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INTRODUCCION

La enfermedad de higado graso asociado a la disfuncion metabdlica (MAFLD) es una de las manifestaciones mas frecuentes del
sindrome metabdlico (SM). El aumento del consumo de fructosa a nivel mundial contribuye al incremento de la ingesta calérica

total. El consumo excesivo de grasas y azucares en
OBJETIVO. Desarrollar un modelo celular in vitro d

a dieta se asocia con un mayor riesgo de MAFLD.
e MAFLD con fructosa y palmitato (acido graso) para evaluar el efecto sobre el

transportador Mrp2, con el fin de profundizar en las vias de sefializaciéon implicadas en el desarrollo del SM
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Figura 1. Imagenes obtenidas con microsopia de fluorescencia ITR (Initial Transport Rate). Se

empleé el sustrato CMFDA

(clorometilfluoresceina

diacetato), el cual genera

metabolicamente el compuesto fluorescente glutation-metilfluoresceina (GMF).
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Figura 2. Se evalud la acumulacion de gotas lipidicas mediante tincion con Red Oil, y la seial

fue cuantificada utilizando el software Image).
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Figura 3. Las células fueron tratadas durante 48
horas con fructosa (8 mM) y palmitato (30 pM). La
actividad de Mrp2 se evaluo utilizando la secrecion
del compuesto fluorescente glutation-
metilfluoresceina (GMF) y se determiné la velocidad
inicial de transporte (VIT)* mediante microscopia de
fluorescencia. La VIT se estimo a partir de la
pendiente de la curva fluorescencia vs. tiempo en los
canaliculos.
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Figura 4. Las células fueron tratadas durante 48
horas con fructosa (8 mM) y palmitato (30 pM). La
actividad de Mrp2 se evalug utilizando la secrecion
del compuesto fluorescente glutation-
metilfluoresceina (GMF) y fue calculado el indice
de excrecion biliar (BEI). . El BEI se calculé segun:
BEI (%) = [(fluorescencia con Caz'/Mg?* -
fluorescencia sin Ca?*/Mg?*) / fluorescencia con
Caz*/Mg2*] x 100.

CONCLUSION
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Medicion de actividad de Mrp2
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Expresion de Mrp2 por WB
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Figura 5. Las células fueron ademas cotratadas con
wortmanina (W), un inhibidor de la quinasa PI3K. La
actividad de Mrp2 se evaludé utilizando la secrecion del
compuesto fluorescente glutation-metilfluoresceina (GMF) y
se determindé la velocidad inicial de transporte (VIT)5
mediante microscopia de fluorescencia. La VIT se estimé a
partir de la pendiente de la curva fluorescencia vs. tiempo
en los canaliculos.
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Figura 6. El tratamiento con Fructosa y Palmitato provocé
una disminucion de la expresion de Mrp2 y ésta
disminucion no fue revertida con el co tratamiento con W.
(p<0.05)

Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento combinado con fructosa y palmitato provoca una disminucidon en la actividad
y expresion del transportador canalicular Mrp2 en el cultivo primario de hepatocitos. Ademas, nuestros hallazgos indican que la via
PI3K podria estar involucrada en este proceso. Estos hallazgos respaldan la viabilidad del modelo como herramienta experimental
para estudiar los efectos hepatocelulares asociados al SM y contribuir al entendimiento de los mecanismos moleculares

involucrados.



