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El término esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) se utilizé por primera vez en
1980 por Ludwig y cols. para describir un patron histolégico que imita la hepatitis
alcohdlica, pero que se da en pacientes sin antecedentes de abuso de alcohol
(Ludwing y cols., 1980).

Patogénicamente se define como una enfermedad metabdlica del higado que
resulta del deposito inicial de triglicéridos en el citoplasma de los hepatocitos que
excede del 5-10% del peso del érgano, a lo que suelen sumarse posteriormente
lesiones degenerativas de los hepatocitos, infiltrado inflamatorio y fibrosis (Fong y
cols., 2000, Neuschwander y cols., 2003). Histolégicamente se caracteriza por
presentar esteatosis macrovesicular acompafiada por inflamacién lobular, dafio
hepatocitario y grados variables de fibrosis (Brunt y cols., 2005). Asi mismo, se
considera la forma mas severa de la enfermedad por higado graso no alcohdlico y en
la actualidad algunos investigadores han sugerido que puede ser la manifestacion

hepéatica del sindrome metabdlico (Shifflet y cols., 2009).

En los ultimos afos la EHNA se ha convertido en la causa mas frecuente de
enfermedad hepatica en los paises occidentales en los que afecta aproximadamente al
3% de los adultos y representa, junto con el alcohol y la infeccion por virus de la
hepatitis C, una de las principales causas de cirrosis (Mas y cols., 2009). De igual
manera, es responsable de la elevacion asintomatica de las aminotransferasas séricas
en 40-90% de los casos y representa una causa frecuente de pruebas hepéaticas
anormales en los donantes de sangre (Portincasa y cols., 2005). Todo ello unido a que
se encuentra asociada con obesidad, resistencia a la insulina y sindrome metabdlico,
ha ocasionado que esté emergiendo como un problema de salud publica, cuya
mortalidad proyectada a 10 afios puede acercarse a la producida por la enfermedad

cardiovascular (Argo y cols., 2009).

Los receptores hepaticos LXR (LXRa y LXRB) son factores nucleares
transcripcionales que parecen tener actividad antiinflamatoria y jugar un papel
importante en la regulacion de la homeostasis del colesterol y la glucosa (Oosterveer y
cols., 2010, Morello y cols., 2009, Zhu y cols., 2009). Dentro de sus funciones
fisioldgicas reconocidas se encuentran: sintesis de novo del colesterol, excrecion y
destoxificacion de 4cidos biliares o lipidos, homeostasis de la glucosa, desarrollo de la

piel y funciones neuroldgicas (Viennois y cols., 2012). Debido a esto se han propuesto
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como blancos terapéuticos potenciales para el manejo de alteraciones en el
metabolismo de los lipidos y la glucosa que predisponen a enfermedades como la
ateroesclerosis y la diabetes tipo 2 (Oosterveer y cols., 2010, Viennois y cols., 2012) y

para el tratamiento de desordenes neurolégicos (Katz y cols., 2009).

La investigacion “in vivo” e “in vitro” con agonistas farmacoldgicos de los LXR
ha contribuido de manera significativa a la comprensiéon de sus acciones metabdlicas.
Los compuestos no esteroidales T0901317 y GW3965, no ensayados aun en la EHNA,
son dos de los mas importantes agonistas de los LXR. Ambos pueden incrementar el
transporte reverso del colesterol y mejorar la homeostasis del colesterol en modelos
murinos, reducir las lesiones ateroescleréticas en aortas de ratones LDR-/- y apoE-/-,
inducir la expresion de genes como el ABCAl y el ABCGL1 en el intestino y mejorar la
tolerancia a la glucosa (Zhu y cols., 2009; Joseph y cols., 2002; Fiévet y Staels, 2009).
Sin embargo, la comprobacién de que T0901317 induce la sintesis hepatica de acidos
grasos Y triglicéridos y la existencia de resultados contradictorios con respecto a la
accioén “in vivo” del GW3965 ha impedido clasificarlos como agonistas selectivos que
regulan genes no hepaticos y mejoran el metabolismo del colesterol (Zhu y cols., 2009;
Fiévet y Staels, 2009; Wajcicka y cols., 2007; Jamroz-Wisniewska y cols., 2007). Asi
mismo, existe controversia sobre su papel en la activacibn de moléculas pro-
inflamatorias y aterogénicas y en la promocion de esteatosis y concomitante dafio

hepético (Morello y cols., 2009).

Por todo lo anterior, la presente tesis doctoral tiene como objetivo general
esclarecer los mecanismos moleculares y celulares implicados en la EHNA mediante
la utilizacion de un modelo animal de dicha patologia, con el fin de conocer la
secuencia temporal de aparicion de los distintos mecanismos patogénicos de la
enfermedad y los posibles puntos de actuacion terapéutica, e indagar sobre el posible
papel terapéutico de la activacion de los receptores hepaticos LXR en el tratamiento
de la EHNA mediante la administracion del agonista sintético GW3965 a dicho modelo

animal.
Como objetivos secundarios se plantean los siguientes:
1. Comprobar la idoneidad del modelo nutricional MCD como modelo de EHNA.

2. Examinar el efecto que la activacion de los receptores hepaticos LXR por el

agonista GW3965 tiene sobre el proceso inflamatorio, los niveles de lipidos
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glucosa y glucdgeno, la expresion de genes de respuesta inflamatoria, la
expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos y la expresion

de genes de factores de respuesta a esteroles, en el modelo nutricional MCD.

Evaluar el efecto que tiene la administracion del agonista GW3965 a ratones
C57BL/6J sanos.
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2.1 Concepto de esteatohepatitis no alcohdlica

La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) es una entidad clinico morfologica
caracterizada por hallazgos histologicos en el higado similares a los observados en la
hepatitis alcohdlica, pero que afecta a pacientes que no consumen mas de 20 gramos
por dia de alcohol y que no tienen factores de riesgo para esteatosis (Ludwig y cols.,
1980; Bellentani y cols., 2009).

Desde un punto de vista patogénico, la EHNA puede definirse como una
enfermedad metabdlica del higado que resulta del depésito inicial de triglicéridos en el
citoplasma de los hepatocitos, que excede del 5-10% del peso del érgano, a lo que
suelen sumarse posteriormente lesiones degenerativas de los hepatocitos, infiltrado
inflamatorio y fibrosis (Fong y cols., 2000; Neuschwander y cols., 2003). La fibrosis
puede progresar hasta el estadio de cirrosis. Asi pues, la EHNA es un espectro
lesional que, al igual que la hepatopatia alcohdlica, va desde una esteatosis simple
como forma inicial, seguida por esteatohepatitis con grados progresivos de fibrosis que
puede evolucionar hasta una cirrosis con grasa y finalizar en un hepatocarcinoma.
(Ludwig vy cols., 1980; Pérez-Aguilar y cols., 2004; Oliveira y cols., 2007; Shifflet y
cols., 2009; Cdérdova y cols., 2009a)

2.2 Contexto histérico

El espectro de los cambios hepaticos asociados a la EHNA ya se conocia desde
hace cuatro décadas. En 1958, Westwater y Fainer la describieron en una pequena
cohorte de pacientes con obesidad (Westwater y cols., 1958). Mas tarde, en 1975, fue
definida por Peters y colaboradores en un grupo de pacientes obesos sometidos a
bypass gastrico (Peters y cols., 1975). Posteriormente, fue descrita en 1979 por Adler
y Schaffner (Adler y Shaffner, 1979). Sin embargo, no es hasta 1980 cuando Ludwig y
su equipo acufiaron el término de EHNA, basados en dos criterios principales: cambios
grasos con hepatitis lobular y ausencia de alcoholismo (Ludwig y cols., 1980). Durante
los afios siguientes se le aplicaron diferentes términos descriptivos como hepatitis de
higado graso, esteatonecrosis, enfermedad de Laénnec no alcohdlica, hepatitis
diabética, hepatitis similar a la alcohdlica y esteatohepatitis idiopatica en nifios
(Neuschwander y cols., 1996; Brunt y cols., 2002a; Méndez-Sanchez y cols., 2004). En
la dltima década se le ha considerado como la manifestaciéon hepatica del sindrome

metabdlico y se llegd a proponer como término alternativo “esteatohepatitis
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metabdlica”, si bien esta denominacion no fue aceptada unanimamente

(Neuschwander y cols., 2003).

