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GLOSARIO DE TERMINOS

AGL: Acidos Grasos Libres

AGP: Acidos Grasos Poliinsaturados

AGS: Acidos Grasos Saturados

ApoC3: Apolipoproteina C3

ATGL: Lipasa de Acil Triglicéridos

B-ACT: Beta actina

ChREBP: Proteina de Unién al Elemento de Respuesta a los Carbohidratos
EHGNA: Enfermedad de Higado Graso No Alcohdlico

EHNA: Esteatohepatitis No Alcohdlica

FXR: Receptor X farnesoide

HMGCR: 3-hidroxi-metilglutaril-coenzima A reductasa

HPRT: Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1

IR: Resistencia a la Insulina

LDLR: Receptor de lipoproteina de baja densidad

LXR: Receptor X del higado

MTTP: Proteina de Transferencia de triglicéridos microsomales
nFkB: Factor Nuclear Kappa B

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PNPLAZ: Fosfolipasa parecida a la papatina que tiene dominio de la proteina 3
RT-PCR: PCR en Tiempo Real

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

SNPs: Polimorfismos de un Solo Nucleotido

SREBP: Proteina Unida al Elemento Regulador de Esteroles
TG: Triglicéridos

TAV: Tejido Adiposo Visceral

TGF-B: Factor de crecimiento transformante

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral Alfa

VLDL: Lipoproteinas de Muy Baja Densidad
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1. INTRODUCCION

El higado graso no alcohdlico (EHGNA) se caracteriza por un exceso de grasa
hepatica mayor al 5% del peso del higado y representa la enfermedad hepatica

crénica mas comun en el mundo (Browning et al. 2004).

El diagndstico de certeza de EHGNA sigue siendo la biopsia hepatica, a través de
la cual se observa un espectro amplio de alteraciones histolégicas que van desde
la acumulacion de grasa (esteatosis) hasta un proceso inflamatorio
(esteatohepatitis), el cual puede progresar a fibrosis, cirrosis y, en algunos casos,

a carcinoma hepatocelular (Kleiner et al. 2005).

La incidencia de esteatosis y su progresion a esteatohepatitis varia entre distintos
grupos étnicos, siendo la poblacion latina (principalmente México-americana) la
que presenta la mayor prevalencia de esteatosis (58% vs. 44% en caucasicos) asi
como la progresion a esteatohepatitis (19% vs. 9% en caucasicos) (Williams et al.
2011).

Day et al. (1998) propusieron la hipétesis de “dos agresiones” en la cual el
establecimiento de la esteatosis hepatica es debido a la acumulacion de acidos
grasos Yy triglicéridos como consecuencia del incremento en la captacién y/o
sintesis de acidos grasos, asi como la disminucion de la beta oxidacion de los
mismos. La progresidén de esteatosis a esteatohepatitis se establece a través de
una segunda agresion, la cual parte de un higado esteatético mas vulnerable al

dafo hepatocelular e inflamacion (Day and James 1998).

Sin embargo, aun cuando esta hipotesis es ampliamente aceptada estudios
recientes sugieren que la progresion de esteatosis a esteatohepatitis ocurre en un
proceso continuo, en donde los lipidos con capacidad toxica y pro-inflamatoria
(hipotesis de lipotoxicidad) como el colesterol serian clave para la progresion de

esteatosis a esteatohepatitis (Neuschwander-Tetri 2010).

Diversos estudios muestran un aumento en la acumulacién del colesterol hepatico
en sujetos con esteatohepatitis no alcohdlica(Caballero et al. 2009; Puri et al.
2007). Este incremento se debe en gran parte a una sintesis elevada o a una

mayor captacion del mismo (Min et al. 2012).
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Por lo anterior este trabajo plantea evaluar la expresién hepatica de algunos genes
implicados en la biosintesis del colesterol en la progresidon de esteatosis a

esteatohepatitis no alcohdlica, en sujetos mexicanos con obesidad morbida.
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2. ANTECEDENTES
A. ENFERMEDAD DE HIiGADO GRASO NO ALCOHOLICO
a. DEFINICION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) comprende un conjunto
de alteraciones histoldgicas que van desde la esteatosis hasta la esteatohepatitis
(EHNA). Esta si presenta fibrosis puede progresar a cirrosis y sus complicaciones,

incluyendo carcinoma hepatocelular Fig 1 (Tiniakos, Vos, and Brunt 2010).
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Figura 1. Representacion esquematica de la progresion de la EHGNA. En comparacion con un
higado normal, la esteatosis se caracteriza por la acumulacion de grasa en forma de gotas. La
esteatohepatitis no alcohdlica por su parte no solo puede presentar esteatosis, sino también
muerte celular y la acumulacion de infiltrados de células inflamatorias. La fibrosis puede
presentarse durante la evolucién de la enfermedad evidenciandose con la tincién tricromica de
Masson. Esta puede progresar a cirrosis y carcinoma hepatocelular. Modificado de (Cohen et al.,
2011).

La esteatosis se caracteriza por un exceso de grasa hepatica mayor al 5% del
peso del higado, esta grasa esta constituida en mayor parte por triglicéridos (TG)
(Puri et al. 2007).
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La esteatohepatitis (EHNA) se caracteriza por un proceso inflamatorio que esta
acompanado por la acumulacion de grasa y dafio hepatocelular (balonamiento del

hepatocito y muerte celular) (Cohen, Horton, and Hobbs 2011).
b. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de la EHGNA ha aumentado de forma acelerada en los ultimos
veinte afos en paralelo con la obesidad Fig 2. La EHGNA es la condicién hepatica
crénica mas comun en el mundo(Browning et al. 2004) y se ha estimado que para
2020 lo siga siendo (Lazo and Clark 2008; Levene and Goldin 2012; Lazo et al.
2013).

Existe una influencia étnica en la prevalencia de la EHGNA variando desde un
45% entre los hispanos, 25% asiaticos (Nomura et al. 1988), 24% en

afroamericanos y 33% en los caucasicos (Browning et al. 2004).

35—
EUA

304 Israel O
<
% 254 .Corea
o 20 Taiwan
= oh o 0 e
S 154 na Japon- QO India
S Meéxico
©
E, 10 - .
o ltalia

5 -
0 T T T T T T T

0 5) 10 15 20 25 30 35

Prevalencia de obesidad

Figura 2. Prevalencia de EHGNA contra prevalencia de obesidad en varios paises, México se
encuentra cerca de la media a nivel mundial siendo superado por paises como Corea, Israel, India,

Taiwan y Japon. Modificado de (Loomba and Sanyal 2013).

La frecuencia en los caucasicos americanos, suele ser casi el doble entre varones
que en mujeres 42% y 24% respectivamente; y puede incrementarse en el estado

posmenopausico (Carulli et al. 2006).
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El predominio de la EHGNA aumenta de forma paralela a la edad: menos del 20%
en individuos por debajo de los 20 afios y mas del 40% en aquellos por arriba de
los 60 afios. No obstante, también se ha descrito la EHGNA en poblacion infantil
con una prevalencia del 2,6%, pero que puede ascender hasta un 80% en nifios

obesos(Papandreou, Rousso, and Mavromichalis 2007).

La EHGNA es mas prevalente en pacientes que padecen de forma paralela
diabetes mellitus tipo 2 (40-75%), u obesidad (33—-76%) (Lazo and Clark 2008), se
ha estimado una prevalencia de EHGNA en el 76% de las personas con
sobrepeso (Bellentani and Marino 2009); mientras que en los pacientes con
obesidad morbida, la prevalencia es mucho mayor alcanzando casi el 100% (De
Ridder et al. 2007). Se ha considerado a la EHGNA como la manifestacion

hepatica del sindrome metabdlico (Moore 2010).

De manera interesante, se ha observado que los perfiles de expresién génica
asociados a la EHGNA son diferentes y especificos de acuerdo al origen étnico de
la poblacion de estudio, lo que podria explicar al menos en parte, las diferencias
en la prevalencia y progresion de la enfermedad en los distintos grupos étnicos
(Stepanova et al. 2010).

c. ETIOLOGIA

La genética del huésped y el factor ambiental no logran explicar completamente la
causa de la EHGNA. Entre los factores ambientales se encuentra el consumo en
exceso de grasa y carbohidratos que da como resultado el aumento de peso, asi
como la obesidad y factores de riesgo bien establecidos para el desarrollo de
EHGNA. Las investigaciones sugieren que la composicion de la dieta, en particular
los tipos de lipidos y carbohidratos como la fructosa (Abdelmalek et al. 2010),
también tienen un papel importante en la progresion de EHNA vy fibrosis (Lazic et
al. 2014; Musso et al. 2003; Toshimitsu et al. 2007; Wree et al. 2013).

