos alternativos a la reduccion de DAG hepatico, lo cual evidencia que no todos los
tratamientos actlian a través de las mismas rutas metabodlicas. En este mismo sentido, aunque
el aumento de los niveles de DAG en el grupo EHNA del Modelo II sugeria una disminucion
en la B-oxidacion de los 4cidos grasos, los resultados mostraron, de forma inesperada, un
incremento en esta via. Este hallazgo puede interpretarse como una respuesta adaptativa del
higado ante la sobrecarga lipidica, como también lo reportaron Sunny et al. (2011), quienes
observaron un aumento compensatorio de la B-oxidacion mitocondrial en ratones C57BL
obesos y resistentes a la insulina alimentados con exceso de lipidos en la dieta durante 16
semanas. Asimismo, diversos estudios han demostrado que, ante un exceso de lipidos

ingeridos, como ocurrié en el grupo EHNA del modelo 1 y II, se activa la biogénesis
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mitocondrial como un mecanismo de adaptacion celular, promoviendo asi una mayor
capacidad oxidativa para mantener el equilibrio energético y reducir la lipotoxicidad
(Begriche et al., 2013; Flachs et al., 2005; Sunny et al., 2011). En contraste, los grupos
EHNA/AA y EHNA/FIAA no mostraron incremento en la B-oxidacion, lo cual es consistente
con los niveles de hepaticos de DAG, y refleja que la respuesta adaptativa del higado ante la
sobrecarga de lipidos se mantiene, sin activarse en exceso pese a la suplementacion con AA
y la FIAA. En los grupos control de AA y FIAA, por otro lado, muestran una actividad de la
B-oxidacién aumentada, que es mas marcada en la FIAA, correlacionando con los niveles de
DAG hepatico. Este sugiere una activacion de PPARa y AMPK inducida por los compuestos
bioactivos del AA y la FIAA en condiciones fisiolégicas normales sin alterar de manera
negativa el perfil lipidico, lo que se puede relacionar con el efecto que tiene el consumo del
C18:1, lo que aumenta la cantidad de C18:1 transportado para su incorporacioén en los
fosfolipidos, lo que, en consecuencia, aumenta la sintesis de oleoil etanolamida, que da como
resultado la activacion de PPAR-a en los adipocitos, lo que promovera la degradaciéon de TG,
la liberacion de AGL y el aumento de la adipolisis (Machado et al., 2025). En contraste, un
estudio indico que el aceite de macadamia, rica en AGM, puede activar AMPK y mejorar el
perfil lipidico en ratones con una dieta rica en grasas (Shuai et al., 2023), dado que el AA
también contiene una alta proporcion de AGM, es plausible que pueda ejercer efectos

similares mediante la activacion de AMPK.

Es importante mencionar que el aumento de la B-oxidacion mitocondrial observada
en el grupo EHNA del Modelo II, se present6 en condiciones desacopladas de la fosforilacion
oxidativa. No obstante, este incremento en la oxidacion lipidica se acompaid de una
disminucion significativa en la fosforilacion oxidativa, evaluada de forma independiente con
sustratos especificos, lo cual refleja una disfuncion mitocondrial asociada a una menor
eficiencia en el acoplamiento entre la cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP.
Este desacoplamiento funcional podria deberse al incremento de intermediarios reductores
como el NADH derivados de la B-oxidacion, asi como al incremento de ERO, fendmenos
comunmente reportados en la progresion de la EHNA (Hughey et al., 2022). Por el contrario,
los grupos EHNA/AA y EHNA/FIAA presentaron una recuperacion parcial de la
fosforilacion oxidativa, sin mostrar un incremento excesivo de la -oxidacion. Este hallazgo

sugiere que tanto el AA como la FIAA podrian modular favorablemente el metabolismo
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energético mitocondrial, restaurando el acoplamiento bioenergético sin inducir un estrés
oxidativo adicional. De manera interesante, en los grupos AA y FIAA del Modelo II, a pesar
de observarse un aumento en la B-oxidacion, no se detectaron alteraciones en la fosforilacion
oxidativa, lo cual indica que la estimulacion de la oxidacién de acidos grasos inducida por
estos tratamientos no compromete la eficiencia del acoplamiento mitocondrial. Estos
resultados respaldan el potencial protector del AA y la FIAA sobre la funcionalidad
mitocondrial en condiciones de estrés metabdlico. Estos resultados contrastan con estudios
previos en modelos de EHNA, donde el incremento en la B-oxidacion se ha asociado de
manera consistente con un deterioro progresivo de la fosforilacion oxidativa y un aumento
en la produccion de ERO, exacerbando el dafio mitocondrial y la inflamacion hepatica
(Begriche et al., 2013; Koliaki et al., 2015). A diferencia de estos reportes, en el presente
estudio, la administracion de AA y FIAA no solo evit6 este efecto adverso, sino que ademas
favorecio el mantenimiento de la funcién mitocondrial incluso en condiciones de alta

actividad oxidativa, lo cual sugiere un papel modulador sobre la homeostasis mitocondrial.