2.3 Epidemiologia
2.3.1 Incidencia y prevalencia

A pesar de que la EHNA es la afectacion hepéatica mas comdn en los Estados
Unidos y probablemente en el mundo, su verdadera incidencia y prevalencia no se
conocen completamente debido, en parte, a que el diagnéstico precisa de la
realizacion de una biopsia y a la ausencia de un consenso en los criterios histolégicos
de esta entidad, situaciones que conllevan a que los informes de incidencia y
prevalencia varien de acuerdo con la poblacion estudiada y los criterios de diagndstico

utilizados (Harrison y cols., 2003a,b; Angulo y cols., 2007; Bellentani y cols., 2009).

La distribucion de la EHNA es universal. Los estudios llevados a cabo en los
ultimos 20-30 afios describen que alrededor del 25% de la poblacién adulta tiene una
alteracion de las enzimas hepéticas, que en la mayoria de los casos se debe a HGNA
(Diehl, 2002; Castellano y Pérez, 2003; Martinez y cols., 2005).

Se estima que la prevalencia de enfermedad por higado graso no alcohdlico
(HGNA) en los paises occidentales se encuentra en el rango del 20-30% con un 90%
de morbilidad en individuos obesos (Clark y cols., 2003a,b; Browning y cols., 2004a,b;
Bedogni y cols., 2005; Dowman y cols., 2010). Su forma mas severa, la EHNA, es
menos frecuente, afectando a un 2-3% de la poblacion general con un 37% de

morbilidad en poblacion obesa (Machado y coals., 2006; Dowman y cols., 2011).

Estudios poblacionales a gran escala realizados en Europa, han puesto de
manifiesto que el 14-20% de la poblacién tiene HGNA, cifra compatible con la que
sefalan estudios ecograficos y de hepatitis postransfusional (Bellentani y cols., 2000;
Diehl, 2002). En el estudio Dionysos desarrollado en Italia sobre nutricion y
enfermedad hepdtica en adultos se encontrd, mediante técnicas de ultrasonido, una
prevalencia de higado graso del 25% (15 millones de adultos) asociada con
caracteristicas del sindrome metabdlico, y una mayor prevalencia de esteatosis en
bebedores cronicos (46%) y obesos (75%) (Bellentani y cols., 1994). Las conclusiones
de la 42 reunién anual de la Asociacion Europea para el Estudio del Higado (EASL)

demuestran que tras la hepatitis C y el alcohol, la EHNA es la enfermedad hepética
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mas frecuente en Espafia. Se calcula que alrededor de tres a cuatro millones de
espafioles tienen exceso de grasa en su higado. De ellos, unos 800.000 padecen
esteatohepatitis. Aln asi, la prevalencia de higado graso es menor en Espafia que en
otros paises ya que la mayoria de su poblacion aun sigue la dieta mediterranea
(EASL, 2007).

Estudios realizados en Centro y Suramérica revelan diferentes cifras. La
prevalencia de EHNA en la poblacién general mexicana oscila alrededor de 7,1% con
un 18,5% en pacientes diabéticos y un 91% en personas con obesidad y sobrepeso
(Bernal-Reyes y cols., 2000; Roesch-Dietlen y cols., 2006); para Chile las estadisticas
arrojan una prevalencia de HGNA del 22% y del 5-6% de EHNA (Carrasco y cols.,
2003; Morales y cols., 2008). Las prevalencias de EHNA para poblaciones obesas de
Peru y Brasil son del 44% y 85,1%, respectivamente (Bitencourt y cols., 2007; Tagle y
cols., 2008). En Colombia, un estudio realizado en 263 varones jovenes
pertenecientes a la Fuerza Aérea Colombiana demostrd una prevalencia del 27% de
HGNA (Pérez y Cols., 2011), sin embargo, no existen datos oficiales sobre la

prevalencia de EHNA en poblacion colombiana.

En los Estados Unidos de América el HGNA es la causa mas comun de
incremento en las enzimas hepaticas asociada con diabetes tipo 2, obesidad e
hiperlipidemia (Clark y cols., 2002; Ahmed y cols., 2005; Szcepaniak y cols., 2005;
Byrne y cols., 2009). Se estima que cerca del 30% de la poblacién adulta de los
Estados Unidos, equivalente a unos 90 millones de habitantes padece HGNA y un
5,7%-17% EHNA, teniendo mayor suceptibilidad a desarrollarla la poblaciéon de origen
hispano (Browning y cols., 2004b; Bernal-Reyes y cols., 2006), los obesos y los obesos
mérbidos (Rector y cols., 2008; Shifflet y cols., 2009; Cérdova y cols., 2009a)

Se han publicado pocos estudios que evaltan la prevalencia y relevancia de la
EHNA en poblaciones del este del Asia. La prevalencia media estimada para HGNA en
estas poblaciones, reconocidas por tener alto contenido de grasa visceral es del 5% al
40% (Amarapurkar y cols., 2007; Yang y cols., 2011), con una incidencia anual del
9,1% (Zhou y cols., 2012), pero varia de acuerdo al pais. En Japodn las prevalencias
estimadas para HGNA y EHNA son del 19%-25% y 1-2%, respectivamente (Kojima y
cols., 2003; Byrne y cols., 2009; Cérdova y cols., 2009a). Curiosamente, en la

poblacion japonesa la prevalencia de HGNA se incrementa con el grado de
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hiperglicemia (Jimba y cols., 2005). En la poblacion general de la India la prevalencia
de higado graso se encuentra alrededor del 24%, con mayor presentacion en hombres
jovenes obesos que presenten resistencia a la insulina (Singh y cols., 2004; Madan y
cols., 2006).

El HGNA ocurre tanto en nifilos como en adultos. Los nifios son generalmente
diagnosticados alrededor de los 12 afios de edad, mientras que los adultos
tipicamente entre los cuarenta y cincuenta afos (Soto y cols., 2005). Se desconoce la
prevalencia de HGNA en la poblacién pediatrica, pero algunos datos indican que cerca
del 2,6% al 455% de los nifilos padecen HGNA y del 4,3% al 21,2% EHNA
(Schwimmer y cols., 2006; Radetti y cols., 2006; Dowman y cols., 2010; Yang y cols.,
2012; El-Koofy y cols., 2012). Dentro de los factores relacionados con el desarrollo de
HGNA en poblacion pediatrica se han identificado el indice de masa corporal (IMC), la
dislipidemia y la resistencia a la insulina (Nobili y cols., 2006; Patton y cols., 2006;
Manco y cols., 2008; Tuba y cols., 2008; Feldestein y cols., 2009; El-Koofy y coals.,
2012). No se conocen datos exactos sobre el prondstico de los nifios que padecen
HGNA. Algunos estudios indican la presencia del estadio cirrtico en nifios enfermos
(Dam-Larsen y cols., 2004; Eksted y cols., 2006; Adams y cols., 2005b) y otros
describen casos de nifios afectados con HGNA que han desarrollado cirrosis en la
etapa de la juventud (Kinugasa y cols., 1984; Molleston y cols., 2002; Feldestein y
cols., 2009).

2.3.2 Factores de riesgo asociados

Se han encontrado varios factores que predisponen el desarrollo de EHNA. En

la Tabla 1 se resumen algunos de ellos.
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FACTOR ENTIDAD

Factores nutricionales/metabdlicos Obesidad, diabetes mellitus tipo 2 e
hiperglicemia, hiperlipidemia, pérdida
acelerada de peso, ayuno, nutricion
parenteral total, tratamiento con glucosa
intravenosa la semana previa al

fallecimiento

Factores gastrointestinales Bypass yeyunoileal o yeyunocadlico,
reseccion extensa de intestino delgado,
gastroplastia para obesidad marbida,
derivacion biliopancreatica, diverticulosis

extensa de intestino delgado

Farmacos Amiodarona, estrogenos sintéticos,
tamoxifeno, bloqueantes de los canales
de calcio, corticoesteroides, acido
acetilsalicilico, acido valprdico, acidos 2-
arylpropiénicos, antidepresivos
(amineptina y tianeptina), tetraciclinas,
agentes antiviricos (zidovudina,

zalcitabina, didanosina).

Miscelanea Lipodistrofia de miembros inferiores,
enfermedad de Weber-Christian, abeta e
hipobetalipoproteinemia, enfermedad de
Wilson, sindrome de Reye, higado graso

del embarazo, sindrome de aceite toxico.

