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“La suerte es lo que sucede cuando la preparación 

se encuentra con la oportunidad” 
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RESUMEN 

Antecedentes/Objetivos: MASLD comprende un espectro de patologías, que 

van desde la esteatosis hasta el carcinoma hepatocelular. Por lo tanto, 

identificar las primeras etapas es importante para evitar la progresión de la 

enfermedad. Así Vesículas extracelulares y microRNAs, importantes en la 

comunicación celular e involucrados en los mecanismos de la MASLD, han surgido 

como posibles indicadores sensibles y específicos de la progresión de la enfermedad 

para auxiliar en el diagnóstico precoz. Sin embargo, aún faltan estudios que ayuden a 

confirmar su uso como biomarcadores. Este estudio tiene como objetivo evaluar el 

papel de las EVs y microRNAs en modelos experimentales y en pacientes con MASLD 

en sus diferentes etapas evolutivas. Metodología: En el estudio experimental, 

Ratas Sprague Dawley adultas machos fueron asignadas aleatoriamente a dos 

modelos experimentales de MASLD: animales MASLD-16 y MASLD-28 recibieron 

dieta hiperlipídica y deficiente en colina (DHDC) y animales Control-16 y Control-28 

recibieron una dieta estándar (SD) durante 16 y 28 semanas, respectivamente. De los 

modelos animales MASLD se utilizaron muestras biológicas y variables recolectadas 

previamente. Las EVs del tejido hepático se caracterizaron mediante microscopía 

confocal. Del suero, se aislaron EVs por ultracentrifugación diferencial y se 

caracterizaron por Nanosight. Adicionalmente, datos de EVs séricas se 

correlacionaron con parámetros bioquímicos, moleculares e histopatológicos de 

MASLD. En el estudio clínico, se incluyeron 167 pacientes con MASLD y 50 

controles. Las EVs, se aislaron del suero por cromatografía por exclusión de tamaño 

y se caracterizaron con Nanosight, citometría de flujo y WB. Con EVs aisladas 
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previamente de animales MASLD y sus controles, se evaluó la expresión de miR-122 

y la comparamos con su expresión en suero. La expresión de miR-122, miR-4758, 

miR-188 y miR-1226 se evaluó dentro de EVs y en suero de pacientes con MASLD y 

controles. Resultados: En el estudio experimental se identificaron EVs en el tejido 

hepático de animales MASLD. Hubo una disminución de la concentración de EVs 

séricas en MASLD-28 vs Control-28 (p<0.01) y un aumento significativo en la 

concentración de EVs séricas en Control-28 comparado con Control-16 (p<0.01). En 

MASLD-16, hubo fuerte correlación entre concentración de EVs séricas y expresión 

génica hepática de citocinas inflamatorias Il6 (r2=0,685, p<0.05), Il1b (r2=0,697, 

p<0.05) y Tnfa (r2=0,636, p<0.05). En MASLD-28 hubo fuerte correlación entre el 

tamaño de EVs séricas y la citocina antinflamatoria Il10 (r2=0,762, p<0.05). En el 

estudio clínico, el tamaño y la concentración de las EVs variaron significativamente 

según la etapa de la enfermedad (p<0.001, p<0.05). La expresión de miR-122 en EVs 

fue menor y de miR-4758 fue mayor, al compararlos con sus expresiones en suero 

(p<0.05). MiR-188 y miR-1226 se expresaron exclusivamente en el suero (p<0.05). 

Dentro de las etapas de MASLD, miR-122 aumentó significativamente en el suero vs 

EVs en el grupo Esteatosis (p<0.05), sin diferencias en etapas posteriores. MiR-4758 

se expresó significativamente dentro de EVs en Esteatosis y Cirrosis (p<0.05), y en 

HCC, se expresó exclusivamente en el suero (p<0.05). En los animales MASLD, 

miR-122 aumentó significativamente vs sus respectivos controles; y el grupo MASLD-

28, mostró un aumento significativo vs MASLD-16 (p<0.001). Además, en MASLD-28, 

miR-122 aumentó significativamente en el suero comparado en EVs (p < 0.05). 

Conclusión: las EVs tienen un papel en la progresión de la MASLD debido a que se 
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asocian con citocinas inflamatorias en etapas iniciales y antiinflamatorias en etapas 

posteriores en modelos animales, contribuyendo a la progresión o resolución de la 

enfermedad. Por otra parte, las EVs varían su biogénesis de acuerdo a cada etapa de 

MASLD. Los microRNAs relacionados con la enfermedad, varían en su expresión y 

transporte (en EVs y suero) dependiendo la progresión de la enfermedad. Esto nos 

lleva a sugerir que es importante evaluar EVs y microRNA en conjunto para entender 

mejor su rol y sugerirlos como potenciales biomarcadores de la progresión de MASLD. 

Sabemos que aún es necesario una mejor comprensión de su dinámica y papel en las 

etapas de la MASLD, pero este es el primer estudio que caracteriza las EVs y el 

transporte de microRNA en distintas etapas de la enfermedad.  
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TÍTULO E RESUMO EM PORTUGUÊS 

 

PAPEL DAS VESÍCULAS EXTRACELULARES NA PROGRESSÃO DA DOENÇA 

HEPÁTICA ESTEATÓTICA ASSOCIADA A DISFUNÇÃO METABÓLICA 

(MASLD) 

 

Antecedentes/Objetivos: A MASLD compreende um espectro de patologias, que 

vão desde esteatose até carcinoma hepatocelular. Portanto, identificar as primeiras 

etapas é importante para evitar a progressão da doença. Assim, vesículas 

extracelulares (EVs) e microRNAs, importantes na comunicação celular e envolvidos 

nos mecanismos da MASLD, surgiram como possíveis indicadores sensíveis e 

específicos da progressão da doença para auxiliar no diagnóstico precoce. No 

entanto, ainda faltam estudos que ajudem a confirmar seu uso como biomarcadores. 

Este estudo tem como objetivo avaliar o papel das EVs e microRNAs em modelos 

experimentais e em pacientes com MASLD em suas diferentes etapas evolutivas. 