Asimismo, mientras que otros tratamientos antioxidantes han mostrado una
recuperacion parcial de la fosforilacion oxidativa sin modificar la B-oxidacion (Wang et al.,
2019), nuestros resultados indican que el AA y la FIAA pueden inducir un aumento en la
oxidacion de acidos grasos sin comprometer el acoplamiento energético, lo que podria estar
relacionado con la presencia de los compuestos bioactivos identificados como los
hidrocarburos, la yaxantona, la tangeraxantina y la liolida B-D-glucopirandsido previamente
caracterizados en la FIAA. Esta divergencia resalta la importancia de considerar no solo la
capacidad antioxidante de los tratamientos, sino también su influencia directa sobre el

metabolismo energético mitocondrial.

Por otro lado, en el modelo 1, caracterizado por RI sin hiperglucemia, los grupos
EHNA/AA y EHNA/FIAA también exhibieron un aumento en la fosforilacion oxidativa,
siendo este efecto mas marcado en el grupo de FIAA. Este hallazgo sugiere que la FIAA
podria ejercer un efecto mas directo sobre la preservacion del acoplamiento mitocondrial en
fases tempranas de disfuncion metabolica. En contraste, los grupos AA y FIAA del mismo
modelo, mostraron una disminucion significativa en la fosforilacion oxidativa, efecto opuesto

al observado en estos grupos del Modelo II. Este patron diferencial entre modelos resalta la
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importancia del contexto metabolico en la accion de los compuestos bioactivos del AAy la
FIAA, ya que en el Modelo I, sin hiperglucemia, el tratamiento con AA y FIAA en animales
sanos parecio inducir una respuesta adaptativa que disminuye la fosforilacion oxidativa,
posiblemente como un mecanismo de ahorro energético o de reduccion del estrés oxidativo
mitocondrial. En cambio, en presencia de EHNA, tanto el AA como la FIAA contrarrestaron
la disfuncién y restauraron el acoplamiento mitocondrial, siendo mas efectivo el tratamiento
con FIAA. Por el contrario, en el Modelo II, donde existe un entorno de hiperglucemia
persistente, los mismos tratamientos no disminuyeron la fosforilacion oxidativa en animales
sanos, y mas bien conservaron o restauraron la capacidad respiratoria en los grupos EHNA.
Esto sugiere que bajo condiciones de mayor estrés metabolico, los compuestos presentes en
el AAy la FTIAA actian como moduladores positivos del metabolismo mitocondrial, mientras
que en un entorno metabolicamente menos demandante podrian ejercer un efecto regulador
descendente. Estos resultados indican que los efectos del AA y la FIAA no son lineales ni
globales, sino dependientes del estado fisiopatologico del organismo, lo que se relaciona con
lo dicho por Dijk etal. (2012), quienes plantean que el consumo de AGM genera un
regulacion negativa de la fosforilacion oxidativa como consecuencia de la reduccion del

estrés oxidativo.

No obstante, nuestros datos muestran que tanto el AA como su fraccion
insaponificable pueden modular la funcién mitocondrial de manera diferencial, dependiendo
del contexto patologico. Este resultado coincide con lo reportado por Amengual et al. (2011)
quienes investigaron el papel de la enzima mitocondrial f,B-caroteno-9’,10'-dioxigenasa
(BCDO2) en la degradacion de carotenoides como la luteina utilizando modelos de ratones
con deficiencia en BCDO2, observaron que la acumulacion de carotenoides en las
mitocondrias inducia estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial, lo que sugiere que, en
condiciones fisiologicas normales, la luteina puede ser degradada eficientemente por
BCDOQO2, evitando efectos adversos. Sin embargo, en ausencia de BCDO2, la acumulacion
de luteina puede llevar a efectos negativos sobre la funciéon mitocondria, por lo que se destaca
que ciertos carotenoide pueden actuar como reguladores duales del metabolismo
mitocondrial, activandolo en condiciones de disfuncién y atenuidndolo en condiciones