En los ultimos anos se le ha dado mayor importancia a la microbiota intestinal
porque se ha visto que la alteracion de ésta, es un reflejo de la dieta. La microbiota
actua como facilitador de la permeabilidad intestinal y del paso de endotoxinas
hacia el higado Fig 3 (Miele et al. 2009).
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Figura 3. La dieta y la microbiota intestinal, se han relacionado con la progresion de la EHGNA.
Los acidos grasos poliinsaturados (AGPs) como el acido alfa-linoleico (n-3) tiene efectos anti-
inflamatorios, mientras que el acido linoleico (n-6) sirven para generar precursores eicosanoides
que son agentes inflamatorios. El componente mas comun de los edulcorantes, como la fructosa,
esta relacionado con la presencia de esteatosis. La dieta puede alterar la integridad de la barrera
intestinal y puede dar como resultado la endotoxemia metabdlica por los productos derivados de
bacterias (toxinas) que activan los receptores toll hepaticos, con una produccién de agentes

inflamatorios. Modificado de: (Wree et al., 2013).

Sin embargo, no todos los pacientes con EHGNA son obesos, tampoco todos los
grupos étnicos exhiben la misma prevalencia de entidad, e incluso, en
determinados individuos parece haber un componente familiar (Willner et al.

2001). Estos datos fundamentan la implicacion de factores genéticos.

Hay evidencias que permiten desvincular la presencia de esteatosis de la
obesidad y de la resistencia a la insulina (IR) en personas con la variante del gen
que codifica a la fosfolipasa parecida a la papatina que tiene dominio de la
proteina 3 conocida como PNPLA3 [lle™—Met 48 (1148M)], (Kantartzis et al.
2009). PNPLA3 es un miembro de la familia de PNPLA, del tipo Lipasa de Acil
Triglicéridos (ATGL). La frecuencia de susceptibilidad de la variante PNPLA3-
G148M en grupos étnicos refleja la prevalencia de EHGNA y representa el 70% de

las diferencias en la frecuencia de la esteatosis hepatica entre hispanos,
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afroamericanos e individuos de descendencia europea (Larrieta-Carrasco et al.
2014; Romeo et al. 2008). Los homocigotos para el alelo de riesgo en PNPLA3
(MM) tienen el doble de contenido de TG hepaticos, aunque la magnitud del efecto
estd influenciada por la adiposidad y sensibilidad a la insulina. PNPLA3 se
expresa mas en el tejido adiposo y hepatico y es regulado transcripcionalmente a
través de la cascada de sefalizacion que incluye a LXR y SREBP-1c (Proteina
Unida al Elemento Regulador de Esteroles 1c) (Huang et al. 2010). Arriba del 90%
de PNPLAS3 se localiza en gotas de lipidos del hepatocito donde participan en la
particion, trafico y degradacion de proteinas. Aunque no se sabe bien como
pudiera actuar en la progresién de la EHGNA, pero la proteina en su forma pura
tiene actividad de TG hidrolasa y transaciltransferasa (Cohen, Horton, and Hobbs
2011).

También se ha asociado a la EHGNA con determinados polimorfismos de cambio
de un solo nucledtido (SNPs) de algunos genes como MTTP que codifica para la
proteina de transferencia de triglicéridos microsomales (Bernard et al. 2000).
MTTP juega un papel muy importante en la incorporacion de triglicéridos hepaticos
junto con APOB para la formacion de VLDL, que es un vehiculo muy importante en
la exportacién de lipidos del higado. Se ha visto que la inhibicion de MTTP
incrementa los niveles de transaminasas plasmaticas y el desarrollo de esteatosis
(Hooper, Adams, and Burnett 2011).

Variantes en el gen APOC3 que codifica a la apolipoproteina C3 se han asociado
tanto con la esteatosis hepatica y resistencia a la insulina en asiaticos delgados
sin diabetes. Por lo tanto, esta evidencia no es compatible con la hipotesis en la
cual la acumulacién de TG en los hepatocitos causa resistencia a la insulina
(Petersen et al. 2010).

d. HISTOPATOLOGIA

La valoracién histologica es el estandar de oro para caracterizar la EHGNA, siendo

la escala de Kleiner la mas aceptada (Kleiner et al. 2005).

Pagina 13 de 49.



Esteatosis (HGNA)

La caracteristica histolégica de EHGNA es la acumulacion intracitoplasmatica de
lipidos en forma de gotas de TG en los hepatocitos y que se conocen como “gotas
de grasa” (Puri et al. 2007). La grasa intracitoplasmatica en la EHGNA puede
tomar varias formas: a) grandes gotas de grasa macrovesicular que llenan el
citoplasma, desplazando el resto del contenido de la célula y el nucleo
periféricamente, b) mezclado de gotas grandes y pequefias, c) rara vez, ademas
de esteatosis macrovesicular, presenta esteatosis microvesicular Fig 4 (Tiniakos,
Vos, and Brunt 2010).
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Figura 4. Esteatosis macrovesicular y esteatosis microvesicular. Del lado izquierdo se observan

gotas grandes de grasa que representan la esteatosis macrovesicular. Mientras que de lado
derecho, las flechas apuntan las pequefias gotas de grasa que representan la esteatosis

microvesicular. Modificado de (Kleiner et al. 2005).

Los métodos semicuantitativos para la evaluacion histologica sigue siendo la
arquitectura acinar y se refiere al porcentaje de tejido hepatico ocupado por
hepatocitos esteatéticos: 0-5% ,5-33%, 33—66% y >66% Fig 5.
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Figura 5. El porcentaje de tejido hepatico ocupado por hepatocitos esteatoéticos se les asigna un
grado de esteatosis. Dependiendo del grado de esteatosis tiene un puntaje: si es grado 0 = 0,
grado 1 =1, grado 2 = 2 y grado 3 =3 (Brunt et al. 1999)

También se puede encontrar en menor cantidad inflamacion crénica lobular o
inflamacion portal leve y balonamiento del hepatocito. La fibrosis se encuentra

generalmente ausente.

Esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)

Los criterios histolégicos minimos para el diagndstico de EHNA incluyen
esteatosis, lesion hepatocelular (por lo general en forma de globo) y la inflamacion
lobular. Al igual que en otras formas de enfermedad hepatica cronica, la fibrosis no
es necesaria para el diagnostico de la esteatohepatitis (Tiniakos, Vos, and Brunt
2010).

La lesion hepatocelular en la EHNA generalmente se presenta en forma de globo.
El balonamiento hepatocelular se refiere a los hepatocitos agrandados, que
pueden tener una apariencia reticulada o contener cuerpos de Mallory-Denk. Los
hepatocitos balonados se encuentran predominantemente entre los hepatocitos

esteatoticos y pueden estar asociados con la fibrosis (Kleiner et al. 2005).

La inflamacién lobular, generalmente leve, se compone de pequenos focos de
infiltrados de células inflamatorias compuestos por linfocitos, eosindfilos vy
leucocitos. Ademas, se pueden observar los agregados de células de Kupffer

(microgranulomas) y lipogranulomas en los lobulos Fig 6 (Kleiner et al. 2005).
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Figura 6. Balonamiento hepatocelular e inflamacion lobular. De lado izquierdo se pueden observar
hepatocitos agrandados que caracteriza al balonamiento hepatocelular. Mientras que de lado
derecho se puede observar pequenos puntos que son infiltrados de células inflamatorias que
caracteriza a la inflamacion lobular (M. BRUNT and G. TINIAKOS 2009).

No se ha encontrado ningun biomarcador con las caracteristicas necesarias que
permita un diagnostico preciso de la EHGNA y que diferencie los estadios leves de
los mas avanzados de esteatohepatitis y fibrosis (Wieckowska, McCullough, and
Feldstein 2007); por lo que la valoracion histolégica es el estandar de oro para
diferenciar la EHGNA.

e. FISIOPATOLOGIA

El higado desempefia un papel central en el metabolismo lipidico captando acidos
grasos libres (AGL) del plasma, que si no son aprovechados como fuente
energética mediante beta oxidacion son almacenados o exportados para la

sintesis de lipidos y lipoproteinas

Una serie de alteraciones de factores locales y sistémicos, que controlan el
equilibrio entre el eflujo, la oxidacion y la exportacion de lipidos conduce a la

acumulacioén hepatica de triglicéridos Fig.7 (Tiniakos, Vos, and Brunt 2010).