Idiopatica

Tabla 1. Factores asociados a EHNA

2.3.2.1 Género

Tradicionalmente se ha asociado la EHNA a mujeres de edad madura, con una
edad media de 46-57 afios (Reid, 2001; Pérez-Aguilar y cols., 2004; Cave y cols.,
2007; Ferrer y cols., 2008; Argo y cols., 2009; Cérdova y cols., 2009a). No se conoce
la razén de esta mayor frecuencia, aunque se ha especulado que un efecto hormonal

o la mayor prevalencia de la obesidad en el sexo femenino podrian estar relacionados.
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De hecho, es posible que el papel del sexo en el desarrollo de la esteatosis hepatica y
de la EHNA haya sido sobrevalorado en muchos estudios y quiza confundido por
coexistir con la obesidad. A favor de esta hipotesis se encuentra el hallazgo de que la
esteatosis hepatica demostrada por tomografia axial computarizada (TAC) es igual de
frecuente en ambos sexos y que en estudios de necropsias se ha encontrado igual
prevalencia de EHNA entre ambos sexos (Ratziu y cols., 2000; Harrison y cols., 2002;
Neuschwander y cols., 2003; Harrison y cols., 2003a; Cave y cols., 2007; Dowman y
cols., 2010; Tomiya, 2010).

2.3.2.2 Obesidad

Desde hace muchos afios se sabe que la obesidad se acompafa de cambios
histologicos hepaticos caracteristicos (Zelman, 1958; Westwater y cols., 1958). Sin
embargo, los avances en este campo fueron minimos hasta 1979 cuando Adler y
Schaffner indicaron la presencia de higado graso, hepatitis y cirrosis semejantes a las
observadas en el HGNA, en un grupo de pacientes con sobrepeso que cursaban a
menudo con diabetes y anormalidades de los lipidos (Adler y cols., 1979); pero solo es
a partir de la publicacion del estudio de Ludwig y colaboradores, que se reconocen las
lesiones hepaticas tipicas de EHNA en pacientes obesos (Ludwig y cols., 1980). En la
actualidad se considera un hecho comprobado que la obesidad se asocia con
frecuencia a lesiones hepaticas de esteatosis, esteatohepatitis e incluso fibrosis y
cirrosis (Garcia-Monzén y cols., 2000; Pérez-Aguilar y cols., 2004; Cave y cols., 2007;
Souza y cols 2012). De acuerdo con la mayoria de estudios, entre el 39% y 100% de
pacientes con HGNA tienen sobrepeso u obesidad (Pérez-Aguilar y cols., 2004; Cave
y cols., 2007; Ferrer y cols., 2008; Tuba y cols., 2008; Akiyama y cols, 2009; Dowman
y cols., 2011). Asi mismo se ha demostrado que el riesgo de HGNA en pacientes con
IMC mayor de 35 kg/m? es de 70% al 80%, mientras que el de EHNA es del 15% al
30% (Choudhury y cols., 2004; Aly y cols., 2011; Rabl y cols., 2012). Las biopsias
hepéticas detectan esteatosis en mas del 75% de obesos morbidos, demostrando
EHNA en un cuarto de estos pacientes y cirrosis en el 3-11% (Pascale y cols., 2010;
Dowman y cols., 2011). La obesidad también se correlaciona con la gravedad de la
fibrosis en la EHNA, independientemente de la diabetes y la edad (Ratziu y cols.,
2000; Rabl y cols., 2012). Se ha indicado que a mayor edad y mayor grado de
esteatosis, sobre todo si también existe inflamacion intrahepatica, hay un mayor riesgo

de fibrosis (Garcia-Monzon y cols., 2000).

11



Antecedentes

La distribucion de la grasa corporal puede ser importante. Se ha encontrado
una correlacion significativa entre el grado de esteatosis y la relacion cintura/cadera
gue apunta a la importancia de la grasa visceral como predictora de esteatosis (Pérez-
Aguilar y cols., 2004; Rocha ycols., 2005; Ferrer y cols., 2008; Akiyama y cols., 2009;
Verrijken y cols., 2010). Los estudios de intervenciones bariatricas han demostrado la
relacion entre la obesidad y el HGNA y han ayudado a dilucidar el papel
preponderante que juega la grasa visceral en la génesis de la EHNA debido a que el
espectro de la enfermedad por HGNA comprende la resistencia a la insulina y
procesos inflamatorios en los que ella se encuentra implicada. Los adipocitos del
omento y los mesentéricos, que son los componentes principales de la grasa visceral,
son endocrinoldégicamente mas activos que los subcutaneos y segregan sustancias
implicadas en la resistencia a la insulina como el inhibidor del activador del
plasminégeno (IAP-1), la adiponectina, la leptina, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la resistina y la interlucina 6 (IL-6), entre otras (Bajaj y cols., 2004; Balisteri y
cols., 2006; Utzschneider y cols., 2006; Cérdova y cols., 2009b; Rabl y cols., 2012;
Cusi 2012). Asi mismo, la obesidad representa una inflamaciéon sistémica cronica de
bajo grado, mediada particularmente por macréfagos que inhibe la capacidad del tejido
adiposo para controlar los acidos grasos plasmaticos no esterificados y contribuye a la
funcién endocrina aberrante, con multiples consecuencias en términos de disfuncién
metabdlica, resistencia a la insulina y riesgo de enfermedad cardiovascular (Rocha y
cols., 2005; Sharma y cols., 2007; Cusi 2012).

Los varones delgados raramente presentan fibrosis hepatica significativa; asi
se ha detectado fibrosis o cirrosis en pacientes de menos de 50 afios, con un indice de

masa corporal menor de 28 kg/m? y triglicéridos normales (Ratziu y cols., 2000).

2.3.2.3 Diabetes

La diabetes es la segunda condicibn asociada con EHNA en orden de
frecuencia. Hasta un tercio (34%-75%) de los pacientes con EHNA son diabéticos,
tienen hiperglicemias en ayunas (Powell y cols., 1990; McClain y cols., 2004; Brunt,
2004; Browning y cols., 2004b; Svegliati-Baroni y cols., 2006) o se diagnostican como
intolerantes a la glucosa en la prueba de tolerancia oral a la glucosa (Fan y cols.,
2005; Moscatiello y cols., 2007; Gronbak y cols., 2008). La asociacion es mayor o0 mas
fuerte con la diabetes mellitus tipo 2 y con la obesidad (Pérez-Aguilar y cols., 2004;

Cordova y cols.,, 2009a), aunque también se ha descrito en diabeticos
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insulinodependientes con pobre control glucémico (Lenaerts y cols., 1990), en
diabéticos tipo 2 sin obesidad asociada (Pérez, 2001) y en personas con historia

familiar de diabetes mellitus (Loomba y cols., 2012).

Desde que en 1980, Falchuk y colaboradores (Falchuk y cols., 1980)
advirtieron que las biopsias hepéticas de pacientes con diabetes tipo 2 y sin abuso de
alcohol mostraban una lesion hepatica muy similar a la hepatitis alcohdlica, diferentes
estudios han demostrado que la diabetes se relaciona con elevadas concentraciones
de transaminasas que incrementan el riesgo de desarrollar cirrosis y carcinoma
hepatocelular en la poblacion en general (Marchesini y cols., 2007; Cérdova y cols.,
2009a). Asi mismo, se han correlacionado concentraciones basales significativamente
mayores de los pardmetros vinculados con resistencia a la insulina (glucosa,
triglicéridos, transaminasas e insulina) en pacientes con HGNA, con la coexistencia y
gravedad de la esteatosis y con la presencia de fibrosis, especialmente en pacientes
con obesidad y diabetes tipo 2 (Adams y cols., 2009; Fraser y cols., 2009; Cusi 2012).

Aunque investigaciones clinicas y estudios epidemiolégicos han asociado la
EHNA con la diabetes tipo 2 como el factor patogénico fundamental, la relacion de
causa efecto entre EHNA y diabetes no es concluyente y se ha llegado a indicar que
podria ser una condicidon prediabética (Fan y cols., 2007a,b, 2010; Hsieh y cols.,
2011).