Metodologia: No estudo experimental, ratos Sprague Dawley adultos machos foram 

aleatoriamente designados a dois modelos experimentais de MASLD: animais 

MASLD-16 e MASLD-28 receberam uma dieta hiperlipídica deficiente em colina 

(DHDC), enquanto animais Controle-16 e Controle-28 receberam uma dieta padrão 

(SD) por 16 e 28 semanas, respectivamente. Amostras biológicas e variáveis 

previamente coletadas dos modelos animais MASLD foram utilizadas. As EVs do 

tecido hepático foram caracterizadas por microscopia confocal. Do soro, EVs foram 

isoladas por ultracentrifugação diferencial e caracterizadas por Nanosight. Além disso, 

dados das EVs séricas foram correlacionados com parâmetros bioquímicos, 

moleculares e histopatológicos da MASLD. No estudo clínico, foram incluídos 167 
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pacientes com MASLD e 50 controles. As EVs foram isoladas do soro por 

cromatografia de exclusão de tamanho e caracterizadas com Nanosight, citometria de 

fluxo e WB. Usando EVs previamente isoladas de animais MASLD e seus controles, 

a expressão de miR-122 foi avaliada e comparada com sua expressão no soro. A 

expressão de miR-122, miR-4758, miR-188 e miR-1226 foi avaliada dentro das EVs e 

no soro de pacientes com MASLD e controles. Resultados: No estudo experimental, 

foram identificadas EVs no tecido hepático de animais MASLD. Houve uma diminuição 

na concentração de EVs séricas em MASLD-28 vs Controle-28 (p<0.01) e um 

aumento significativo na concentração de EVs séricas no Controle-28 comparado com 

o Controle-16 (p<0.01). Em MASLD-16, houve uma forte correlação entre a 

concentração de EVs séricas e a expressão gênica hepática das citocinas 

inflamatórias Il6 (r2 = 0,685, p<0.05), Il1b (r2 = 0,697, p<0,05) e Tnfa (r2 = 0,636, 

p<0,05). Em MASLD-28, houve uma forte correlação entre o tamanho das EVs séricas 

e a citocina anti-inflamatória Il10 (r2 = 0,762, p< 0,05). No estudo clínico, o tamanho 

e a concentração das EVs variaram significativamente de acordo com o estágio da 

doença (p<0.001, p<0.05). A expressão de miR-122 nas EVs foi menor, e a de miR-

4758 foi maior, em comparação com suas expressões no soro (p<0.05). MiR-188 e 

miR-1226 foram expressos exclusivamente no soro (p<0.05). Dentro dos estágios da 

MASLD, miR-122 aumentou significativamente no soro em comparação com as EVs 

no grupo Esteatose (p<0.05), sem diferenças nos estágios posteriores. MiR-4758 foi 

expresso significativamente dentro das EVs em Esteatose e Cirrose (p<0.05), e em 

HCC, foi expresso exclusivamente no soro (p<0.05). Nos animais MASLD, miR-122 

aumentou significativamente em comparação com seus respectivos controles, e o 
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grupo MASLD-28 mostrou um aumento significativo em relação ao MASLD-16 

(p<0.001). Além disso, em MASLD-28, miR-122 aumentou significativamente no soro 

comparado em EVs (p<0.05). Conclusão: As EVs têm um papel na progressão da 

MASLD, pois estão associadas a citocinas inflamatórias em estágios iniciais e anti-

inflamatórias em estágios posteriores em modelos animais, contribuindo para a 

progressão ou resolução da doença. Além disso, as EVs variam em sua biogênese de 

acordo com cada estágio da MASLD. Os microRNAs relacionados à doença variam 

em sua expressão e transporte (dentro das EVs e no soro) dependendo da progressão 

da doença. Isso nos leva a sugerir que é importante avaliar EVs e microRNAs em 

conjunto para entender melhor seu papel e sugerir como potenciais biomarcadores da 

progressão da MASLD. Sabemos que ainda é necessária uma melhor compreensão 

de sua dinâmica e papel nas diferentes etapas da MASLD, mas este é o primeiro 

estudo que caracteriza as EVs e o transporte de microRNAs em diferentes estágios 

da doença. 
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ABSTRACT 

Background/Objectives: Metabolic-associated fatty liver disease (MASLD) 

encompasses a spectrum of pathologies ranging from steatosis to hepatocellular 

carcinoma. Identifying the early stages is crucial to prevent disease progression. 

Extracellular vesicles (EVs) and microRNAs, pivotal in cellular communication and 

implicated in MASLD mechanisms, have emerged as potential sensitive and specific 

indicators of disease progression aiding early diagnosis. However, further studies 

confirming their utility as biomarkers are lacking. This study aims to evaluate the role 

of EVs and microRNAs in experimental models and patients at different stages of 

MASLD progression. Methodology: In the experimental study, male adult Sprague 

Dawley rats were randomly assigned to two MASLD experimental models: MASLD-

16 and MASLD-28 received a hyperlipidic and choline-deficient diet (CHFD), while 

Control-16 and Control-28 received a standard diet (SD) for 16 and 28 weeks, 

respectively. Biological samples and variables were collected from MASLD animal 

models. Hepatic tissue EVs were characterized using confocal microscopy. EVs were 

isolated from serum via differential ultracentrifugation and characterized using 

Nanosight. Additionally, serum EVs data were correlated with biochemical, molecular, 

and histopathological parameters of MASLD. In the clinical study, 167 MASLD 

patients and 50 controls were included. Serum EVs were isolated using size-exclusion 

chromatography and characterized using Nanosight, flow cytometry, and WB. EVs 

previously isolated from MASLD animals and their controls were used to evaluate the 

expression of miR-122, comparing its expression in serum. Expression of miR-122, 

miR-4758, miR-188, and miR-1226 was assessed within EVs and serum of MASLD 
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patients and controls. Results: In the experimental study, EVs were identified in 

hepatic tissue of MASLD animals. There was a decrease in serum EVs concentration 

in MASLD-28 vs Control-28 (p<0.01) and a significant increase in serum EVs 

concentration in Control-28 compared to Control-16 (p<0.01). In MASLD-16, a strong 

correlation was observed between serum EVs concentration and hepatic gene 

expression of inflammatory cytokines Il6 (r2=0.685, p<0.05), Il1b (r2=0.697, p<0.05), 

and Tnfa (r2=0.636, p<0.05). In MASLD-28, a strong correlation was found between 

serum EV size and anti-inflammatory cytokine Il10 (r2=0.762, p<0.05). In the clinical 

study, EVs size and concentration varied significantly according to disease stage 