El incremento en la ingesta calorica, en combinacion con el incremento de acidos
grasas saturadas (AGS) y el consumo de fructosa, conducen a un aumento de
Tejido Adiposo Visceral (TAV); el consumo de fructosa estimula la lipogénesis de

Novo Yy no causa la sefializacion de saciedad que se produce con la glucosa.
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Figura 7. Factores comunes en el desarrollo de esteatosis y esteatohepatitis. Existen tres
componentes principales que se intersectan: (1) El incremento en el tejido adiposo visceral (TAV) y
resistencia a la insulina; (2) alteracion en la exportacion, oxidacion y desaturacion de acidos grasos
hepaticos; (3) la iniciacidon y subsecuentes efectos de la lipotoxicidad. Las flechas negras intensas
son las rutas que ya se conocen y que son importantes. Las flechas grises indican las areas de
investigacion mas reciente y muestran que la esteatosis y esteatohepatitis no son necesariamente

procesos independientes. Modificado de : (Tiniakos, Vos, and Brunt 2010)

El TAV es un tejido metabdlicamente activo que produce citocinas pro-
inflamatorias [factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 6 (IL-6) y
Proteina C Reactiva (PCR)]. EI TAV y la esteatosis son causadas por la
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. EI TAV aumenta la liberacién AGL al
higado, lo que aumenta la carga del metabolismo en el higado. La lipogénesis de
novo, incrementa la re-esterificacion de TG e incrementa la oxidacioén. En algunos
pacientes los mecanismos compensatorios para evitar la lipotoxicidad son
alterados por la falla en el metabolismo de triglicéridos y mas recientemente del
colesterol, lo que resulta en EHNA vy fibrosis. La circulacion de citocinas pro-
inflamatorias del TVA, la falta de desaturacion de AGS a acidos grasos
poliinsaturados (AGP), incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) por

estrés oxidante del reticulo endoplasmico, incremento de endotoxinas como
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lipopolisacaridos (LPS), la falla en la reparacion del hepatocito y la perpetuacién
de procesos de inflamacion puede iniciar y promover la fibrosis (Tiniakos, Vos, and
Brunt 2010).

i. Hipotesis de dos agresiones

Day et al. (Day and James 1998) propusieron la hipétesis de “dos agresiones”, en
la cual el establecimiento de la esteatosis hepatica es debido a la acumulacion de
acidos grasos Yy triglicéridos como consecuencia del incremento en la captacion
y/o sintesis de acidos grasos, asi como la disminucién de la beta oxidacién de los
mismos. La segunda agresion se establece a través de un higado esteatotico mas

vulnerable al dafo hepatocelular e inflamacion.
ii. Hipotesis de agresiones multiples

En el modelo de “multiples agresiones”, la primera agresion es la resistencia a la
insulina y sus trastornos metabdlicos asociados como la hiperinsulinemia, causada
por la resistencia a la insulina, aumento de la lipogénesis hepatica y la liberacion

de acidos grasos libres del tejido adiposo al higado.

Después de la infiltracién hepatica inicial, el higado se vuelve extremadamente
vulnerable a una serie de impactos, lo que lleva a una lesion del hepatocito y
finalmente progresa de esteatosis a EHNA vy fibrosis. Entre los multiples factores
patogénicos pueden incluir estrés oxidante, apoptosis de hepatocitos, la activacién
del factor de crecimiento transformante (TGF-B) que es profibrogénico y activacion

de las células estelares (Tilg and Moschen 2010).
iii. Hipotesis de lipotoxicidad

Estudios recientes sugieren que la progresion a esteatohepatitis ocurre en un
proceso continuo, en donde los lipidos con capacidad toxica y pro-inflamatoria
(hipotesis de lipotoxicidad) serian clave para la progresion (Neuschwander-Tetri
2010). Estudios recientes han sugerido que la acumulacion del colesterol como
especie lipotdxica esta asociada con la EHGNA, ya que en pacientes obesos con
EHNA muestran un incremento significativo de colesterol libre (Caballero et al.
2009; Araya et al. 2004; Puri et al. 2007).
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B. COLESTEROL

El  colesterol estd formado por una base policiclica llamada
ciclopentanoperhidrofenantreno de la que se derivan los esteroles. Es un
componente importante de la membrana plasmatica en organismos eucariotes
superiores, ayuda a generar una barrera semipermeable entre compartimentos

celulares y para regular la fluidez de la membrana (lkonen 2008).

Los metabolitos de colesterol (esteroides y acidos biliares) tienen funciones
biologicas importantes como transductores de sefal y solubilizantes de otros
lipidos. Ademas, el colesterol se ha relacionado con el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares y recientemente con la EHGNA (Min et al. 2012).

La acumulacién de colesterol en el higado y en particular el incremento de
colesterol libre (CL) parece ser de mucha importancia en la lesion hepatica y en la
fijacion de la EHGNA. Sin embargo, aunque se ha encontrado que el CL causa
directamente apoptosis y necrosis en los hepatocitos (Gan et al. 2014), los

mecanismos precisos de la lipotoxicidad en la EHGNA no estan claros Fig 8.

Alteracion Resistencia

enla a la insufina
homeostasis
ded colesterol

Muerte celular e
inflamacion

Figura 8. La alteracion en la homeostasis del colesterol y la resistencia a la insulina contribuyen a
la acumulacién de CL. La acumulacién de CL activa la ruta de cinasas JNK (cinasas c-Jun N-
terminal) en el RE y la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por la disfuncién
mitocondrial, causando apoptosis e inflamacion. El exceso de CL puede activar las CKs que
inducen inflamacion y las CEHs estan relacionadas con el desarrollo de fibrosis en la EHNA.
Modificado de (Arguello et al. 2015).
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La inflamacidn y fibrosis se desarrollan en el higado lo que implica la participacién
de células no parenquimatosas [células de Kupffer (CKs) y células estelares
hepaticas (CEHs)] y el CL puede desempenfar un papel en el desencadenamiento
de la lesién. Ademas, la acumulacién de CL en sitios especificos dentro del
hepatocito pueden ser relevantes para promover la disfuncion mitocondrial y

estrés en el reticulo endoplasmico (RE) (Arguello et al. 2015).
a. HOMEOSTASIS DEL COLESTEROL

El higado juega un papel central en la homeostasis del colesterol. La acumulacién
de colesterol se da a partir de la sintesis de novo y por las diferentes lipoproteinas
del plasma (Arguello et al. 2015). La sintesis del colesterol ocurre en el reticulo
endoplasmico y desde los primeros estudios de esta ruta metabdlica se ha
identificado a la 3-hidroxi-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMGCR) como la
enzima clave para la regulacion. La captacion del colesterol se da a partir de la
internalizacidon de lipoproteinas de baja densidad (LDL) mediante su receptor de
superficie (LDLR) (Ikonen 2008).

Independientemente de su origen, el colesterol hepatico tiene varias rutas

metabodlicas alternativas:

e La excrecion en la sangre en forma de VLDL

e El eflujo través de ABCA1 por lipoproteinas de alta densidad (HDL)
nacientes (APOA1)

e Excrecion y absorcion a través de la bilis por ABCGS5/G8 y por la proteina
Niemann Pick C1-Like 1, respectivamente

¢ Almacenamiento de ésteres de colesterol por nCEH (Hidrolasa de ésteres

de colesterol neutral 1)

En condiciones normales, estas vias interactuan entre si para la homeostasis
de colesterol. Estas vias metabdlicas y de trafico estan reguladas por genes
relacionados con el transporte y metabolismo cuya expresién esta regulada por
la actividad de varios factores de transcripcion, incluyendo a SREBP-2, LXR

(Receptor X del higado) y FXR (Receptor X farnesoide) Fig 9.
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Figura 9. La desregulacién en la homeostasis del colesterol contribuye a la acumulacién de
colesterol libre en la EHGNA. En Ia sintesis se ha reconocido que HMGCR es la primera enzima
clave de la biosintesis del colesterol y se encuentra sobreexpresada junto a su regulador SREBP-
2. En la captacion, el receptor de LDL (LDLR) se encarga de introducir colesterol del plasma y esta
regulada por LXR y RXR. En el catabolismo, la generacién de acidos biliares es importante para la
absorcion de colesterol a partir del intestino y es mediada por las enzimas CYP7A1 y CYP27. El
receptor NPC1L1 se encarga de capturar colesterol de la dieta y posteriormente ingresarla al
hepatocito. Estudios han relacionado una disminucion de las proteinas ABCG5/ABCGS8 con la
acumulacion de colesterol, al no poder excretar colesterol a través de la bilis. En el transporte, el
eflujo por ABCA1 es importante para el transporte del colesterol por HDL nacientes (ApoA1). Por
su parte nCEH se encarga de mantener niveles de colesterol libre a partir de ésteres de colesterol.
Modificado de (Arguello et al. 2015)
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i. BIOSINTESIS DEL COLESTEROL

El colesterol se sintetiza a partir de dieciocho unidades de acetil-CoA que contiene
36 carbonos que se utilizan para sintetizar una molécula de colesterol. En la

biosintesis del colesterol participan mas de 20 enzimas (Sharpe and Brown 2013).