2.3.2.4 Hiperlipemia

La hiperlipemia es otra anormalidad que se ha encontrado en el 20 al 81% de
pacientes con EHNA (Clark y cols., 2003b; Browning Yy cols., 2004b; Cérdova y cols.,
2009a). La hipertrigliceridemia, la hiperlipidemia mixta y las hiperlipemias 2b y 4 se
asocian frecuentemente con infiltracion grasa, y la alteracion en los lipidos con el
grado de esteatosis (Pérez-Aguilar y cols, 2004; Marchesini y cols., 2007). La
hipertrigliceridemia y la disminucién en los niveles de c-HDL se encuentran presentes
en el 64% y el 30-42% de los pacientes con EHNA, respectivamente (Jimba y cols.,
2005; Fon Tacer y cols., 2011). La correccion de la anomalia lipidica se asocia a una
mejoria de las pruebas hepaticas, situacion que reafirma el papel relevante de la
hipertrigliceridemia en la patogenia de la EHNA (Cave y cols., 2007). Al igual que la

diabetes, la hiperlipemia con frecuencia coexiste con obesidad.
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2.3.2.5 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico o Sindrome X es una entidad que agrupa cuatro de los
principales factores de riesgo para la EHNA: diabetes mellitus tipo 2, hiperlipemia,
resistencia a la insulina y obesidad (Adams, y cols., 2005c; Hamaguchi y cols., 2005;
Souza y cols. 2012). Las consideraciones fisiopatoldgicas, las asociaciones clinicas y
las pruebas de laboratorio apoyan que la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia
tienen un papel central en la patogénesis de las dos entidades. Por lo tanto, en la
actualidad se considera a la EHNA como la manifestacién hepatica del sindrome
metabdlico (Paschos y cols., 2009; Nakao y cols., 2009; Shifflet y cols., 2009; Sumida
y cols., 2011; Souza y cols., 2012). Asi mismo, diversos grupos han encontrado que
pacientes con sindrome metabdlico presentan esteatosis hepética en el 80% de casos,
lesiones de esteatohepatitis en el 24%, fibrosis en el 74%, y cirrosis en el 2% (Pinto y
cols., 1999; Knobler y cols., 1999; Marchesini y cols., 2007).

Los criterios del Adult Treatment Panel Il (ATP 1lI), que son los mas aceptados
para diagnosticar sindrome metabdlico, establecen la necesidad de que concurran al
menos tres de las cinco caracteristicas siguientes: (1) circunferencia de la cintura
(obesidad central) mayor de 102 cm en hombres y de 88 cm en mujeres; (2) glucosa
en ayuno igual o mayor de 110 mg/dL; (3) triglicéridos igual o mayores de 150 mg/dL,
(4) c-HDL menor de 40 mg/dL en hombres y 50 mg/dL en mujeres y (5) tension arterial
igual o mayor de 130/85 mmHg (American Heart Association, 2002). Un gran
porcentaje de estas caracteristicas se encuentran relacionadas con el grado de
esteatosis hepatica (Hamaguchi y cols., 2005; Cérdova y cols., 2009a) y las evidencias
demuestran que la intolerancia a la glucosa, la hipertensién y la dislipidemia
incrementan el riesgo de esteatosis en pacientes gravemente obesos (Marceau y cols.,
1999); si el HGNA y el sindrome metabdlico coexisten, la regresién de la enfermedad
es menos probable (Hamaguchi y cols., 2005); el contenido de grasa del higado se
incrementa significativamente en sujetos con sindrome metabdlico comparados con
aquellos sin sindrome metabdlico, independientemente de la edad, género o IMC
(Kotronen y cols., 2007) y los niveles de ALT se incrementan de manera significativa al
aumentar el numero de componentes del sindrome metabdlico (Kelishadi y cols.,
2009).
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2.3.2.6 Pérdida de peso

Aunque la perdida de peso es una de las medidas terapéuticas aconsejables
en pacientes con obesidad mérbida, se ha demostrado que en sujetos con un alto
grado de infiltracion grasa la disminucion rapida de peso (ya sea como consecuencia
de un ayuno severo o de un tratamiento o cirugia para la obesidad), puede promover
inflamacion y fibrosis portal, estasis biliar y necrosis focal y por lo tanto generar EHNA
(Luychx y cols., 1998; Reid y cols., 2001; Alba y cols., 2003; Blackburn y Mun, 2004).
Diversos estudios describen disfuncion hepatica postquirdrgica en el 40% de los casos
de anastomosis yeyunoileal, la mayoria de los cuales se corresponde con esteatosis
hepatica. También se ha detectado EHNA severa seguida de fallo hepatocelular en un
2-8% de pacientes sometidos a gastroplastia, bypass gastrico y otros tipos de cirugia
gue conllevan una rapida reduccion de peso (Pérez, 2001; Dixon, 2007; Chavez y
cols., 2010). En todos los casos se ha comprobado que existe mas riesgo de
desarrollar EHNA durante los periodos de mayor disminucion de peso (Blackburn y
cols., 2004; Dixon, 2007). Dentro de los aspectos fisioldégicos que puede jugar un papel
importante en la aparicién de la enfermedad hepética en este tipo de pacientes, se
encuentra el subsecuente incremento en la lipdlisis durante los 6-12 meses posteriores
a la cirugia bariatrica, que conlleva a un mayor transporte de grandes cantidades de
acidos grasos de cadena larga del tejido adiposo visceral por la via portal, para ser
metabolizados en el higado. Tales cambios pueden precipitar la aparicion de
esteatohepatisis fulminante o favorecer la progresion de alteraciones histologicas
hepéticas (de Freitas y cols., 2008; Rabl y cols., 2012).

2.3.2.7 Téxicos industriales

También se ha relacionado la EHNA con la exposicion a diferentes agentes
toxicos. En Espafa se han indicado casos de EHNA asociados a la intoxicacion por
aceite de colza adulterado (SAT) que se produjo durante los afios ochenta. Asi se
encontraron lesiones de EHNA en 11 de 124 pacientes afectados por el SAT (9%), y
posteriormente se detecté como lesidn hepdtica tardia hasta en el 24% de pacientes
(Soliz-Herruzo y cols., 1987; Moreno y cols., 1987; Canga y cols., 1995). Aunque el
SAT suele aparecer asociado a otras condiciones de riesgo en pacientes con EHNA, la
elevada prevalencia de esta lesién en dicho sindrome sugiere que el aceite toxico

pudiera haber jugado algin papel patogénico.
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También se ha descrito una elevada frecuencia de EHNA asintomatica como
consecuencia de la exposicidén a altas concentraciones de gases petroquimicos. Asi,
se ha indicado que, en un grupo de trabajadores petroquimicos de Bulgaria, se produjo
elevacion de las enzimas hepdticas, dislipidemia, hepatomegalia y disminucién sérica
de la actividad de la glutation sintetasa (GSH) (Michailova y cols., 1998). De igual
manera, en un estudio desarrollado en Brasil se encontrdé que de 1500 trabajadores de
una planta petroguimica, 110 mostraban una elevacion de enzimas hepéticas 3,56
veces mayor que la poblacion control, independientemente de la presencia de
obesidad, tabaquismo, practica de ejercicio o consumo de alcohol. En 32 de ellos no
se encontrd6 ningun diagndstico etiolégico claro, en 20 la biopsia hepética fue
compatible con EHNA y 10 mejoraron su bioguimica hepética tras ser trasladados del

lugar de trabajo (Barberino y cols., 2005).

Otros compuestos quimicos que se han relacionado con la aparicion de EHNA
son: (1) Compuestos industriales: dicloroetileno, flectol H y safrole; (2) Metales:
antimonio, bario, cromatos, fosforo, talio, uranio, cobre y elementos raros de nimero
atémico bajo; (3) Petroquimicos: Hidrazina; (4) Toxinas ambientales: hipoglicinas
(Cérdova y cols., 2009a).

2.3.2.8 Farmacos

Aunque la frecuencia de esteatohepatitis inducida por farmacos es baja (menos
del 2%), cada vez es mayor el nimero de medicamentos que se van relacionando con
la aparicion de EHNA. Entre ellos se encuentran farmacos cardiovasculares como la
amiodarona y el maleato de perhexilina, bloqueadores de los canales de calcio como
la nifedipina y el diltiazem, glucocorticoides a dosis altas, estrégenos sintéticos
antifangicos como el fluconazol y ketoconazol, inhibidores de las proteasas,
citostaticos como el tamoxifeno y antimalaricos como la cloroquina (Reid, 2001;

Cérdova y cols., 2009a; Almonacid y cols., 2012).