(p<0.001, p<0.05). MiR-122 expression in EVs was lower and miR-4758 was higher 

compared to their serum expressions (p<0.05). MiR-188 and miR-1226 were 

exclusively expressed in serum (p<0.05). Within MASLD stages, miR-122 significantly 

increased in serum vs EVs in the Steatosis group (p<0.05), with no differences in later 

stages. MiR-4758 was significantly expressed within EVs in Steatosis and Cirrhosis 

(p<0.05), while in HCC, it was exclusively expressed in serum (p<0.05). In MASLD 

animals, miR-122 significantly increased compared to their respective controls, and 

MASLD-28 showed a significant increase compared to MASLD-16 (p<0.001). 

Additionally, in MASLD-28, miR-122 increased significantly in serum compared to EVs 

(p<0.05). Conclusion: EVs play a role in MASLD progression as they are associated 

with inflammatory cytokines in early stages and anti-inflammatory cytokines in later 

stages in animal models, contributing to disease progression or resolution. Moreover, 

EVs vary in their biogenesis according to each MASLD stage. Disease-related 

microRNAs vary in their expression and transport (in EVs and serum) depending on 
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disease progression. This suggests the importance of jointly evaluating EVs and 

microRNAs to better understand their role and suggest them as potential biomarkers 

for MASLD progression. Though a better understanding of their dynamics and roles 

in MASLD stages is required, this study characterizes EVs and microRNA transport in 

distinct disease stages, marking it as the initial exploration in this field. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
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RI = resistencia a insulina 
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1. INTRODUCCIÓN 

2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Enfermedad hepática esteatótica asociada a disfunción 

metabólica (MASLD) 

2.1.1. Nomenclatura y Epidemiología de MASLD 

La enfermedad hepática esteatótica asociada a disfunción metabólica (del inglés, 

metabolic dysfunction associated steatotic liver disease, MASLD), anteriormente 

conocida como enfermedad hepática grasa no alcohólica (del inglés, non alcoholic 

fatty liver disease, NAFLD) 1, es una de las causas más comunes de enfermedad 

hepática crónica en el mundo 2.  

En el corriente año 2023, un grupo de expertos propuso cambiar la nomenclatura 

en base a los criterios que definen la enfermedad. La enfermedad hepática esteatótica 

(del inglés, Steatotic Liver Disease, SLD) es el término que engloba a los distintos 

subgrupos, dónde la esteatosis hepática es la característica basal. La SDL se divide 

en MASLD definida por la presencia de esteatosis hepática asociada a, por lo menos, 

un criterio cardiometabólico y separando los individuos con inflamación hepática 

dentro del subgrupo esteatohepatitis asociada a disfunción metabólica (del inglés: 

metabolic dysfunction associated steatohepatitis, MASH). Además, MASLD excluye el 

consumo excesivo de alcohol y otras etiologías 1. Por otra parte, individuos con 

características MASLD asociados a consumo excesivo de alcohol, se los clasifica y 

denomina en el grupo MetALD. Adicionalmente, aquellos individuos con alto consumo 

de alcohol (>50-60g diarios en mujeres y hombres, respectivamente) y sin asociación 
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a disfunción metabólica, son clasificados dentro de la enfermedad hepática alcohólica 

(del inglés: alcohol-associated/related liver disease, ALD). Finalmente, en grupos 

separados se encuentran aquellos individuos con SLD asociada a causas como 

enfermedades monogénicas, lesión hepática inducida por medicamentos (del inglés: 

Drug-Induced Liver Injury, DILI) y criptogénica 1. 

 

 

Ilustración 1: Esquema de la nueva nomenclatura de la enfermedad hepática. 1.   

 

MASLD es una enfermedad con prevalencia global del 30%, afectando un tercio 

de la población mundial 2. Un metaanálisis reciente demostró que desde el año 1990 

al 2019 la prevalencia mundial de MASLD aumentó un 50.4%, coincidiendo con la 

creciente epidemia global de obesidad y diabetes mellitus tipo 2 2,3. Además, se ha 

visto que la prevalencia varía regionalmente, siendo mayor en América Latina y África 

del Norte y Oriente Medio (MENA) con un 44.4% y 36.5%, respectivamente, seguida 

por Asia, América del Norte y Europa Occidental 2. 
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Por otra parte, la prevalencia de MASLD se encuentra en constante aumento 

debido a su relación a comorbilidades metabólicas como la obesidad, resistencia a 

insulina (RI), diabetes y síndrome metabólico (SM), que actúan promoviendo la 

enfermedad 2,4. Se estima que en individuos con MASLD la prevalencia de la obesidad 

es del 51%, 23% de diabetes mellitus, 41% de SM y 69% de dislipidemia; valores que 

aumentan a un 82%, 47%, 71% y 72%, respectivamente, en individuos con MASH 5. 

En las últimas tres décadas, la incidencia de MASLD ha aumentado 

drásticamente. Desde el año 1990 al 2019 la incidencia aumentó de 88,180 a 172,330 

casos, respectivamente; afectando principalmente a adultos jóvenes de entre 15 y 49 

años (6). Se estima que globalmente la incidencia es de aproximadamente 47 por 

cada 1000 personas/año, presentando una mayor tasa en hombres que en mujeres 

(≅71 y ≅30, respectivamente, por 1000 personas/año) 6. 