fisioldgicas como un mecanismo de proteccion frente al exceso de produccion de ERO.
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En adicion a estos resultados, la disminucion en la fosforilacion oxidativa de los
grupos EHNA de ambos modelos es consistente con la reduccion de las tasas de respiracion
mitocondrial en los estados 3 y 4 (ver Figuras 3 y 9) y con la disminucién del potencial de
membrana mitocondrial (AW). Este hallazgo indica que la disfunciéon mitocondrial precede a
la instauracion de DM2, como lo han propuesto otros estudios, de los cuales Veluthakal et al.,
(2024),mencionan que en ratas Goto-Kakizaki , un modelo de rata genéticamente delgada
que exhibe una fase de prediabetes similar a los humanos antes del inicio de la DM2, en el
que las células B de los islotes pancreaticos mostraron desintegracion de la red mitocondrial.
Ademas, las ratas obesas diabéticas Zucker y los modelos de prediabetes inducidos por dietas
altas en grasas mostraron remodelacion mitocondrial, estructura de crestas alterada y mayor
apoptosis de células B. En un modelo de DM2, la rata Cohen diabética sensible, un modelo
hiperglucémico, exhibi6é actividad de la citocromo oxidasa mitocondrial de células
marcadamente disminuida, mitocondrias defectuosas y mayores niveles de ERO sin IR.
Asimismo, dicha disfuncion se correlaciona con la inhibicion de la actividad de los complejos
I y II-IIT de la CTE, especialmente en el grupo EHNA del Modelo I (Figuras 5a y 5b). De
manera notable, los grupos EHNA/AA y EHNA/FIAA del Modelo I atenuaron esta
disfuncion, al presentar tasas similares de respiracion mitocondrial similares a las del grupo
CTRL. Especificamente, solo el grupo EHNA/FIAA logro6 reestablecer el 4%, lo que sugiere
una restauracion mas efectiva del gradiente electroquimico. Este resultado coincide con la
recuperacion de la actividad del complejo I y del complejo II-11I en el grupo EHNA/FIAA,
mientras que en el grupo EHNA/AA solo se restaur6 el complejo I, manteniéndose una
actividad reducida en el complejo II-III. Esta inhibicion parcial puede deberse a una
disfuncion aislada del complejo Il o a una disminucion de la disponibilidad de ubiquinona
endogena, por lo que futuros estudios deberdn enfocarse en evaluar la actividad especifica de
cada complejo por separado. Un resultado inesperado fue que la respiracion mitocondrial de
los grupos AA y FIAA del modelo I, presentaron una disminucion en la respiracion
mitocondrial comparable al grupo de EHNA, aunque sin una caida tan pronunciada en el 4¥.
Esto sugiere un desacoplamiento parcial de la fosforilacion oxidativa que no llega a
comprometer completamente el 4% potencial de membrana, posiblemente como una
respuesta adaptativa a la modulacion del metabolismo mitocondrial inducida por los

compuestos bioactivos. En contraste, en el Modelo II, los grupos de AA y FIAA, mostraron
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tasas de respiracion mitocondrial similares al grupo CTRL, aunque acompanadas con
alteraciones en el 4. Este efecto coindice con una reduccién en la actividad en los complejos
[ y I-1I1, en los grupos AA y FIAA del Modelo 1. Por su parte, los grupos EHNA/AA 'y
EHNA/FIAA del Modelo I y II, mostraron tasas de respiracion mitocondrial y 4Y similares
a las del grupo CTRL. Esto podria indicar un efecto especifico de los compuestos presentes

sobre sitios redox mitocondriales sensibles a la condicion glicémica.