2.3.2.9 Otras entidades asociadas a EHNA

Otras condiciones que pueden asociarse a la aparicion de EHNA y de las que
se han publicado casos aislados son: diverticulosis yeyunal, enfermedad de Weber-
Christian, enfermedad de Wilson, lipodistrofia parcial, hepatoesteatosis familiar,

abetalipoproteinemia, hipobetalipoproteinemia, galactosemia, sindrome de Prader-Will,
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sindrome de Refsum, sindrome de Shwachmann, enfermedades por acumulacion de
glucégeno, intolerancia hereditaria a la fructosa, homocistinuria, deficiencia sistémica
de carnitina, tirosinemia, y esprue celiaco. Ademas, en algunas series de enfermos
con EHNA se han detectado determinadas caracteristicas clinicas con una frecuencia
mayor a la esperada, como son la hipertension arterial (33%) y la hiperuricemia (50%)
cuyo significado, por el momento, es incierto (Reid AE, 2001, Pérez-Aguilar y cols.,
2004; Cordova y cols., 2009a).

2.4 Patogenia

Los mecanismos que conducen al desarrollo de una esteatosis hepatica v,
posteriormente, a la aparicion de la EHNA solo se conocen de forma parcial. La teoria
del doble impacto, de Day y James, es la que goza de mas credibilidad en este
momento (Figura 1) (Day y cols., 1998). El “primer impacto” lo constituye la resistencia
periférica a la insulina, la cual predispone al desarrollo de la esteatosis y el “segundo
impacto” una fuente adicional de estrés oxidativo crénico, capaz de superar los
mecanismos de defensa celulares y de poner en marcha sistemas moleculares
implicados en vias proapoptoéticas y proinflamatorias que generan lesion hepatocelular
y fibrosis (esteatohepatitis) (Choudhury y cols., 2004a; Medina y cols, 2004; Moreno,
2005; Portincasa y cols., 2005; Dowman y cols., 2010; Carrillo y cols.,2011).

Con posterioridad, se enuncié la teoria del multimpacto, defendida por Diehl
que diferencia la génesis subsiguiente de cirrosis (tercer impacto) y, eventualmente, de

hepatocarcinoma (cuarto impacto) (Moreno, 2005).
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Figura 1. Teoria del doble impacto Modificada de “Molecular basis of obesity-related hepatic
steatosis” (Buqué y cols., 2008).

2.4.1 Patogenia de la resistencia a lainsulinay d e la esteatosis hepatica

Desde hace algunos afios se reconoce que la resistencia a la insulina provoca
mdltiples alteraciones metabdlicas que conducen a la esteatosis hepatica (Leclercq y
cols., 2007; Capeau 2008; Farrell y cols., 2012). Dentro de ellas se encuentran las

siguientes:

a. Inhibe la lipoprotein lipasa de los adipocitos, incrementado el pool de acidos grasos

libres que potencialmente pueden ser captados por el higado.

b. Inhibe la translocacion del transportador GLUT-4 a nivel del masculo esquelético,
disminuyendo la captacion de glucosa por el mismo. Como consecuencia de ello se

favorece la hiperglicemia y se ofertan mayores cantidades de glucosa al hepatocito.

c. Inhibe la glucogénesis, estimulando a la vez la glucogendlisis y gluconeogénesis
hepaticas. Asi mismo, disminuye la sintesis de la apolipoproteina B-100, afectando el
ensamble de las VLDL y la remocion de triglicéridos y esteres de colesterol a través de

las mismas.

Como resultado de estas alteraciones se produce un depdsito masivo de
acidos grasos libres (AGL) y sus derivados en el higado (esteatosis), que incrementan

la resistencia a la insulina a través de la transcripcion del inhibidor de la proteina
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quinasa B (IkKB) (Crespo y cols., 2005; Buqué y cols., 2008; Carrillo y cols., 2011),
generandose un circuito de retroalimentacion positiva. A su vez, la hiperinsulinemia
generada por la resistencia a la insulina puede tener efectos nocivos al higado al
generar estrés oxidativo, aumentar la expresion de la proteina lipogénica SREBP
(proteina de union al elemento de respuesta a esteroles) y estimular el desarrollo de
tejido conectivo, en presencia de hiperglicemia (Buqué y cols., 2008; Carrillo y cols.,
2011).

Otros factores que pueden contribuir al desarrollo de la esteatosis hepatica son
ambientales tales como la ingesta excesiva de grasas y carbohidratos, genéticos como
el caso de los polimorfismos de la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal
(MTPP) o metabolicos como la hiperleptinemia y el incremento del TNF-a por parte de
los adipocitos, que contribuyen a incrementar la resistencia a la insulina (Crespo y
cols., 2005).

2.4.2 Desarrollo de la EHNA y progresion de la mism  a

En condiciones fisiolégicas normales, los AGL captados por el hepatocito son
oxidados en la mitocondria, esterificados a triglicéridos y convertidos en fosfolipidos y
esteres de colesterol, para ser secretados como lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). Dado que en el HGNA existe un exceso de AGL y que tanto la esterificacion a
triglicéridos como la sintesis de apolipoproteinas son poco eficientes en presencia de
resistencia a la insulina, se satura la B-oxidacién mitocondrial y se incrementan la
oxidacibn microsomal y peroxisomal de los &cidos grasos libres. La oxidacion
microsomal produce una sobreexpresion de los citocromos P450 2E1 y 3A4 que
disminuye en un 50% la actividad de la cadena respiratoria, incrementando la relacion
ADP/ATP. A su vez, el incremento de la oxidacion peroxisomal induce la produccién
de especies reactivas de oxigeno (EROs) y de productos de peroxidacion lipidica. La
generacién de EROS satura los sistemas antioxidantes fisioldgicos, activa las quinasas
sensibles al estado redox y produce un incremento de la actividad del IkK(, que induce
al factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB). Posteriormente, se generan
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-8 y se sintetizan moléculas de adhesion
gue incrementan la quimiotaxis neutrofilica. A su vez, los productos finales de la
peroxidacion lipidica, como el 4-hidroxinonenal y el malonildialdehido (MDA),
estimulan la sintesis de citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesion (Buqué y cols.,
2008; Dowman y cols., 2010; Carrillo y Cols., 2011).
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2.4.3 Desarrollo de fibrosis

No se conoce la patogenia exacta de la fibrosis en los pacientes con EHNA.
Probablemente, la activacion de las células estrelladas hepaticas depende de una
compleja interaccion entre numerosos factores, entre los que se incluyen las EROS,
las citocinas y los productos derivados de los hepatocitos lesionados. En cualquier
caso, se ha demostrado un claro incremento de citocinas profibrogénicas en los
pacientes con EHNA vy fibrosis, entre las que destacan el factor de crecimiento
transformador (TGF-B) y el factor de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF)
(Friedman y cols., 2000; Kaser y cols., 2003; Buqué y cols., 2008; Dowman y cols.,
2010).

Una mencion especial requiere el papel las adipocinas en la induccién de la
inflamacién y la fibrosis. Varios trabajos de investigacion sugieren que la leptina tiene
un papel permisivo en el desarrollo de la fibrosis, observandose recientemente que los
pacientes con EHNA tienen mayor grado de fibrosis por sobrexpresién del receptor de
la leptina en tejido hepatico, al contrario que los sujetos con esteatosis sin fibrosis
(Crespo y cols., 2005; Dowman y cols., 2010). Este hecho permitiria explicar la
ausencia de correlacion entre los niveles de leptina y el grado de fibrosis en los sujetos
con EHNA. Sin embargo, no hay una relacién estadisticamente significativa entre el
grado de fibrosis y los niveles de leptina al descartar factores como edad, género, IMC,
diabetes y resistencia a la insulina. De manera opuesta a la leptina, los niveles de
adiponectina son significativamente menores en pacientes con HGNA, demostrandose
una correlacion inversa entre niveles de adiponectina y resistencia a la insulina. Por lo
tanto, las concentraciones séricas disminuidas de leptina podrian asociarse con la
progresion de la enfermedad. Por dltimo, la resistina, se ha relacionado a la resistencia
a la insulina y exacerbacion de la respuesta inflamatoria. Se encuentra elevada en
pacientes con HGNA, y sus niveles se correlacionan con el grado histolégico de

esteatohepatitis (Kaser y cols., 2005; Carrillo y cols., 2011).