Durante mas de cuatro décadas (Tatu A. Miettinen 1969), los niveles circulantes
de productos intermedios en la sintesis de colesterol se han utilizado como
marcadores indirectos de su biosintesis (Mackay and Jones 2012; T. A. Miettinen,
Gylling, and Nissinen 2011) Fig 10.
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Figura 10. La via de la sintesis del colesterol simplificada. La via del mevalonato conduce a

lanosterol, que luego puede ser desviado a la via Bloch, para la produccién de colesterol a través
de desmosterol, o la via Kandutsch-Russell, a través de 7-dehidrocolesterol. Las flechas
discontinuas representan multiples pasos. Los genes en negritas se han relacionado con la
EHGNA. Modificado de: (Brown et al., 2014)

Los marcadores usados con mayor frecuencia para estudiar la biosintesis del

colesterol son el escualeno (isoprenoide pre-esterol), latosterol (intermediario de la
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via de Kandutsch-Russell) y desmosterol (precursor del colesterol por la via de
Bloch) (Brown, lkonen, and Olkkonen 2014) (Zerenturk et al. 2013; Prabhu,
Sharpe, and Brown 2014, 7; Gill et al. 2011). Los niveles de estos intermediarios
pueden reflejar la sintesis del colesterol hepatico; por ejemplo, los niveles de
desmosterol en suero e higado se correlacionan fuertemente, o que sugiere una

regulacion compartida (P. Simonen et al. 2011).

El desmosterol es el precursor inmediato del colesterol por la via de Bloch y la
enzima que cataliza esta reaccion se llama 24-dehidrocolesterol reductasa
(DHCR24), el cual reduce el doble enlace en la posicion 24 del desmosterol.
Recientemente se ha sugerido que el demosterol se encuentre implicada en la
EHNA (M. Simonen et al. 2013). Otros metabolitos como el colestenol y latosterol
también se han medido en la EHNA pero no se han encontrado diferencias

significativas (M. Simonen et al. 2013).

Por otro lado, el latosterol es un precursor del colesterol por la via de Kandutsch-
Russell. La ultima enzima de esta via se llama 7-dehidrocolesterol reductasa
(DHCRY7). Al igual que el desmosterol , el latosterol se ha sugerido que se
encuentre implicada en la EHGNA (Brindisi et al. 2012; P. Simonen et al. 2011)

En los ultimos anos la regulacion de la sintesis de colesterol se ha centrado en la
HMGCR. Esta enzima cataliza un punto importante "que limita la velocidad" o el
control de la sintesis de colesterol, dando mevalonato. Ademas es el objetivo de
las estatinas que son los farmacos de eleccibn para el tratamiento de
hipercolesterolemia y enfermedades cardiovasculares (Sharpe and Brown 2013).
Estudios previos han reducido el contenido de colesterol intrahepatico en sujetos
con EHGNA utilizando estatinas y ezetimiba, estos farmacos se consideran
seguros para el tratamiento de esta enfermedad (Musso, Cassader, and Gambino
2011; Tziomalos 2014). Estudios recientes han demostrado que HMGCR se
encuentra sobreexpresado en pacientes con EHGNA (Min et al. 2012; Caballero et
al. 2009) y que esta relacionado con el dafo al hepatocito (balonamiento y puntaje
NAS) , debido a la acumulacion de CL en el higado (Min et al. 2012). La posible

explicacion bioquimica a la acumulacién de CL en la EHGNA, es que el aumento
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en la produccién combinado con la disminucion del metabolismo y el transporte

contribuyen en el progreso de la enfermedad.

Un estudio reciente concluyd que la escualeno monoxigenasa (SQLE) podria ser
otra enzima que catalice un punto importante en la sintesis del colesterol, después
de la HMGCR (Gill et al. 2011). La SQLE se regula de manera directa por la
acumulacion de colesterol, éste se une a una region N-terminal de la proteina
(Reg N-100) y la manda a degradacion por el proteosoma(Gill et al. 2011),
mientras que la HMGCR se regula por la acumulacion de lanosterol, 24,25
dihidrolanosterol y 25-hidroxicolesterol (oxisterol). Estos esteroles se unen a un
proteina llamada Insig que se une a la reductasa para después ser marcados por
ubicuitinaciéon y posteriormente a su degradacion por el proteosoma (DeBose-
Boyd 2008; Ikonen 2008). Un estudio previo no encontrd relacion del precursor
escualeno con la EHGNA (P. Simonen et al. 2011), esto se puede deber a que
SQLE se regula de forma diferente a las enzimas HMGCR, DHCR7 y DHCR24
que son regulados por SREBP-2 (Zerenturk et al. 2013; Prabhu, Sharpe, and
Brown 2014, 7; Sharpe and Brown 2013). A nivel transcripcional la escualeno

monoxigenasa se regula por SREBP-2.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios la EHGNA ha aumentado de manera considerable en el
mundo y se ha documentado que la incidencia de esteatosis y su progresion a
esteatohepatitis varia entre distintos grupos étnicos, siendo la poblacion latina
(principalmente México-americana) la que presenta la mayor prevalencia de
esteatosis (58% vs. 44% en caucasicos) y progresion a esteatohepatitis (19% vs.
9% en caucasicos) (Williams et al. 2011). Por lo que un estudio de este tipo es

importante en poblacion mexicana.

Estudios recientes (Puri et al. 2007; Caballero et al. 2009; Min et al. 2012) han
demostrado que la acumulacion del colesterol estd asociada al desarrollo de
EHGNA. Esta acumulacion se puede explicar en gran parte a una mayor sintesis
de colesterol, ya que el gen HMGCR se encuentra sobreexpresado. La HMGCR
es la primera enzima clave de la biosintesis del colesterol, pero se desconoce si
otros genes de la biosintesis del colesterol estan desregulados y si esto esta
relacionadas con el dano al higado. Por lo que el estudio de otros genes de la

biosintesis del colesterol es importante.

HIPOTESIS

Las alteraciones en los niveles de expresién de los genes de la biosintesis del
colesterol estaran implicadas en la progresion de esteatosis a esteatohepatitis en

sujetos obesos.
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4. OBJETIVO

» Evaluar la expresion hepatica de genes implicados en la biosintesis del
colesterol en la progresion de esteatosis a esteatohepatitis no alcohdlica, en

sujetos mexicanos con obesidad morbida.

PARTICULARES

» Seleccionar genes relevantes en la biosintesis del colesterol.

» Determinar los niveles de expresion hepatica de genes implicados en la
biosintesis del colesterol, asi como su asociacibn con parametros

bioquimicos y el grado de dafio hepatico.

» Determinar los niveles hepaticos de proteinas de los genes seleccionados,

asi como su asociacion con la EHGNA.
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5. METODOLOGIA

A. Seleccién de pacientes y criterios (estratificacion)

Se estudiaron 33 sujetos con obesidad morbida sometidos a cirugia bariatrica en
la Clinica de Obesidad y Enfermedades Metabdlicas del Hospital General “Rubén

Lenero”.

Los sujetos con una historia clinica de hepatitis viral, consentimiento no firmado,
evidencia de enfermedad crénica de higado concomitante, o el consumo mayor a

20 gramos de alcohol por dia fueron excluidos del estudio.

El protocolo fue aprobado por el comité de ética del INMEGEN. Todos los
participantes recibieron informacién oral y firmaron una carta de consentimiento

informado.
B. Determinaciones antropomeétricas y bioquimicas

A todos los participantes se les determinaron los datos clinicos y antropométricos.
Los datos antropométricos se determinaron siguiendo los procedimientos
recomendados por Lohman (T. J. Lohman 1992) que incluyen peso, estatura,

circunferencia de cintura y cadera.