 

2.1.2. Patogénesis y progresión de MASLD 

Como se sabe, diversos tipos celulares y mecanismos impulsan la progresión de 

la MASLD 7,8. Esto se conoce como la "hipótesis de múltiples impactos", donde 

factores dietéticos y ambientales conducen a la obesidad y RI, resultando en la 

activación de células inmunes, inflamación hepática y el inicio de la fibrogénesis 

hepática 7–9. En general, los componentes principales de la patogénesis son: 

● Resistencia a insulina: considerada factor clave en el desarrollo de MASLD. La RI 

provoca el aumento de lipólisis en tejido adiposo, generando como consecuencia 
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un aumento de ácidos grasos libres en el hígado; estimulando la síntesis de 

triglicéridos y acumulación de grasa hepática 9 

● Inflamación y estrés oxidativo: el acúmulo de ácidos grasos en el hígado conduce 

a la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), causando estrés 

oxidativo y daño celular. Además, las citocinas proinflamatorias, como el factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina 6 (IL-6), pueden ser liberadas por 

el tejido adiposo agravando la inflamación hepática 9  

● Daño Hepatocelular y Fibrosis: el estrés oxidativo y la inflamación causan daño a 

las células hepáticas y activan a los fibroblastos hepáticos, conduciendo a la 

fibrosis hepática y potencialmente progreso a cirrosis 9 

● Factores Ambientales y Estilo de Vida: dietas altas en calorías, carbohidratos 

refinados y grasas saturadas, junto con un estilo de vida sedentario, pueden 

contribuir al desarrollo de MASLD 9 

● Factores Gastrointestinales: una alteración en el microbiota intestinal puede 

aumentar la permeabilidad intestinal (mecanismo conocido como disbiosis); 

permitiendo que los productos bacterianos entren al hígado y contribuyan a la 

inflamación y al daño hepático 4,9 

● Liberación de Adipocinas: el tejido adiposo no solo almacena grasa, sino que 

también libera hormonas y citocinas, conocidas como adipocinas, que pueden 

influir en el metabolismo hepático y la inflamación 9. 

Debido a estos mecanismos y células, la MASLD puede progresar de esteatosis 

hepática a una esteatohepatitis asociada a disfunción metabólica, cirrosis y carcinoma 

hepatocelular (HCC) 9 
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2.1.3. Diagnóstico Clínico 

En la clínica, la biopsia hepática se considera el estándar de oro para la 

estadificación de la MASLD, aunque presenta limitaciones debido a su impracticidad 

en la evaluación de rutina, ser invasiva, costosa, existir variabilidad en la toma de 

muestras, dependencia del operador y baja aceptación por parte de los pacientes 10. 

Por lo tanto, debido a estas limitaciones en los últimos años los métodos de 

diagnóstico no invasivos comenzaron a ser mayormente explorados 10,11. 

Los métodos no invasivos presentan dos enfoques: (a) "físicos", que utilizan 

técnicas de imagen hepática como la elastografía, la ultrasonografía convencional, 

entre otros; y (b) "biológicos", basados en la cuantificación de biomarcadores en 

muestras líquidas 11. Los biológicos, a su vez, se podrían subclasificar en marcadores 

directos, aquellos que reflejan el depósito o eliminación del tejido fibrótico y los 

marcadores indirectos, que indican función hepática integral (como el aspartato 

transaminasa (AST), alanina transaminasa (ALT) y la citoqueratina (CK)-1812, entre 

otros) 10. 

No obstante, las metodologías de diagnóstico no invasivas tienen limitaciones. 

Las técnicas de imagen y los biomarcadores en suero no pueden diferenciar de 

manera confiable entre la esteatosis simple y la esteatohepatitis. En el caso de las 

técnicas de imágenes, como la ultrasonografía convencional, detecta la esteatosis 

cuando el contenido de grasa es superior al 30%, lo que excluye a un número 

significativo de pacientes con una proporción menor. Y en cuanto a los biomarcadores, 

ninguno de los disponibles tiene una alta especificidad y sensibilidad en la 

identificación; no podrían detectar la fibrosis en estadio temprano y otros no son 
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específicos del hígado, como ALT y AST; por lo tanto, los resultados pueden ser 

influenciados por comorbilidades, lo que requiere una interpretación crítica de los 

resultados 10,11. 

Esta situación de creciente aumento y prevalencia de la enfermedad, sumada a 

las limitaciones de las técnicas de diagnóstico actuales, resulta en un bajo porcentaje 

de pacientes diagnosticados en las etapas iniciales 12. En consecuencia, esto lleva a 

la imposibilidad de aplicar terapias para revertir la enfermedad, lo que disminuye la 

sobrevida del paciente y aumenta los costos en la salud pública. Por lo tanto, llevar a 

cabo el cribado y la vigilancia de los pacientes para lograr una evaluación temprana 

en la clínica, una estratificación de riesgos y aplicar intervenciones a largo plazo son 

conductas de fundamental importancia.  

En este sentido se han reportado avances en la investigación molecular 

relacionada con los mecanismos de progresión de la MASLD y a nuevas herramientas 

de diagnóstico no invasivo. Sin embargo, aún se necesitan estudios para confirmar el 

papel de ciertas biomoléculas en el mecanismo de la enfermedad; así como también, 

su posible papel como objetivo terapéutico o biomarcadores de diagnóstico temprano 

para las diferentes etapas de la MASLD13. 

 

2.1.4. Modelos animales de MASLD 

Los modelos animales de la MASLD son fundamentales para replicar fenotipos 

humanos, comprender los mecanismos de la enfermedad, explorar biomarcadores e 

identificar posibles terapias 14,15. Los modelos se pueden clasificar en: genéticos, 
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dietéticos y/o farmacológicos 15. Poniendo el foco en los modelos dietéticos, estos 

implican la manipulación de diferentes tipos de dietas para inducir características de 

la MASLD 16. Un tipo de dieta es la hiperlipídica deficiente en colina (DHDC) la cual es 

capaz de inducir esteatosis hepática y MASH con fibrosis, sirviendo como un modelo 

experimental para brindar una mejor comprensión de esta patología hepática 17. Sin 

embargo, el modelo de DHDC requiere un período prolongado, aproximadamente 1 

año, para el desarrollo de HCC 18. 