2.5 Presentacion clinica
2.5.1 Sintomas

Como en muchos otros tipos de enfermedad hepética crénica la mayoria de los
pacientes con EHNA son asintomaticos en el momento del diagndstico (Pérez-Aguilar
y cols., 2004; Portincasa y cols., 2005; Soto y cols., 2005). Cuando se presentan los

sintomas (especialmente en los nifios), estos suelen ser inespecificos, siendo la
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astenia el mas comuan. Otros sintomas frecuentes son dolor en el hipocondrio derecho,
molestia abdominal y malestar general (Matteoni y cols., 1999; Choudry y cols.,
2004b). En nifios se puede encontrar también acantosis nigricans (Falck y cols., 2001;
McAvoy y cols., 2006).

Se estima que entre el 30 y el 100% de los pacientes tienen obesidad y hasta
el 50% cierto grado de hepatomegalia que puede elevarse hasta el 95% si se valora
por ultrasonido (Falck y cols., 2001; Choudhury y cols., 2004; Ong y cols., 2005a). Una
pequefia proporcion experimenta sintomas que indican una enfermedad hepatica mas
severa, pudiendo presentar prurito, anorexia, nduseas e incluso ictericia (Choudhury y
cols., 2004; Ong y cols., 2005b). El eritema palmar y las arafias vasculares asociadas
con enfermedad hepatica cronica se presentan en una proporcién pequefia, al igual
que la atrofia muscular que puede manifestarse durante la progresion, pero es dificil
de valorar por la obesidad (Coérdova y cols., 2009b). La ascitis, anasarca, varices
hemorragicas y otros sintomas de encefalopatia hepatica no se presentan hasta que la
cirrosis se manifiesta y son indicativas de enfermedad descompensada (Soto y cols.,
2005; Edmison y cols., 2007).

Existen varios trabajos que sugieren que el hepatocarcinoma puede ser una
complicaciébn de esta enfermedad (Leone y cols, 2001; Nair y cols., 2001). En
pacientes con cirrosis criptogénica se ha detectado una mayor incidencia de
hepatocarcinomas que en cirréticos de etiologia bien definida virica o alcohdlica, por lo
gue el hepatocarcinoma podria ser una complicacion tardia relacionada con la EHNA
(Yang y cols., 2001). Sin embargo, otros estudios demuestran una asociacion entre
diabetes y hepatocarcinoma sélo en presencia de virus de la hepatitis C, virus de la
hepatitis B o cirrosis alcohdlica (El-Serag y cols., 2001), lo que sugiere que la diabetes
puede ser tan solo un marcador de hepatopatia avanzada con mayor probabilidad de

progresar a hepatocarcinoma.

2.5.2 Parametros bioquimicos relacionados con EHNA

No existe ningun dato de laboratorio especifico de la EHNA. La anomalia mas
frecuente es la elevacion entre 2-5 veces de las transaminasas hepéticas que
ocasionalmente llega hasta las 10-15 veces, pero que a menudo permanecen

normales (Sanyal, 2000; Harrison y cols., 2002; Soto y cols., 2005; Kim y cols., 2009).
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Aunque la mayoria de las veces los niveles de alanina aminotransferasa (ALT)
son mas altos que los de la aspartato aminotransferasa (AST), ocasionalmente los
niveles de AST pueden ser mas elevados, especialmente en el estadio de cirrosis
(Soto y cols., 2005). La relacién AST/ALT suele ser inferior a uno en el 65-90% de los
pacientes con EHNA (Shimomura y cols., 1999; Clark y cols., 2003a; Alba y cols.,
2003; Browning y cols., 2004a,b; Byrne y cols., 2009). Sin embargo, la relacion mayor
de uno sugiere una esteatohepatitis alcohdlica o una forma avanzada de EHNA que
evoluciona hacia cirrosis (Pérez-Aguilar y cols., 2004; Portincasa y cols., 2005). Con
menor frecuencia existe una elevacion de la fosfatasa alcalina (ALP) y de la gamma-
glutamil-transpeptidasa (GGT). Los pardmetros bioquimicos de funcién hepatocelular
(albumina, actividad de protrombina y bilirrubina) no suelen estar alterados (Kumar y
cols., 2000; Falck-Ytter y cols., 2001; Pérez-Aguilar y cols., 2004; De la Pefa y cols.,
2007; Gyamfi y cols 2008).

En el 25-75% de pacientes con EHNA se detectan niveles anormales del perfil
lipidico (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, disminucién del colesterol HDL y/o
aumento en la concentracion de glucosa en suero (Donati y cols., 2004; Diehl, 2004;

Portincasa y cols., 2005; Targher y cols., 2007; Cérdova y cols., 2009a).

No es infrecuente el aumento de la sideremia y/o ferritina sérica y hasta un
15% de los pacientes presentan aumento de la saturacion de transferrina, aunque sin
evidencias histolégicas de hemocromatosis. Sin embargo, los niveles hepaticos de
hierro son normales (Ratziu y cols., 2000; Angulo, 2002; Harrison y cols., 2004b). Se
ha indicado que pacientes con higado graso y una persistente elevacion de los niveles
de ferritina presentan un mayor riesgo de desarrollar EHNA, especialmente si estan
asociados a desordenes en el metabolismo de los lipidos o la glucosa (Fargion y cols.,
2001).

2.6 Diagnostico

La EHNA siempre debe ser incluida entre las posibilidades diagnosticas de
pacientes con hipertransaminasemia crénica sin otra causa identificable de
enfermedad hepatica cronica, especialmente en presencia de alguna de las
condiciones reconocidas como de riesgo (obesidad, diabetes, hiperlipemia). Hacen
més probable su diagndstico la ausencia de sintomas o que éstos sean inespecificos,

la elevacion predominante de ALT y la presencia de un higado brillante en la ecografia
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abdominal. Sin embargo, aunque todos estos datos permiten establecer un diagnostico
de sospecha, se requiere una biopsia hepética para establecer un dictame certero y

poder evaluar la severidad y el prondstico de la enfermedad (Pons, 2009).

Se ha propuesto que el diagnostico de EHNA se fundamente en tres criterios
basicos: hallazgos histolégicos de esteatohepatitis, evidencia de consumo minimo de
alcohol (inferior a 20 gramos al dia) y exclusion de otras causas de enfermedad
hepatica crénica. (Powell y cols, 1990). Aunque estos criterios tienen validez en la
practica habitual, cada uno tiene sus limitaciones en lo que se refiere a su validez

universal.

Dentro de los métodos mas utilizados para el diagndstico de EHNA se
encuentran la biopsia hepatica, los métodos de imagen y nuevas tecnologias que
permiten realizar el diagnostico no invasivo de la fibrosis y evaluar la evolucion de la

enfermedad hepatica.

2.6.1 Biopsia hepética

La biopsia hepética es el Unico método que permite un diagndstico exacto de
EHNA. Los hallazgos histolégicos del HGNA son similares pero no idénticos a los de la
esteatohepatitis alcohdlica e incluyen una combinacién de (1) esteatosis (higado
graso) de tipo macrovesicular con ubicacion preferente en el area 3 del lobulillo; (2)
dafio hepatocitario (degeneracion y necrosis celular) que se manifiesta como
balonizacion hepatocelular, cuerpos acidofilos o apoptéticos y cuerpos hialinos o de
mallory; (3) infiltrado inflamatorio con predominio de polimorfonucleares que
generalmente se acumulan alrededor de los hepatocitos dafiados adyacentes a los
sinusoides y (4) grados variables de fibrosis (Pérez-Carreras, 2001; Brunt, 2002b,
2005, 2007, 2011; Portincasa y cols., 2005; Tiniakos y cols., 2010; Obika y cols.,2012).

La severidad y distribucion de estas lesiones permite clasificar la EHNA en tres

estadios histolégicos:

a. EHNA en fase de esteatosis simple: se caracteriza por depoésitos aislados de
grasa en el citoplasma de los hepatocitos, de predominio macrovesicular y

centrolobulillar.
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b. EHNA en fase de esteatohepatitis: presencia de esteatosis, degeneracion
hidrépica de los hepatocitos, cuerpos de Mallory, infiltrado de

polimorfonucleares, y grados variables de fibrosis.

c. EHNA en fase de cirrosis esteatohepatitica: se identifica por la presencia de
nddulos de regeneracion rodeados de bandas de fibrosis, observandose en los
nddulos signos esteatohepatiticos tales como esteatosis, cuerpos de Mallory,
infiltrado de polimorfonucleares, etc. (Brunt y cols., 2005; Portincasa y cols.,
2005; Soto y cols., 2005).