El IMC fue calculado como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la
altura en metros. Los participantes son obesos mérbidos (IMC240 kg/m?) segun
los criterios de la OMS (2000).

Los parametros bioquimicos se determinaron en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo del INCMNSZ. Este laboratorio esta certificado por

el Programa de Laboratorios del Colegio Americano de Patélogos.

Las muestras de los sujetos de estudio fueron tomadas después de 10 horas de
ayuno. La glucosa se midié en suero usando el método de la glucosa oxidasa, el
colesterol sérico total y los triglicéridos se midieron utilizando un método
enzimatico, los niveles de colesterol HDL se evaluaron utilizando 4&cido
fosfotingstico y Mg?* y la insulina en plasma se determind por

radioinmunoensayo.
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Las concentraciones séricas de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT) se midieron con métodos normalizados disponibles en el
mercado (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.).

La sensibilidad a la insulina se calculd mediante la valoracidbn del modelo
homeostatico (HOMA-IR) (Matthews et al. 1985).

C. Histologia

Las biopsias de higado se recuperaron en RNAlater (Ambion/Applied Biosystems)
en el momento de la cirugia y se almacenaron a -80°C. Las mismas biopsias
hepaticas fueron fijadas en formol al 10% embebidas en parafina y posteriormente
tefidas con hematoxilina-eosina. Las biopsias fueron evaluadas por un patélogo

experimentado.

Las caracteristicas histologicas se determinaron segun el sistema de puntuacién
de Kleiner (Kleiner et al. 2005). El grado de esteatosis se calificé con un valor de 0
a 3: inflamacion de 0 a 3 y balonamiento celular de 0 a 2. La suma de estas
caracteristicas se utilizé para estimar la numeracion de actividad de EHGNA
(NAS).

Los participantes se clasificaron como controles (pacientes con histologia normal
del higado), individuos con esteatosis simple (esteatosis con puntuacion entre 1y

2, sin la presencia de inflamacion) e individuos con esteatohepatitis (NAS = 5).
D. Medicion de colesterol y triglicéridos hepaticos.

El tejido hepatico (50 mg) se homogeneiz6 en solucion salina (0,9%) y los lipidos
totales se extrajeron de acuerdo con el método de Folch et al. (1957). Los lipidos
totales se extrajeron y se homogeneizaron en cloroformo / metanol (2: 1 vol / vol).
La fase organica se seco bajo corriente de nitrégeno, los lipidos se resuspendieron
en isopropanol y Triton X-100 10%. Los triglicéridos y las concentraciones de
colesterol total se determinaron por espectrofotometria (Beckman DU 640,
Beckman Instruments, Fullerton, CA), utilizando kits comerciales de ensayo
colorimétricos (Diagnostic Systems, Holzheim, Alemania) y se normalizaron a la

concentracion de proteina total.
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E. Extraccion de RNA

El RNA total se extrajeron de 20 mg de tejido hepatico con RNeasy Lipid Tissue
Mini Kit (Qiagen, Germantown, Maryland, USA) y fue almacenado en Trizol
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) para cada participante. Se
midio6 la tasa A260/280 para determinar la pureza del RNA el cual debia de estar
en un valor de 1.8 a 2.0. Para observar la integridad del RNA se corrié en un gel

de agarosa al 1.5%.
F. PCR Tiempo Real

El cDNA se sintetizé6 con Tagman Reverse Transcription (Applied Biosystems,
Foster City, CA, U.S.A.) a partir de 500 ng de RNA total.

Una vez seleccionados los genes, se procedié con el disefio de oligonucleétidos
con la plataforma de Universal ProbeLibrary (UPL) de Roche que se encuentra
disponible en linea Tabla 1((http://lifescience.roche.com/shop/en/us/overviews/

brand/universal-probe-library).

GEN OLIGONUCLEOTIDO OLIGONUCLEOTIDO SONDA
53" 3’57

DHCR24 ttatgacaggggtcatgacaga  agtaattgccaatgctattcagc 13

DHCR?7 gccatggtcaagggctac ttgtaaaagaaattgcctgtgaat 60

HMGCR gttcggtggcctctagtgag tgcattcgaaaaagtcttgaca 65

SQLE cctgaatcagaaaataaggagca  gcttgtttctgaaatattggttcc 79

Tabla 1. Para los ensayos de PCR Tiempo real se usaron los oligonucleétidos presentados junto a
la sonda Tagman que asigna la plataforma UPL de Roche. Disponible en linea

https://lifescience.roche.com/webapp/wcs/stores/serviet/CategoryDisplay?tab=Assay+Design+Cent

er&identifier=Universal+Probe+Library&langld=-1.

El PCR en tiempo real cuantitativo se realizé con sondas Tagman PCR Master Mix
(Roche, Rotkreuz, Switzeland) en el equipo Light Cycler 480 |l (Roche,USA).

Se utilizé el software Light Cycler 480 del mismo equipo para realizar
cuantificacion relativa por el método AACt, comparando la expresion de RNAm

problema y el gen constitutivo que mejor se ajustaban. Los genes constitutivos
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(normalizadores) que se utilizaron fueron la Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1
(HPRT) y la beta actina (B-ACT).

G. Extraccion de proteinas

Las proteinas se extrajeron de 70 mg de tejido hepatico congelado en un area
sanitizada. El tejido se depositdé en un tubo con 5 mL de RIPA, se homogeniz6 con
el Polytron 2500 E (Kaskus, Indonesia) por 1 minuto, se incubd en hielo por 30

minutos y durante este lapso se mezcl6 cada 10 minutos en vortex.

Los lisados celulares se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 minutos a -4°C y se
separ6 el sobrenadante para cuantificar la proteina por el método de Lowry y se

almacend a -70°C hasta su uso.
H. Analisis de proteinas por la técnica de Western Blot

Los extractos proteicos se separaron en geles de poliacrilamida al 8% en
condiciones desnaturalizantes y se transfirieron en una membrana de PVDF. Y se

realizé la deteccidn de la senal por métodos quimioliminiscentes.

La sefnal de las proteinas se analizé con el equipo Universal Hood Il Gel Doc
(Biorad). Fueron cuantificadas usando el programa Image Lab Software del mismo
equipo. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y los resultados se
presentan como el indice HMGCR/ -actina, SQLE/ B-actina, DHCR7/ B-actina y
DHCR24/ B-actina.

l. Analisis Estadistico

El RNAm de HMGCR, SQLE, DHCR7 y DHCR24 asi como sus niveles de
proteina, insulina en suero, AST, ALT, GGT, HOMA-IR vy triglicéridos hepaticos
fueron transformados a logaritmos para lograr una distribucion normal, mientras
que los demas resultados mostraban ésta distribucion. Las diferencias entre los
grupos se calcularon usando la prueba ANOVA o Kruskal-Wallis, dependiendo de
la distribucion de las variables. Las correlaciones se obtuvieron mediante la
prueba Spearman. Los valores de P<0.05 se consideraron significativos. El

analisis se realiz6 con el programa SPSS v.14 ( Chigago, E.U.A)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Caracteristicas de los sujetos de estudio

En este estudio se incluyeron 33 sujetos con obesidad morbida (24.2% mujeres).
La media de la edad es de 35.81 + 1.38 afos, y la media de IMC 45.06 £ 0.85. La
poblacién de estudio estd conformada por 9 sujetos sin esteatosis (27.3%), 9
sujetos con esteatosis (27.3%) y 15 con EHNA (45.4%). La comparacién de las

caracteristicas clinicas y bioquimicas entre los grupos se muestran en la Tabla 2.

La concentracion de triglicéridos séricos y hepaticos es mayor en los sujetos con
EHNA vy esteatosis en comparacion con los sujetos controles de forma
significativa. Estudios previos han documentado que la acumulacion de
triglicéridos en la EHGNA podria explicar en parte la transicion de la enfermedad,
ya que observaron que la concentracion de TG hepaticos o plasmaticos era mayor
en sujetos con EHGNA y que los genes de la biosintesis del colesterol se
encontraban sobreexperados(Puri et al. 2007; Caballero et al. 2009; Araya et al.
2004; Van Rooyen et al. 2011).

Un estudio de lipiddmica reporté que no habia diferencias significativas en los
niveles de triglicéridos séricos entre los sujetos con obesidad sin esteatosis, con
esteatosis y EHNA. Pero si se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de triglicéridos hepaticos entre los tres grupos y aumentando de
acuerdo al grado de la enfermedad (obesos sin esteatosis< obesos con esteatosis
< obesos con EHNA)(Puri et al. 2007).