Nuestro grupo de investigación desarrolló con éxito un modelo experimental de 

MASLD evaluada en dos momentos diferentes, utilizando la DHDC 19–21. Después de 

16 semanas de inducción con dieta DHDC, los animales mostraron un aumento de 

peso corporal, niveles alterados de aminotransferasas sérica, esteatosis 

microvesicular y macrovesicular moderada, así como inflamación asociada con 

aumento del tamaño de las células hepáticas 19. En el modelo de 28 semanas de 

inducción con DHDC, además de los hallazgos anteriores, se observó una fibrosis 

significativa y alteraciones en marcadores de disfunción endotelial, lo cual está 

relacionado con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular 21. Por lo 

tanto, a través de este modelo, tenemos una representación de las etapas iniciales de 

la enfermedad, permitiéndonos investigar nuevas metodologías no invasivas.  

 

2.2. Vesículas Extracelulares (EVs): Biogénesis y carga molecular 

Las EVs son una población heterogénea de pequeñas partículas liberadas por las 

células al espacio extracelular, consideradas una "muestra instantánea" de la célula 

de origen 22. Una característica importante es que las EVs pueden ser encontradas y 
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aisladas de varios fluidos biológicos como: orina, saliva, suero, plasma, entre otros 

22,23.  

Según su biogénesis y tamaño, las EVs se pueden clasificar en tres tipos: 

exosomas (EXO), microvesículas (MVs) y cuerpos apoptóticos 24–27.  

Los EXO, con un tamaño entre 30-150 nm, surgen a través de la “vía endocítica” 

24,25. Inicialmente, en las células se forma una estructura en “forma de copa” por 

invaginación de la membrana plasmática (MP). En este punto también se incluyen 

proteínas de la superficie celular y solubles del medio 26. Dentro de la célula, se inicia 

la formación de un endosoma temprano donde la red de Golgi y el retículo 

endoplasmático también pueden contribuir a la formación y el contenido de los mismos 

26. Los endosomas tempranos maduran convirtiéndose en endosomas tardíos y 

posteriormente, en los cuerpos multivesiculares (MVB) 26. Los MVB son los que se van 

a fusionar a la MP y liberar su contenido al medio extracelular como EXO 24,25. 

Además, en esta vía se encuentran varios tipos de proteínas y complejos como las 

proteínas Rab y el complejo de clasificación endosómico requerido para la maquinaria 

de transporte (ESCRT), que pueden interferir con otras actividades vesiculares dentro 

de las células como ser la autofagia, vías lisosomales y tráfico de vesículas desde el 

aparato de Golgi 26. 

Por otro lado, según el autor, el tamaño de las MVs varía desde 100-150 a 1000 

nm 25. Las MVs surgen directamente de la MP a través de procesos de brotación o 

gemación. Aquí, proteínas y lípidos permiten la curvatura de la membrana y la 

posterior formación y liberación de las MVs al medio extracelular 24,25. En cuanto a los 

cuerpos apoptóticos, estas son vesículas con tamaño mayor a 1000 nm; también se 
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originan directamente de la MP, pero de aquellas células con muerte celular 

programada 27. 

 

 

Ilustración 2. Biogénesis y clasificación de las EVs. 25.  

Las EVs se clasifican en exosomas, microvesículas y cuerpos apoptóticos. Los exosomas 

se originan desde el interior de las células, se asocian a los cuerpos multivesiculares (MVB) 

y son liberados por el mecanismo de exocitosis al medio extracelular. Luego, las 

microvesículas son liberadas desde la membrana plasmática por gemación. Finalmente, las 

células con muerte celular programada liberan al medio extracelular los cuerpos apoptóticos 

por gemación (apoptotic bodies).  

 

En cuanto a su carga molecular, las EVs contienen varios tipos de moléculas como 

proteínas, lípidos, RNA mensajero, microRNA (miRNA), RNA ribosomal, RNA de 

transferencia, RNA no codificantes (RNAnc), DNA, DNA mitocondrial y metabolitos 

24,28. Dentro de las proteínas, las mayormente encontradas son las tetraspaninas 

(CD9, CD63, CD81), de choque térmico (HSP70, HSP90), proteínas del complejo de 

clasificación endosomal necesarias para el transporte (Alix y Tsg101), receptor del 
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factor de crecimiento epidérmico (EGFR), proteínas del tráfico de membranas 

(GTPasas, flotilina y anexinas), proteínas citoesqueléticas y citosólicas 28; además, 

siendo posible con ellas, realizar una caracterización y distinción entre los subtipos de 

EVs. 

 

2.2.1. Expresión y transporte de microRNAs, EVs y MASLD 

Desde la década de 1980, las EVs son consideradas importantes mediadores de 

la comunicación intercelular. Esto se debe a que transportan y transfieren sus 

cargas/moléculas bioactivas, regulando actividades celulares como la expresión 

génica, proliferación, diferenciación y metabolismo. Actividades involucradas tanto en 

procesos fisiológicos normales como en la progresión de patologías 23,24,27.  

En el contexto de MASLD, esta comunicación celular es importante para el 

desarrollo y progresión de la enfermedad; mientras que los hepatocitos sanos 

producen EVs para la supervivencia y proliferación celular, los hepatocitos lipotóxicos 

estresados liberan EVs que promueven la progresión de la enfermedad, facilitan la 

inflamación y la fibrogénesis 28. Así, parte de la comunicación es directa y ocurre a 

través de las cargas de las EVs, desde las células donadoras hacia las receptoras 

29,30. Así, estudios demostraron que las EVs aisladas de la circulación de animales con 

MASLD presentan una expresión proteica distinta en comparación con los animales 

de control. Esto permitió diferenciar entre los grupos experimentales y reflejar la 

alteración histológica y patológica 31. Además, otro estudio demostró que a medida 

que la enfermedad progresa, varios tipos celulares del hígado liberan cantidades 

diferentes de EVs en la circulación 32. 
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Con relación a los tipos de ácidos nucleicos asociados a las EVs, los miRNAs son 

los más estudiados. Los miRNAs son pequeños RNAs no codificantes de 

aproximadamente 22 pares de nucleótidos, que se transcriben a partir de secuencias 

de DNA a miRNAs primarios, se procesan a miRNAs precursores y finalmente a 

miRNAs maduros. Los miARNs están implicados en múltiples procesos biológicos. 