2.6.2 Graduacion y estadificacién de la EHNA

El estadiaje semicuantitativo mas aceptado para la estandarizacion de las
biopsias hepéaticas sugestivas de EHNA es el propuesto por Brunt y sus colaboradores
en el afio 1999 (Brunt y cols., 1999). Este sistema se basa en el concepto de que las
lesiones de EHNA son lo suficientemente diferentes de las de hepatitis crénica como
para establecer un sistema Unico de evaluacion. En este sistema la esteatosis, la
balonizacion y la inflamacién (lobular y portal) valoran el grado de la afectacion, y la
fibrosis la progresién de la enfermedad. La actividad inflamatoria se clasifica en grados
de 0 a 3 y la fibrosis en estadios de 0 a 4. Valores finales <2 se consideran no
diagnosticos de EHNA, de 3-4 dudosos y =5 esteatohepaitis definida (Brunt y cols.,
1999, 2002a, 2005; Aly y cols., 2011) (Tabla 2). Se han propuesto modificaciones a la
clasificacién inicial de Brunt, las cuales no estan totalmente aprobadas para su

utiizacion a nivel internacional (Brunt y cols., 2005, 2007; Merat y cols., 2010).
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ACTIVIDAD INFLAMATORIA

Grado Esteatosis Balonizacion Inflamacion
1 1-2 (<33%) Minima Lobular: 1-2
Ligera Portal: ausente
o ligera
2 2-3 (33-66%) Presente Lobular: 2
Moderada Portal: ligera o
moderada
3 3 (266%) Marcada Lobular: 3
Severa Portal: ligera o
moderada
FIBROSIS
Estadio Fibrosis Fibrosis portal Enlaces de Cirrosis
perisinusoidal fibrosis
0 0 0 0 0
1 Focal o extensa 0 0 0
2 Focal o extensa  Focal o extensa 0 0
3 Fibrosis en Fibrosis en + 0
puentes puentes
4 +/- en zona 3, Tracto portal o Extensa +
incorporada en incorporada en
septos septos

Tabla 2. Grado y estadiaje de la EHNA. Modificada de Brunt y cols., 1999.

Aunque la biopsia hepatica esta indicada en los pacientes con sospecha de
EHNA y presencia de factores de riesgo asociados, existe controversia sobre su
aplicacion. Entre los argumentos en contra se encuentran los siguientes: se trata de un
método invasivo, en ocasiones doloroso, con un riesgo de complicaciones de
aproximadamente el 0,5%; tiene un no desdefable error de muestra y en el 35% de
los casos una sola biopsia no es capaz de descartar la existencia de fibrosis; la
presencia de un alto indice de la enfermedad hace imposible la realizaciéon de la
biopsia a todos los pacientes y en muchos pacientes la enfermedad no tiene un
caracter progresivo por lo que la biopsia no estaria justificada; no determina un
tratamiento especifico ya que adn no se dispone de él, e implica riesgos para el
paciente que se minimizan con el empleo de la ecografia como guia de la biopsia
hepética (Alba y cols., 2003; Moy y cols., 2005; Pons, 2009; Obika y cols.,2012).
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2.6.3 Estudios de imagen

Dentro de las técnicas de imagen usadas para el diagndstico de EHNA se
encuentran la ecografia abdominal, la TAC, la resonancia magnética espectroscépica

(MRI) y la elastografia de transicion (ET).

En la ecografia la esteatosis se presenta como un aumento difuso de la
ecogenicidad, con ecos finos y brillantes, escasos vasos intrahepaticos y atenuacion
posterior del sonido. La sensibilidad de la ecografia se incrementa de manera paralela
al incremento en el grado de infiltracion grasa, sin embargo, no puede proporcionar
una clasificacién exacta del contenido hepatico de grasa, su sensibilidad se reduce en
obesidad morbida y su reproducibilidad depende en gran manera del operador
(McCullough, 2002; Castera, 2008; Browning y cols., 2009; Obika y cols 2012).

La TAC es la técnica mas utilizada para detectar y caracterizar la esteatosis
hepatica ya que permite hacer una valoraciobn semicuantitativa de la grasa
intrahepética. En una TAC la infiltracidén grasa en el higado produce una baja densidad
en el parénquima hepatico. La esteatosis es difusa en la mayoria de los casos de
EHNA, pero puede ser focal (Soto y col., 2005). La TAC supera a la ecografia en la
valoracion de pacientes obesos y cuando existe abundante gas intestinal. No obstante,
debido a sus desventajas (elevado coste y exposicidon a radiacion) no es una técnica
de uso habitual en atencion primaria (Moy y cols., 2005; Castera, 2008; Browning y
cols., 2009; Obika y cols., 2012).

La MRI es la técnica no invasiva mas util para cuantificar el contenido de
triglicéridos hepaticos. Utiliza la diferencia en frecuencias de resonancia del agua y el
lipido para diferenciar los tejidos que contienen Unicamente agua de aquellos que
contienen agua y lipidos (Castera, 2008). Varios estudios demuestran una buena
correlacion entre la cuantificacion del contenido de grasa hepatica por MRI y la biopsia
hepéatica. Por desgracia es una técnica costosa que no se utiliza en la practica habitual
(Soto y cols., 2005; Castera, 2008; Browning y cols., 2009).

La ET o “elastografia por pulso unidimensional” mide la rigidez o elasticidad de
un tejido a través de la utilizacién de un pulso mecanico de vibracion y una onda de
ultrasonidos. Primero se emite el pulso mecanico que produce una onda elastica que
se transmite a través del tejido. La onda de ultrasonidos que sigue a la onda mecanica

mide la velocidad de propagacion de la onda elastica en el interior del tejido. La
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velocidad de propagacion de la onda elastica es proporcional a la rigidez del tejido
(cuanto mas duro sea el tejido mas rapido se propagard la onda). El resultado se

expresa en unidades de kilopascal (kPa) (Carrion, 2009).

El método comercializado que utiiza la ET para medir la rigidez del higado, que
es proporcional al grado de fibrosis hepatica, se denomina Fibroscan (FS). El FS Es
fiable para el diagndstico de cirrosis hepatica (Estadio 4 de Fibrosis o F4) y de fibrosis
significativa (Estadio de fibrosis 2 o superior, F2), pero sus valores pueden variar
segun las caracteristicas del paciente y la etiologia de la enfermedad. Asi mismo,
permite evitar la biopsia hepética en el 90% de los pacientes con cirrosis y hasta en el
70% de los pacientes con fibrosis significativa cuando se combina con otros métodos

no invasivos (Carrion, 2009).

2.6.4 Pruebas no invasivas

En los ultimos afios se han realizado muchos trabajos que investigan la utilidad
de pruebas alternativas a la biopsia que se puedan repetir periodicamente y que
permitan conocer el estadio de la fibrosis y la evolucion de las enfermedades

hepaticas.

Dentro de las pruebas clinico-biolégicas propuestas para diferenciar la
esteatosis simple de la EHNA se encuentran el test de “NASH”, el indice de “Palekar” y
el indice de “Shimeda”. En ellos se combinan la edad, el IMC, la relacion AST/ALT vy el
acido hialurénico o la adiponectina, los valores séricos del colageno tipo 4 y el indice
HOMA (Tabla 3) (Pons, 2009).
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MARCADOR PARAMETROS EVALUADOS

Tet de Nash Edad, género, IMC, triglicéridos, colesterol, a2
microglobulina, GGT, AST, ALT, haptoglobina,
apoproteina Al, bilirrubina total.

indice Palekar Edad=50 afios, género femenino, AST=245UI/L,
relacion ~ AST/ALT=0,8, IMC=230 kg/m?  &cido
hialurénico=55 pg/L

indice Shimeda Nivel de adiponectina sérica, HOMA-IR; colageno

sérico tipo 4

Tabla 3. indices no invasivos de EHNA. Tomado de “Non-invasive diagnosis of steatosis and
fibrosis” (Castera, 2008).