Respecto a la produccion de ERO, la disminucion de la actividad de los complejos 1
y II-I1I de la CTE (Figuras 5a y 5b) en el grupo EHNA del Modelo II, no se tradujo en un
incremento de la produccion de ERO, lo cual sugiere que en condiciones de prediabetes sin
hiperglucemia, el sistema antioxidante mitocondrial aun puede compensar eficientemente la
disfuncion. Sin embargo, en el grupo EHNA del modelo II, los niveles elevados de ERO
(Figura 11) superan la capacidad antioxidante enddgena, lo que indica un estado de estrés
oxidativo mas severo. Este resultado esta en consonancia con la inflamacién hepatica de
grado 3 observada en el mismo grupo (Figura 16¢), y refuerza la conexion entre disfuncion
mitocondrial, estrés oxidativo e inflamacion. En los grupos EHNA/AA y EHNA/FIAA del
Modelo I los niveles de ERO se mantuvieron estables, lo que sugiere que los compuestos
bioactivos presentes en el AA y la FIAA no alteran negativamente los sistemas antioxidantes
intracelulares. En el Modelo II, sin embargo, solo el grupo EHNA/AA logré reducir
significativamente los niveles de ERO, lo que sugiere una accion antioxidante mas potente o
especifica del aceite completo, en comparacion con su fraccion insaponificable. Por su parte,
los grupos de AA y FIAA del Modelo I, mostraron niveles de ERO significativamente mas
elevados que el grupo CTRL. Este incremento puede atribuirse a la acumulacién de
intermediarios inestables como la ubisemiquinona, que se forma en los sitios redox de los
complejos I y III. La prolongacion de la vida media de estos radicales aumenta la
probabilidad de formacion de anidn superoxido, lo cual explicaria el aumento de ~2 veces en
la produccion de ERO en las mitocondrias hepaticas. En contraste, en el Modelo 11, los grupos
AA 'y FTAA mantuvieron niveles de ERO comparables al grupo CTRL, estos mismos grupos
en este modelo, no presentaron un aumento en la inflamacién medido por histologia, lo que
refuerza la hipdtesis de que estos compuestos no inducen un estado prooxidante en
condiciones metabdlicas normales y, por el contrario, podrian contribuir al mantenimiento

del equilibrio redox y la integridad mitocondrial. Los compuestos bioactivos presentes en el
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AA y la FIAA podrias tener el mismo comportamiento que tiene el licopeno, que cuando un
sistema produce oxigeno singlete, actia como antioxidante; sin embargo, cuando un sistema
produce perdxido, el licopeno actiia como prooxidante, en donde ademas se menciana que el
licopeno exhibe un comportamiento prooxidante en niveles altos, pero un comportamiento

antioxidante en cantidades bajas (Crupi et al., 2023).

Finalmente, los efectos hepatoprotectores y mitocondriales del AA pueden atribuirse
en parte a su contenido de acidos grasos monoinsaturados, especialmente el C18:1, mientras
que los efectos observados con la FIAA (en ausencia de acidos grasos), sugieren un papel
activo de compuestos como la tangeraxantina, yaxantona, loliolida-B-D-glucopirandsido y
ciertos hidrocarburos saturados. La tangeraxantina, por su similitud estructural con la
astaxantina, podria ser clave en la protecciéon mitocondrial, mientras que la yaxantona podria
modular la homeostasis glucémica via PKC-g, AMPK y PPARo. Los demds compuestos
podrian contribuir a la reduccion del estrés oxidativo y la inflamacion, reflejandose en una

mejor integridad mitocondrial y menor dafio hepatico.
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IX. CONCLUSION

Se demostrd6 que la suplementacion con el aceite de aguacate y su fraccion
insaponificable previene el desarrollo de la EHNA y la hiperglucemia al disminuir la
resistencia a la insulina, lo cual podria ser debido en el caso del aceite de aguacate a una
disminucion en los niveles de diacilglicerol, mientras que la suplementacion con la fraccion
insaponificable de aceite de aguacate reduce la oxidacion § de acidos grasos, lo cual podria
reflejar la activacion de otro mecanismo de utilizacion de 4cidos grasos, lo cual concuerda
con el incremento en la sensibilidad insulina por la fraccidon insaponificable de aceite de
aguacate. Estos resultados respaldan el potencial terapéutico del aceite deagucate y su
fraccion insaponificable frente a la EHNA y la hiperglucemia, aunque faltan estudios en

humanos para verificar para confirmar esta nocion.
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PERSPECTIVAS
e Estudiar el efecto de la FIAA sobre el funcionamiento del receptor de insulina y

las vias de sefializacion involucradas en la mejora de la hiperglucemia, la Rl y la
funcién mitocondrial.

e Realizar un estudio toxicologico para determinar la bioseguridad de la FIAA.

e Llevar a cabo un proceso de subfraccionamiento de la FIAA, con el objetivo de

identificar los compuestos responsables de su actividad biologica.
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