En un estudio donde se incluyeron sujetos delgados (IMC<25), sujetos sanos que
presentan obesidad, esteatosis y EHNA. Se encontraron diferencias significativas
en la concentracion de triglicéridos séricos entre todos los grupos y de acuerdo al
grado de la enfermedad la concentracion de TG aumenta (delgados< obesos
sanos< obesos con esteatosis< obesos con EHNA)(Min et al. 2012). En nuestro
estudio no se incluyen sujetos delgados, ya que se este estudio se enfoca en la
transicion de la EHGNA en sujetos obesos, que por mera estadistica podrian

presentar este tipo de comorbilidades.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacion de estudio.

Control Esteatosis Esteatohepatitis
n=9 n=9 n=15
Género M:F 1:8 2:7 5:10
DT2 2 3 6
Edad (afios) 38.6 +9.8 34.2+8.9 34.8+54
indice de Masa Corporal [IMC]
(kg/m2) 451+6.2 44.3+£5.1 454 +4.2
Glucosa (mg/dL) 102.7 + 11.8 97.8+12.8 109 + 16.5
101.0 (82.5- 164.0 (130.1-  136.0 (124.0-

Triglicéridos (mg/dL) @ b 140.28) 240.5) 246.0)
Colesterol Total (mg/dL) 176.0 £28.8 1854 + 274 163.1 + 36.3
HDL (mg/dL) b 41.4+6.5 34775 31.7 £ 81
Alanin aminotransferasa [ALT]
(UI/L) bc 27.0 (13.0-56.0) 21.5(17.0-23.0) 40 (29.2-56.5)
Aspartato aminotransferasa [AST]
(UI/L) © 24.0 (19.5-44.5) 22.5(17.0-27.2) 31.0 (26.5-69.2)
Gamma Glutamil Transferasa [GGT]
(UI/L) 23.0 (12.0-38.4) 21.0(13.2-42.0) 29.0 (20.5-34.2)
Insulina (mg/dL) @ b 7.4 (3.7-12.9) 15.2(10.9-24.6) 20.9 (9.5-31.2)
HOMA-IR 1.8 (0.9-3.4) 3.4 (2.5-5.7) 5.0 (2.5-9.6)
Triglicéridos hepaticos (mg
triglicéridos/mg proteinas) @ b 0.95 £ 0.56 1.37 £ 0.91 3.92+2.41

Colesterol total hepatico (mg

. 0.10 £ 0.05 0.12 £ 0.05 0.17 £ 0.1
colesterol/mg proteinas)

Colesterol libre hepatico (mg

colesterol/mg proteinas) 0.07 £ 0.01 0.07 £ 0.01 0.12 £ 0.07
Fosfolipidos hepaticos (mg
fosfolipidos/mg proteinas) 0.51 £0.06 0.51 £0.05 0.56 £0.30

Datos presentados con Media + Desviacion estdndar o mediana (rango intercuartil). IMC, Glucosa,
Colesterol total, Colesterol HDL cumplen una distribucion normal por lo que se aplicé prueba de
ANOVA, para los demas datos se aplicd prueba no paramétrica de Kruskal Wallis de muestras
independientes. 2 Contraste esteatosis Vs Controles con p significativa <0.05; ® Contraste EHNA Vs

Controles con p significativa <0.05; ¢ Contraste Esteatosis Vs EHNA con p significativa <0.05.

Sujetos con EHNA presentan un aumento significativo de ALT en comparacion con
los sujetos control. También existe una diferencia significativa de niveles de ALT

entre sujetos con EHNA y esteatosis. La elevacion de las transaminasas (ALT y
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AST) son marcadores de dafio hepatico y es la anomalia mas observada en la
EHGNA estando presente entre el 50 y 90% de los casos en obesos(Matteoni et
al. 1999; Mofrad et al. 2003). Si bien cualquier estadio de la EHGNA puede cursar
con transaminasas normales, estudios previos han documentado que estas suelen
estar mas elevadas en la EHNA. (Dixon, Bhathal, and O’Brien 2001; Ong et al.
2005) .Las transaminasas se encuentra en abundancia en el citoplasma del
hepatocito por lo que al presentarse dafo o inflamacion las enzimas se liberan a la
circulacién y se encuentran elevadas en suero (Wong et al. 2009). La naturaleza
precisa de las fracciones GGT aun no se ha establecido, y en la actualidad no es
posible especular sobre las posibles razones que conducen a diferentes patrones

de fracciones GGT en higado graso no alcohdlico (Franzini et al. 2012) .

La concentracién de HDL es menor significativamente en sujetos con EHNA contra
sujetos controles. La disminucion en los niveles de HDL se ha relacionado con un
incremento de riesgo cardiovascular y mas recientemente con la EHGNA (Trojak
et al. 2013; Brea Hernando and Puzo Foncillas 2010). Esta bien documentado que
el metabolismo de lipoproteinas se encuentra desregulado en la EHGNA (Fon
Tacer and Rozman 2011). Las lipoproteinas mas importantes en el eflujo del
colesterol son las HDL's y estas se encargan de transportar colesterol mediante
ABCA1. Se sabe bien que en la EHGNA el transportador ABCA1 se encuentra
alterado lo que no permite la salida de colesterol y por lo tanto se acumula de

colesterol en el higado.

Se observa un aumento significativo en los niveles de insulina en sujetos con
EHNA a comparacion de los sujetos controles. El incremento en los niveles de
insulina se podria explicar en parte por la resistencia a la insulina, como primer

factor en la teoria de multiples impactos (Tilg and Moschen 2010).

El colesterol total y el colesterol libre hepatico no presentaron cambios
significativos durante nuestro estudio. Diferentes estudios han observado que
existe aumento significativo en los niveles de colesterol libre (Puri et al. 2007;
Caballero et al. 2009) , que es una compuesto altamente citotdéxico (Yao and
Tabas 2000).
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Cuando se hace una comparacién entre sujetos con EHNA y sujetos sin EHNA
(NAS Score<5) hay una tendencia en los niveles de colesterol libre (p=0.060) el
cual se ha relacionado fuertemente con la EGHNA Tabla Anexo 1. Esto sugiere
que la acumulaciéon de colesterol libre podria estar implicado en el desarrollo de
EHNA pero no explicaria la progresién de la EHGNA, ya que no se observan
diferencia entre los grupos controles vs esteatosis y esteatosis vs EHNA. Aunque
es probable que si se aumenta el numero de pacientes se pueda observar una
diferencia significativa. Un estudio reciente muestra que existe un aumento
significativo de colesterol total hepatico (p=0.010) entre sujetos que presentan
EHNA en comparacion de los sujetos no EHNA, sin observar diferencia en niveles

de colesterol libre (Ledn-Mimila et al. 2015).

Los datos existentes apoyan el concepto de que la homeostasis del colesterol se
desregula ampliamente en la EHGNA y que las alteraciones de las vias de
colesterol hepatico en diferentes niveles promueven la acumulacion de CL en las
células del higado. Un estudio con marcadores de la sintesis del colesterol donde
se incluian colestenol (precursor del latosterol) (p= 0.001), latosterol (precursor de
colesterol por la via de Kandutsch-Russell) (p<0.001) y desmosterol (precursor del
colesterol por la via de Bloch) (p< 0.001) presentaron diferencia significativa entre
sujetos obesos (n=128) vs sujetos obesos con EHGNA (n=114), mientras que el
escualeno no presentd cambios. Este estudio demostré que la sintesis hepatica
del colesterol se encuentra alterada en la EHGNA, pero el estudio no incluyd
sujetos con EHNA (P. Simonen et al. 2011).. En un estudio mas reciente se
observo que no habia diferencia significativa con los intermediarios colestenol y
latosterol entre sujetos con obesidad mérbida sanos, con esteatosis y EHNA, pero
si con desmosterol y también se observd el mismo comportamiento con
desmosterol y colesterol hépatico, por lo que se concluyé que el desmosterol
también esta implicado en la EHNA (M. Simonen et al. 2013). Al estar alterados la
concentracion de desmosterol y colesterol y puesto que el desmosterol es
precursor del colesterol se sugiere que la via de Bloch es la que se encuentre
alterada en la EHNA.

Los precursores escualeno, latosterol y desmosterol estan relacionados con los

genes SQLE, DHCR7 y DHCR24 respectivamente, ya que el escualeno es
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sustrato de la proteina escualeno monooxigenasa que es codificada por el gen
SQLE. Por su parte el latosterol y el desmosterol son sustratos de las proteinas 7-
dehidrocolesterol reductasa y 24-dehidrocolesterol reductasa codificadas por los
genes DHCR7 y DHCR24 respectivamente.