Además, su expresión aberrante está relacionada con el desarrollo de muchas 

enfermedades 33. 

Los microRNAs pueden ser secretados extracelularmente de diferentes formas: 

libres en la circulación como unidos a la proteína Argonaute2 (Ago2) o dentro de EVs 

derivadas de las células, lo que puede reflejar el estado de la enfermedad. En algunos 

casos, resulta difícil interpretar los resultados de los miRNAs entre pacientes sanos y 

enfermos debido a la inestabilidad causada por las RNAsas circulantes, la variabilidad 

de las muestras y las vías no específicas activadas en diversas enfermedades 34. 

Estudios demostraron que los niveles de miR-122 y miR-192 estaban 

significativamente elevados en las EVs del suero de animales y pacientes con MASLD, 

en comparación con sus controles sanos 31,35,36; y que, el aumento en la expresión de 

estos miRNAs se asocia con lesiones de la progresión de la enfermedad 31. En 

concordancia con estos datos, otros estudios demuestran que hay mayor expresión 

de miRNAs dentro de las EVs, no sólo entre saludable y enfermo, sino que también la 

expresión de miRNAs dentro de EVs comparado a los miRNAs transportados en suero 

35,37. 

Estos datos sugieren varios puntos: primero, que usar EVs en el contexto de 

MASLD como posible biomarcador tiene su ventaja, ya que las EVs reflejan el estado 
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de la célula de origen y están protegidas por una bicapa lipídica que les otorga más 

estabilidad y protección a las moléculas internas. En segundo lugar, dado lo 

mencionado anteriormente, los microRNAs asociados a las EVs son más estables y 

resistentes, que aquellos libres en el suero; debido a que están más protegidos de la 

degradación de las enzimas en la sangre. Sin embargo, estos estudios resaltan, 

principalmente, la existencia de dos tipos de transportes que utilizan los miRNAs en la 

progresión de la MASLD, y que hasta el momento no se han evaluado de forma más 

exhaustiva a lo largo de la progresión de la enfermedad. Por lo tanto, creemos que 

evaluar las EVs y el transporte de los miRNAs en la MASLD podría dar más 

información del contexto fisiopatológico de la enfermedad.  
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3. JUSTIFICATIVA 

La enfermedad hepática esteatótica asociada a disfunción metabólica (del inglés, 

metabolic dysfunction associated steatotic liver disease, MASLD) comprende un 

espectro de patologías que van desde la esteatosis simple, esteatohepatitis, cirrosis y 

carcinoma hepatocelular. Afecta aproximadamente al 30% de la población mundial, lo 

que se convierte en un gran problema de salud.  

Para el diagnóstico de esta enfermedad, la biopsia hepática es el estándar de oro. 

Sin embargo, a veces puede resultar inviable su realización. A pesar de que las 

primeras etapas evolutivas de la enfermedad son tratables y reversibles, la gran 

mayoría de los pacientes son diagnosticados en etapas avanzadas cuando la 

enfermedad es sintomática e irreversible. Por lo tanto, el análisis de nuevos 

biomarcadores capaces de identificar las diferentes etapas evolutivas de la 

enfermedad es de fundamental importancia para la detección temprana en pacientes 

con riesgo de progresión.  

Evidencias recientes demuestran que las vesículas extracelulares y los 

microRNAs, son importantes en la comunicación celular y están involucradas en los 

mecanismos de progresión de la MASLD. Sin embargo, aún faltan estudios que 

ayuden a confirmar su uso como posibles indicadores sensibles y específicos de la 

progresión de la MASLD y/o que ayuden al diagnóstico temprano. 

Basándonos en lo expuesto, este estudio tiene como objetivo evaluar el papel de 

las vesículas extracelulares y microRNAs en modelos experimentales, así como en 

pacientes con diagnóstico de MASLD en sus diferentes etapas evolutivas.   
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Las EVs y los microRNA pueden ser distintos a lo largo de la progresión de la 

MASLD? 

 

5. HIPÓTESIS 

Las EVs y microRNA presentan diferentes características y expresiones a lo largo 

de la progresión de la MASLD. 

 

6. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo General 

Evaluar el papel de las EVs y el transporte de microRNA en las distintas etapas 

de la MASLD (esteatosis, MASH, cirrosis y carcinoma hepatocelular) en modelos 

experimentales, así como en pacientes. 

6.2. Objetivos Específicos 

6.2.1. Comparar las características de las EVs en dos modelos experimentales 

de distintas etapas de MASLD. 

6.2.2. Relacionar las características de las EVs con características de 

patogénesis y progresión de la enfermedad en dos modelos 

experimentales de distintas etapas de MASLD. 

6.2.3. Caracterizar EVs en pacientes MASLD y controles. 
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6.2.4. Comparar el transporte de los microRNAs en los distintos estadios de 

MASLD en pacientes. 
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7.2. Artículo II 

Título:  The biogenesis of Extracellular Vesicles and the transport of miRNAs-122, 
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8. CONCLUSIONES 

8.1. Conclusión General 

Nuestro estudio concluye que las EVs tienen un papel en la progresión de la 

MASLD, debido a que se asocian con citocinas inflamatorias en etapas iniciales y 

antiinflamatorias en etapas posteriores en modelos animales; es decir, pueden 

contribuir a la progresión o resolución de la enfermedad. Por otra parte, los microRNAs 

relacionados con la enfermedad varían en su expresión y tipo de transporte (dentro de 

EVs y libres en suero) dependiendo la progresión de la MASLD. Esto nos lleva a 

sugerir que tanto EVs y microRNA en conjunto pueden ser mejores biomarcadores de 

la progresión de MASLD que por separado. Sabemos que aún es necesario una mejor 

comprensión de su dinámica y papel en las etapas de la MASLD, pero este es el primer 

estudio que caracteriza las EVs y el transporte de microRNA en distintas etapas de la 

enfermedad. 