B. Enla EHGNA, genes de la biosintesis del colesterol muestran tendencia

a sobreexpresarse

En este estudio se incluyeron 32 sujetos con obesidad moérbida. La muestra de
uno de los sujetos de estudio con EHNA no se realizé por la falta de tejido
hepatico para la posterior extraccion de RNA. La poblacién de estudio esta
conformada por 9 sujetos sin esteatosis, 9 sujetos con esteatosis y 14 con EHNA
(15 para el caso de la HMGCR). La comparacion de niveles de RNAm entre los

grupos se muestra en el Grafico 1.
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Grafico 1. Expresion relativa de RNAm de genes clave de la biosintesis del colesterol. Se puede
observar que la expresion de estos cuatro genes presenta una tendencia a aumentar en cada
estadio de la EHGNA. Para el caso de DHCR?24 se observa que hay diferencia significativa entre el
grupo control y EHNA (*p<0.05). Mientras que para el caso de HMGCR se observa que solo hay

una tendencia (p=0.108). Para el caso de SQLE y DHCR7 se mantienen inalterados.
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En un estudio con sujetos delgados (n=32), sujetos obesos con esteatosis (n=17)
y obesos con EHNA (n=23) se observaron diferencias significativas entre los
grupos de sujetos obesos vs sujetos delgados, pero entre los grupos de sujetos
obesos con esteatosis y EHNA no se observaron diferencias significativas
(Caballero et al. 2009). Pero no es muy claro si el aumento de expresién de
HMGCR es por efecto de la obesidad o por la EHGNA.

Un estudio mas claro en el que se incluyen sujetos obesos sanos (sin presentar
esteatosis) (n=20), sujetos delgados (n=6), sujetos obesos con esteatosis (n=20) y
obesos con EHNA (n=20), se observaron significativas en la expresion de HMGCR
entre sujetos delgados y sujetos obesos sanos vs sujetos obesos con esteatosis y
EHNA (Min et al. 2012). Sin embargo, no se observaron diferencias entre sujetos
delgados y sujetos obesos sanos, entonces el no incluir sujetos delgados en
nuestro estudio no afecta ya que el comportamiento en la expresiéon de HMGCR

es muy similar entre estos grupos.

Por su parte el marcador escualeno, sustrato de SQLE para producir lanosterol
permanece inalterada por lo que no se relacion6 con la EHGNA (P. Simonen et al.
2011). En nuestro estudio se observa una tendencia en la expresiéon de SQLE. El
estudio de este gen es relevante ya que se ha sugerido como segundo punto de
control de la sintesis del colesterol, probablemente ampliando la poblacion de

estudio se observen diferencias significativas en la EHGNA.

Dos estudios previos en el que se han medido precursores del colesterol han
mostrado que la cantidad de desmosterol sérico aumenta de manera significativa
en la EHGNA (P. Simonen et al. 2011) y desmosterol hépatico en la EHNA (M.
Simonen et al. 2013). En nuestro estudio la expresion de DHCR24 se encuentra
sobreexpresado en los sujetos con EHNA en comparacion de los sujetos controles
(obesos morbidos) y presenta diferencia significativa. La sobreexpresién puede
deberse a que como muestran los estudios anteriores, el aumento de desmosterol
exige una mayor cantidad de la proteina que catalice su reduccién a colesterol por

lo que se requiere una mayor expresion del gen DHCR24.
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Estudios previos muestran que el latosterol, intermediario en la ruta de DHCR7
(Kandutsch-Russell) para producir colesterol se encuentra incrementado en
sujetos con EHGNA (P. Simonen et al. 2011),pero no en sujetos con EHNA (M.
Simonen et al. 2013). Lo que también podria sugerir un aumento en la expresion
de DHCRY.

Este estudio muestra que los niveles de DHCR7 que participan en la ruta de

Kandutsch-Russell se encuentra inalterado en la EHGNA.

En su conjunto los datos muestran que los genes HMGCR y DHCR24 localizados
en puntos clave de la biosintesis del colesterol muestran que esta ruta metabdlica

se encuentra desregulada en individuos con EHNA.

La comparacion entre grupos no EHNA y EHNA ya que no se observaron

diferencias significativas.

C. Correlacion entre la expresion de genes de la biosintesis del colesterol

y parametros bioquimicos y antropométricos.

En este estudio se incluyeron los 32 sujetos con obesidad mérbida. La poblacién
de estudio esta conformada por 9 sujetos sin esteatosis, 9 sujetos con esteatosis y
14 con EHNA (15 para el caso de la HMGCR). La correlacion entre la expresion de
genes de la biosintesis del colesterol y las caracteristicas clinica, bioquimicas e

histolégicas se muestra en el Tabla 3.

En nuestro estudio se encontré que la expresion de HMGCR tiene una correlacién
positiva y significativa con triglicéridos séricos (r=0.472, p=0.006) y hépaticos
(r=0.472, p=.0.030), mientras que colesterol HDL tiene una correlacion negativa y
significativa (r=-0.345, p=0.049). Estos datos demuestran que la sobreexpresion
de HMGCR esta asociada con el incremento de TG séricos y hepaticos que se
sabe bien que estan relacionados con la progresiéon de la EHGNA por la teoria de
la doble agresion de Day (Day and James 1998). Por otro lado, el aumento de la
expresion de HMGCR aumenta la concentracién de colesterol y esto afecta el
eflujo del colesterol por ABCA1 lo que podria explicar la disminucion de colesterol
HDL(Arguello et al. 2015; Min et al. 2012).
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Tabla 3. Correlacion entre la expresién genes de la biosintesis del colesterol y

caracteristicas bioquimicas e histologicas.

RNAmM RNAmM RNAmM RNAmM
HMGCR  SQLE DHCR7 DHCR24

Insulina (mg/dL) 0.219 432* 0.024 0.340
HOMA-IR 0.297 465" 0.017 0.343
Triglicéridos (mg/dL) 0.472** 433* 0.113 0.211
Colesterol Total (mg/dL) 0.067 0.063 -0.083 0.082
HDL (mg/dL) -0.345* -0.350 -0.182 -0.232

Triglicéridos hepaticos (mg

A ) 379* 0.154 -0.072 0.292
triglicéridos/mg proteinas)

Colesterol total hepatico (mg

. 0.144 0.096 -0.037 0.192
colesterol/mg proteinas)

Colesterol libre hepatico (mg

) -0.024 -0.102 -0.083 0.133
colesterol/mg proteinas)

Esteatosis 0.328 0.283 0.020 0.330
Balonamiento 0.293 0.187 0.033 0.225
Inflamacion 0.167 0.186 0.330 0.172
Puntaje NAS 0.305 0.281 0.187 0.301

HDL: Colesterol HDL. *Valor de P<0.05 y ** Valor de P<0.01.

En otro trabajo se ha encontrado que la expresion relativa de HMGCR se
correlacionaba de manera significativa con el balonamiento, Puntaje NAS vy
colesterol libre hepatico en 8 sujetos obesos (Min et al. 2012). Pero en nuestro
estudio solo se observa una tendencia con el balonamiento (r=0.293, p= 0.098) y
el puntaje NAS (r=0.305, p=0.085). La variacion en los resultados se puede deber
a que en el estudio anterior solo se incluyeron 16 sujetos (8 con EHGNA y 8 con
control). Mientras que en nuestro estudio se incluyeron 32 sujetos obesos
morbidos donde el efecto no es muy perceptible y aun se observa una tendencia
en el balonamiento y puntaje NAS. A Esto significa que el aumento de la expresion
de HMGCR aumenta el puntaje NAS que es un marcador de dafio al higado, al

igual que el balonamiento que es la pérdida de la integridad del hepatocito.

Por otro lado, SQLE tiene correlacién significativa con el marcador de la
resistencia a la insulina HOMA-IR (r=0.0465, p= 0.014) e insulina (r=0.432, p=
0.022) por lo que a mayor sobreexpresiéon de SQLE mayor resistencia a la insulina
y mayor cantidad de insulina en suero. También presenta una correlacion
significativa con la concentracion de TGs séricos (r=0.465, p=0.015). Para el caso
de esteatosis (r=0.283, p=0.126) y puntaje NAS (r=0.281, p = 0.126) solo se
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observa una tendencia. Esto significa que SQLE también esta relacionado con el
dafio al higado por el puntaje NAS y que probablemente la expresion de SQLE
estda mas relacionada a la esteatosis. La ampliacién de la muestra de los sujetos

de estudio podria fortalecer esta idea.