 

8.2. Conclusiones Específicas 

La concentración de las EVs en modelo animal en etapa avanzada de MASLD (28 

semanas de inducción con DHDC) disminuye de su grupo control, sin embargo, en 

etapas iniciales de la enfermedad (16 semanas) no se observan cambios. Esto sugiere 

una posible asociación entre la dinámica de las vesículas extracelulares y la 

progresión de MASLD. 

Las EVs se asocian con citocinas proinflamatorios en estadios iniciales de la 

enfermedad, pero al aumentar el tiempo de inducción con DHDC, la asociación de las 
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EVs es con citocinas antiinflamatorias. Este cambio en el patrón de asociación durante 

la progresión de la enfermedad sugiere una relación dinámica entre las EVs y el medio 

inflamatorio en la MASLD. En las primeras etapas de la enfermedad se indica un papel 

potencial en el inicio de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, con un tiempo de 

inducción prolongado utilizando una dieta DHDC, hay una transición notable en la 

asociación EVs-citocina hacia citocinas antiinflamatorias. Este cambio puede significar 

un papel regulador de las EVs en la modulación del entorno inflamatorio a medida que 

avanza MASLD, destacando la complejidad de la comunicación intercelular mediada 

por las EVs en el contexto de la enfermedad hepática metabólica. Se necesitan más 

investigaciones para dilucidar los mecanismos específicos subyacentes a estas 

asociaciones y sus implicaciones para la patogénesis de MASLD. 

Nuestros hallazgos indican una relación significativa entre los cambios en el 

tamaño de las EVs y la progresión de la MASLD. En las primeras etapas, 

caracterizadas por esteatosis y esteatohepatitis no alcohólica (MASH), predominan 

las EVs de menor tamaño: exosomas. Por el contrario, las etapas más avanzadas de 

MASLD, incluidas la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (HCC), se asocian con EVs 

de mayor tamaño: microvesículas. Los individuos sanos, por otro lado, presentan la 

presencia de microvesículas. La variación en el tamaño y la concentración de EVs 

observadas a lo largo de la progresión de la enfermedad sugiere que estas vesículas 

pueden desempeñar distintas funciones en diferentes etapas de MASLD. 

Los patrones de expresión diferencial de microRNAs entre las EVs y muestras de 

suero en el contexto de la MASLD, sugieren variaciones dinámicas en el transporte de 

los microRNAs a lo largo de la progresión de la enfermedad. Este hallazgo resalta la 
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importancia de considerar la fuente de las muestras al estudiar los perfiles de 

microRNAs en MASLD. Las diferencias observadas pueden indicar distintas funciones 

como contribuciones de las EVs y el suero en el transporte y circulación de microRNAs 

durante las diversas etapas de MASLD. Una investigación adicional sobre el perfil de 

los microRNAs específicos asociados con cada tipo de muestra podría proporcionar 

información valiosa sobre los mecanismos moleculares que subyacen a la progresión 

de MASLD y potencialmente ofrecer nuevas vías para el desarrollo de estrategias 

diagnósticas o terapéuticas. 
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9. PERSPECTIVAS 

En el estudio experimental, no fue posible realizar una caracterización de las 

proteínas clásicas de membrana de las EVs (CD9, CD63, CD81). Esto se debe a la 

pequeña cantidad de muestras de EVs que se pudieron extraer y recolectar de estos 

modelos. En la parte clínica, destacamos que los datos faltantes de la evaluación de 

mir-122 en muestras de HCC y la cuantificación del Western Blot están esperando la 

llegada de material al laboratorio. 

Como perspectiva futura pretendemos seguir esta línea de investigación, 

sumando algunas evaluaciones como ser la identificación de marcadores proteicos 

propios de células hepáticas que permita identificar las vesículas provenientes del 

hígado. También, por el análisis de redes realizado para este trabajo, arrojó nuevos 

microRNAs asociados a la MASLD, aunque no observamos diferencias entre 

individuos controles y enfermos, creemos que estudiar los genes blancos de estos 

microRNAs puede ayudarnos a entender mejor la variación en el tipo de transporte 

utilizado por cada uno de ellos en las distintas etapas de la enfermedad. 

Por otra parte, un proyecto para analizar la lipidómica en EVs derivadas de 

pacientes con diferentes etapas de MASLD, está siendo llevado a cabo, lo que nos 

daría más información sobre los lípidos relacionados a las primeras etapas de la 

enfermedad y verificar nuevos posibles biomarcadores; 

Por último, dos nuevas líneas de investigación han surgido después de cerrar esta 

tesis. Por un lado, en recientes estudios hemos encontrado una relación entre el 

proceso de autofagia y la liberación de EVs. Analizar las moléculas presentes en 
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ambos procesos será una nueva línea de investigación que esperamos nos genere 

nuevas respuestas. Por otra parte, creemos que analizar la proteómica de estas EVs, 

para describir mejor su papel y sumará evidencias a su potencial como nuevos 

biomarcadores que permitan identificar y estadificar los pacientes con MASLD sería 

de gran interés. 

Cabe destacar que este doctorado fue realizado en época de pandemia en donde 

el primer año (2020) fue periodo de cuarentena y en el segundo año (2021), los 

accesos a las instalaciones de la UFRGS/HCPA se encontraban prohibidos y/o 

limitados, dificultando así el desarrollo del proyecto. Por lo tanto, esta disertación fue 

realizada entre el año 2022 y 2023. 
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10. PRODUCCIÓN CIENTÍFICA DURANTE EL PERÍODO DEL 

DOCTORADO (2020-2023). ANEXO I 
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M. R. (2023). Gut mycobiota changes in liver diseases: A systematic review. 

Medical mycology, 61(8), myad071. https://doi.org/10.1093/mmy/myad071 38 

 

2. Longo, L., de Castro, J. M., Keingeski, M. B., Rampelotto, P. H., Stein, D. 

J., Guerreiro, G. T. S., de Souza, V. E. G., Cerski, C. T. S., Uribe-Cruz, C., Torres, 

I. L. S., & Álvares-da-Silva, M. R. (2023). Nicotinamide riboside and dietary 

restriction effects on gut microbiota and liver inflammatory and morphologic 
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County, Calif.), 110, 112019. https://doi.org/10.1016/j.nut.2023.112019 39 
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2. CONGRESSO BRASILEIRO HEPATOLOGIA – HEPATO 2023. “Micobiota 

intestinal nas doenças hepáticas: revisão sistemática mostra que há ainda muito 

para investigar na área”. Exposição Oral de Pôster. 

 

3. 16° CONGRESSO DE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA DA 

REGIAO DUL- 2023. “Ribosídeo de Nicotinamida mitiga alterações 
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Abstract 

Intestinal fungi play an important role in the health-disease process. We observed that in liver diseases, fungal infections lead to high mort alit y. In 
this re vie w, w e w ere able to gather and e v aluate the a v ailable scientific e vidence on intestinal m y cobiota and liv er diseases. We searched P ubMed 
and Embase, using a combination of se v eral entry terms. Only studies in adults ≥ 18 years old with liver disease and published after 20 1 0 were 
included. We observed that individuals with liver disease have an altered intestinal mycobioma, which accompanies the progression of these 
diseases. In cirrhotic patients, there are a high number of Candida sp. strains, especially Candida albicans . In early chronic liver disease, there is 
an increase in alpha diversity at the expense of Candida sp. and con v ersely, in adv anced liv er disease, there is a negative correlation between 
alpha diversity and model for end-stage liver disease score. On the other hand, patients with non-alcoholic fatty liver disease demonstrate greater 
diversity compared to controls. Our study concluded that the evidence on the subject is sparse, with few studies and a lack of standardization of 
outcome measures and reporting, and it was not possible to perform a meta-analysis capable of synthesizing relevant parameters of the human 
m y cobiotic profile. Ho w e v er, certain fungal genera such as Candida play an important role in the context of liver disease and that adults with 
liver disease have a distinct gut mycobiotic profile from healthy controls. 

Lay summary 

In people with end-stage liver disease, there is a high mort alit y from fungal infections. In this context, the genus Candida pla y s an important role 
in the context of liver disease, and adults with liver disease have a distinct gut mycobiota profile from healthy controls. 

Ke y w or ds: gut microbiome, mycobiome, mycobiota, liver diseases, systematic review. 

Introduction 

Liver disease and complications are a leading cause of death 

worldwide.1–3 Fine dissections of the pathophysiology of liver 
diseases should be elucidated, which boosts the development 
of new therapeutic modalities and tackles the socioeconomic 
burden of these liver diseases.4 

The human intestine contains many microbes, including 
bacteria, fungi, archaea, and viruses, collectively termed the 
gut microbiota.2 , 5 They live symbiotically in the gastroin- 
testinal tract and play an important role in the health of the 
individual and in the development of diseases.6 , 7 This micro- 
biota is unique to each individual and its composition can be 
influenced by many factors such as geography, lifestyle, diet, 
medication, disease, environment, and genetics.8 Although 

bacteria are more abundant and better studied, fungi are 
important because they form biofilms, produce toxic metabo- 
lites (mycotoxins), and have morphological versatility with 

single-celled, usually commensal forms (such as yeasts) and 

multicellular, usually invasive and pathogenic forms (hyphae) 
that are more common.2 , 9 

The incidence of fungal infections is increasing in patients 
with end-stage liver disease, causing high mortality rates.10 , 11 

Through the portal vein, when there is a permeable intesti- 
nal barrier or a deficient immune system, intestinal fungi (gut 
mycobiome) can reach the liver and initiate a local immune 
response with injury to this organ.2 , 12 , 13 Emerging evidence 
indicates that the mycobiome may be more important than 

previously thought.14 In immunocompromised patients (e.g., 
acquired immunodeficiency syndrome), infection with fungi 
such as Candida sp., Aspergillus sp., Cryptococcus sp., and 

Pneumocystis sp. turns out to be deadly.15 Despite its impor- 
tance, there is a paucity of scientific literature investigating the 
relationship between intestinal mycobiome and liver disease. 
Thus, this study aims to review and evaluate the available sci- 
entific evidence to understand the role of fungi in the context 
of liver disease. 
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Objectives: No specific therapy is available for metabolic dysfunction�associated fatty liver disease. We
investigated nicotinamide riboside (NR) and dietary restriction (DR) effects in liver lipids, inflammation, his-
tology, intestinal permeability, and gut microbiota in a cafeteria diet (CAFD)-induced obesity model.
Methods: Adult male Wistar rats were randomly assigned to standard diet (SD) or CAFD. After 6 wk, they
were subdivided into six groups—SD + vehicle (Veh) (distilled water), SD + NR (400 mg/kg), DR + Veh,
DR + NR, CAFD + Veh, and CAFD + NR—for 4 wk more until euthanasia.
Results: CAFD increased the hepatic content of lipids, triacylglycerols, and total cholesterol and promoted hepato-
megaly, steatosis, steatohepatitis, and liver fibrosis. DR intervention successfully delayed the onset of CAFD-
induced liver abnormalities except for steatosis and fibrosis. CAFD suppressed Sirt1 expression in the liver and DR
increased Sirt3 expression. CAFD did not affect hepatic inflammatory genes but DR enhanced Il10 expression while
decreasing Il1b expression. CAFD reduced Firmicutes and increased Bacteroidetes and Cyanobacteria, with no
changes in intestinal permeability. Gut microbiota patterns in animals exposed to DR were similar to those of ani-
mals in SD. NR, specifically in CAFD, reduced hepatic triacylglycerols and total cholesterol deposition and collagen
fiber accumulation in the liver and limited the colonization of CAFD-induced Cyanobacteria. NR combined with DR
decreased the liver’s relative weight and Tnfa expression and suppressed Sirt1 and Sirt3 hepatic expression.
Conclusions: This study suggests that NR can be a potential adjuvant to metabolic dysfunction�associated
fatty liver disease therapy, encouraging further research in this field.
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