DHCR?7 solo muestra una correlacion con tendencia positiva con la inflamacion (r=
0.330, p= 0.075). Esto quiere decir que a mayor expresion de DHCR7 mayor
inflamacion del hepatocito. La ampliacion de los sujetos de estudio podria mostrar

un efecto contundente.

DHCR24 muestra una tendencia positiva con la esteatosis (r= 0.330, p=0.070 y
puntaje NAS (r=0.301, p=0.100), por lo que se sugiere que a mayor expresion de

DHCR24 mayor dafio del hepatocito y mayor esteatosis.

No se encontré correlacion entre el colesterol sérico, el colesterol libre y el total
hépatico lo con ningun gen de la biosintesis, pero no se descarta que el aumento

de los sujetos de estudio podria generar una correlacion significativa.
D. Proteinas de la biosintesis del colesterol

En este estudio se incluyeron 20 sujetos con obesidad mérbida. Los sujetos se
redujeron debido a que se hizo un estudio preliminar para determinar si se
ampliaba la poblacién de estudio La poblacién esta conformada por 5 sujetos sin
esteatosis, 7 sujetos con esteatosis y 8 con EHNA (7 para el caso de la DHCR7 y
HMGCR). La Figura 11 muestra el analisis tipo Western Blot de algunos de los
sujetos de estudio. En el Grafico 2 se muestran los resultados del analisis tipo
Western Blot.

En su conjunto tanto el aumento de los niveles de expresion como en la cantidad
de proteina hépatica indican que el aumento tanto de RNAm de HMGCR vy los
niveles de proteina en la EHGNA se activan transcripcionalmente. Esto es
relevante ya que entonces la expresién de HMGCR tiene un papel muy importante
en el desarrollo de la EHGNA.
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Fig 11. Analisis de Western Blot. Muestra de una membrana y como fueron cargados en los geles
de poliacrilamida. Las muestras se cargaron por duplicado y se usé B-actina como control

constitutivo. Abreviaturas: C=Control, E= Esteatosis y EHNA= Esteatohepatitis no alcohdlica.
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Grafico 2. Expresion de proteinas de la biosintesis del colesterol. Se observa una tendencia al

incremento de la HMGCR en sujetos control vs EHNA (p=0.058). No se observan cambios
significativos en los demas genes.
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El aumento en la expresion de HMGCR se ha relacionado con un aumento en la
actividad de SREBP-2, el principal activador transcripcional de HMGCR, en
nuestro estudio solo se observa una tendencia. SREBP2 se encuentra unido a la
membrana del reticulo endoplasmico, cuando el colesterol es abundante
permanece almacenado. Cuando hay niveles bajos de colesterol intracelular
SREBP-2 es procesada por proteasas y viaja al nucleo para activar HMGCR
(Anderson 2003).

Por otro lado, la cantidad de proteina hépatica de SQLE parece disminuir, aunque

no es significativo.

Una explicacién probable se ha encontrado en el trabajo de Gill en donde
demuestran que el colesterol se una a la regién N-terminal de la SQLE y la manda
a degradacion por proteosoma debido a que este es marcado por ubicuitinacion.
(Gill et al. 2011). Este trabajo mostré que las concentraciones de colesterol estan
elevadas en pacientes con EHNA, el mecanismo parece operar por la unién

directa del colesterol a SQLE.

No se observan cambios en la expresion proteica de DHCR24 y DHCRY7. Aunque
probablemente al ampliar los sujetos de estudio se encuentren diferencias

significativas.

Por otro lado, DHCR7 muestra una cantidad de proteina menor posiblemente a
que se esté regulando post-transcipcionalmente, ya que un estudio previo muestra
que la sobreexpresion de DHCR7 y DHCR24 se lleva de forma paralela (Luu et al.
2015).

E. Correlacion entre la cantidad de proteina de los genes de la biosintesis

del colesterol y sus caracteristicas.

Para este estudio se redujé a 20 sujetos con obesidad moérbida. La poblacion de
estudio esta conformada por 5 sujetos sin esteatosis, 7 sujetos con esteatosis y 8
con EHNA (7 para el caso de la DHCR7 y HMGCR). La correlacion entre la
expresion proteica de la biosintesis del colesterol y las caracteristicas de los

sujetos de estudio se resumen a continuacion.
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En nuestro estudio se encontré que la expresion proteica de HMGCR tiene una
correlacion positiva y significativa con esteatosis (r= 0.521, p= 0.022),
balonamiento (r= 0.458, p= 0.049) y Puntaje NAS (r= 0.500, p= 0.029). Esto
muestra que a mayor expresion de proteina mayor dafio al higado que es reflajado
por el puntaje NAS. Los resultados muestran que a mayor expresion de proteina
HMGCR mayor esteatosis y balonamiento. Pero solo se observa una tendencia
entre los niveles de expresion de HMGCR con la expresién del mensajero (r=
0.261, p= 0.280) y la concentracion de TG hepaticos (r=0.391, p= 0.098).
Ampliando la poblacion de estudio es probable que se observe diferencia
significativa y esto supondria que a mayor expresion de HMCR mayor cantidad de
TG hepaticos y que la expresion génica de HMGCR aumenta la expresion ya que

es su gen.

En un estudio previo se encontrd6 que la expresion proteica de HMGCR se
correlacionaba con mayor dafo al higado (Min et al. 2012), y en nuestro estudio se
observa el mismo comportamiento. El cual muestra que a mayor expresion
proteica de HMGCR mayor puntaje NAS, que es el marcador de dafio al higado;
por lo que se sugiere que la sobreexpresion proteica de HMGCR esta relacionada

con el dafo al higado.

7. CONCLUSIONES

Los datos presentados muestran de manera general que la biosintesis del
colesterol se encuentra ligeramente desregulada en la EHGNA, ya que genes
analizados como HGMCR (primer paso de la regulacion) y DHCR24 muestran

cierta tendencia a sobreexpresarse.

Los niveles de proteina de HMGCR se encuentra ligeramente desregulado en este
padecimiento y ambos parametros tanto expresion de RNAm como algunas
proteinas correlacionan de manera positiva con el dafio hepatico, por lo que la

biosintesis del colesterol podria tener un papel fundamental en la EHGNA.
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8. Material complementario

Tabla Anexo 1. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacion de estudio

con dos grupos.

No EHNA Esteatohepatitis ¢]
(NAS<5) (NAS>5)
n=18 n=15 -
Género M:F 3:15 5:10 -
DT2 &) 6 -
Edad (anos) 36.4+94 348154 n.s.
IMC ( kg/m2) 447 +5.5 454 +4.2 n.s.
Glucosa (mg/dL) 100.2 + 109 £ 16.5 n.s.
12.2
Triglicéridos ( mg/dL) 131.8 136.0 (124.0- n.s.
(91.5- 246.0)
175.7)
Colesterol Total (mg/dL) 180.7 + 163.1 + 36.3 n.s.
27.7
HDL (mg/dL) 38.0+7.6 31.7 £ 81 0.029*
Alanin aminotransferasa [ALT] 22.0 (16.0- = 40.0 (29.2-56.5) 0.005*
(UIL) 29.5)
Aspartato aminotransferasa [AST] 23.0 (18.5- 31.0 (26.5-69.2) 0.019*
(UIIL) 43.0)
Gamma Glutamil Transferasa 21.0 (13.0- = 29.0 (20.5-35.2) n.s.
[GGT] (UIIL) 40.0)
Insulina (mg/dL) 12.9 (7.7- 20.9 (9.5-31.2) 0.038*
16.0)
HOMA-IR 3.0 (1.9- 5.0 (2.5-9.6) 0.056
3.9)
Triglicéridos hepaticos (mg 1.16 +0.76 3.92 +2.41 0.0004*
triglicéridos/mg proteinas)
Colesterol total hepatico (mg 0.11 £0.05 0.17 £ 0.1 0.108*
colesterol/mg proteinas)
Colesterol libre hepatico (mg 0.08 £ 0.03 0.12 £ 0.07 0.060
colesterol/mg proteinas)
Fosfolipidos hepaticos (mg 0.47 £0.19 0.56 £ 0.30 n.s.

fosfolipidos/mg proteinas)

Datos presentados con Media + Desviacion estandar o Mediana (rango intercuartilico). Se

aplicé prueba U de Mann-Whitney. * Contraste con una p<0.05 y ** Contraste con

p<0.001. Para n.s. significa no significativo.
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