Otros marcadores biologicos evaluan el grado de fibrosis en pacientes con
higado graso. De ellos unos son indirectos debido a que reflejan la alteracién hepatica
pero no estan relacionados directamente con el metabolismo de la matriz extracelular
(MEC), y otros expresan directamente los cambios que se producen la MEC. La
mayoria de los indices de fibrosis se basan en modelos matematicos que combinan
marcadores serolégicos, directos, indirectos y datos clinicos (Pons, 2009; Obika y
cols., 2012). En la tabla 4 se resumen los métodos predictivos de fibrosis que mas se

han utilizado en el andlisis de series de pacientes con enfermedad de HGNA.

METODO PARAMETROS EVALUADOS ‘

BAAT Edad, IMC, triglicéridos, ALT,

NAFLD Edad, hiperglicemia, IMC, recuento plaquetario,
albamina, relacion AST/ALT

European liver fibrosis Edad, &cido hialurénico, péptido PIIIP del colageno,

score (ELF) inhibidor tisular de la metaloproteinasa |

Fibrometer Edad, peso, recuento de plaguetas, ferritina, glucosa,
AST, ALT

Fibrotest a 2 macroblobulina, GGT, apolipoproteina Al,

haptoglobina, bilirrubina total, edad, género

NS Colageno tipo 4, acido hialurénico

Tabla 4. indices para la evaluacion de fibrosis en higado graso. Tomado de “Non-invasive
diagnosis of steatosis and fibrosis” (Castera, 2008).
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La mayor dificultad a la hora de elegir técnicas no invasivas para el diagndstico
de EHNA radica en que la mayoria de los estudios se han realizado en poblaciones
pequefias con sistemas heterogéneos de graduacion para la fibrosis y utilizacion de
diversos puntos de corte para los ensayos, situaciones que dificultan la comparacién
de los métodos. Debido a esto es necesario realizar muchos mas estudios antes de

poder llegar a una conclusion definitiva (Castera 2008; Pons 2009).

2.7 Tratamiento

A pesar de los notables avances en el conocimiento de la EHNA, no existe un

tratamiento definido para la misma.

En la actualidad el tratamiento involucra diferentes aspectos entre los que se
encuentran: (1) aplicacion de medidas generales como evitar el consumo de bebidas
alcohdlicas o el uso de farmacos potencialmente hepatotoxicos; (2) tratamiento
adecuado de las enfermedades asociadas como sobrepeso, obesidad, diabetes,
hiperlipemia, hipertension y/o hiperuricemia; (3) tratamiento etiolégico basado en el
conocimiento actual de la patogenia de la enfermedad; (4) trasplante hepético
(McClain y cols., 2004; Catrrillo y cols., 2011).

El tipo de tratamiento y la agresividad del mismo dependen de la severidad de
la lesion hepatica y de las condiciones comodrbidas asociadas. Por ejemplo, pacientes
con cirrosis descompensada pueden requerir trasplante hepatico para prevenir la
muerte, mientras que pacientes con simple esteatosis pueden precisar Unicamente

modificaciones en su estilo de vida debido a que tienen un bajo riesgo de progresion.

A continuacion se revisa de manera breve las medidas terapéuticas mas

utilizadas.

2.7.1 Tratamiento del sobrepeso y la obesidad

Diversos estudios asocian la disminucion de peso con mejoria en la bioquimica
hepatica y en los cambios necroinflamatorios y fibréticos propios de la esteatohepatitis
(Huang y cols., 2005; Petersen y cols., 2005; Suzuki y cols., 2005). Ademas, se ha
demostrado que la reduccién gradual de peso disminuye los niveles circulantes de
insulina y mejora la calidad de vida (Peterson y cols., 2005). Sin embargo, se deben
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evitar las reducciones rapidas ya que se movilizan grandes cantidades de acidos
grasos que emperoran mas la esteatosis hepética. Por lo tanto, se considera
adecuado perder de manera progresiva entre un 5% y 10% de peso al mes, con una
proporcion de 500 g a 1,5 Kg por semana (Comar y Sterling, 2006, Di mauro y cols.,

2009). La pérdida de peso se puede alcanzar con dieta, ejercicio o cirugia.

Dentro de las recomendaciones dietarias se encuentran disminuir la ingesta de
dietas ricas en grasa saturada, colesterol y fructosa e incrementar el consumo de fibra;
vitaminas E y C; aceites de oliva, canola y alazor; acidos grasos poli-insaturados como
los omega 3 y proteina de soya (Soto y cols., 2005; Capanni y cols., 2006; Larter y
cols., 2008?; Ouyang y cols., 2008, Torre-Villavalzo y cols., 2008; Omagari y cols.,
2010). Los programas combinados de dieta y ejercicio aerébico moderado han logrado
una disminucién importante de las concentraciones de aminotransferasas en sujetos
con EHNA, pero por desgracia, no en el grado de fibrosis hepética (Sasaki y cols.,
2003; Hickman y cols., 2004; Suzuki y cols., 2005).

El tratamiento farmacologico se considera indicado en los pacientes con un
IMC>30, o >27 si hay comorbilidad asociada (Ramesh y Sanyal, 2005). Los farmacos
con los que se han obtenido mejores resultados en pacientes con EHNA son el orlistat,
la sibutramina y la simvastatina (Hatzitolios y cols., 2004; Assy y cols., 2007; Harrison
y cols., 2009; Abel y cols., 2009).

Una alternativa para la pérdida de peso con tratamiento médico es el
tratamiento quirdrgico. Diversas investigaciones demuestran que la cirugia de la
obesidad puede llevar a la mejoria de la EHNA (Luycks y cols., 1998b; Sjostrom vy
cols., 2004; Liu y cols., 2007; Furuya y cols., 2007). A pesar de estas evidencias, las
limitaciones de los estudios clinicos desarrollados hasta el momento impiden dar una
conclusion imparcial y definitiva sobre los beneficios y desventajas de la cirugia

bariatrica en el tratamiento de la EHNA (Chavez-Tapia y cols., 2010).
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2.7.2 Medidas farmacoldgicas

Dentro de los farmacos ensayados para el tratamiento de la EHNA se
encuentran aquellos que incrementan la sensibilidad a la insulina como las
tiazolidindionas, la metformina y los inhibidores de las serina/treonina quinasas (IKK)
(Bugianesi y cols., 2005; Buckingham y cols., 2005: Belfort y cols., 2006; Lutchman y
cols., 2007; Younossi, 2008; Yki-Jarvinen, 2009; Shyangdan y cols., 2011), agentes
hipolipemiantes como gemfibrozilo, clofibrato, bezafibrato, probucol, y atorvastatina
(Merat y cols., 2003; Nagasawa y cols., 2006; Tokushige y cols., 2007; Matafome y
cols., 2009; Nakamuta y cols., 2010), farmacos hepatoprotectores y antioxidantes
como el acido ursodeoxicolico (AUDC), la vitamina E, la betaina y la similarina
(Hasegawa y cols., 2001;Lindor y cols., 2004; Comar y cols., 2006; Abdelmalek y cols.,
2006; Balmer y cols., 2009; Lavine y cols., 2010; Carrillo y cols. 2011), inhibidores del
receptor de la angiotensina Il (Yokohama y cols., 2006; Wei y cols., 2008; Yoshiji y
cols., 2009), antibiéticos como el metronidazol y la neomicina (Gustot y cols., 2006;
Younossi, 2008) y agentes probioticos (Lirussi y cols., 2007; Cani y Delzene., 2009;
Gratz y cols., 2010).

2.7.3 Trasplante Hepético

Estd indicado en casos en que la EHNA ha evolucionado a cirrosis con
hipertensiéon portal e insuficiencia hepatica. Aunque la evolucion del trasplante suele
ser buena, la EHNA puede recidivar tras el trasplante. Las causas de esta recurrencia
se desconocen aunque probablemente son mudltiples, incluyendo la
hipertrigliceridemia, la obesidad, la diabetes y la terapia corticoidea. La utilizacion de
un higado con elevada esteatosis suele ser una contraindicacién para el transplante
debido a la alta incidencia de rechazo agudo (Garcia-Monzén, 2001; Selzner y cols.,
2001; Saab y cols, 2005; Dumotier y cols., 2010; Ong Yy Younossi, 2010; Carrillo y
cols., 2011).

2.8 Modelos animales de EHNA

La literatura refleja diferentes modelos de animales que exhiben evidencias
histolégicas de esteatosis y EHNA. Sin embargo, pocos desarrollan la totalidad de
cambios correspondientes al fenotipo de la enfermedad en humanos. Los principales
enfoques de EHNA a traves de modelos animales pueden dividirse en 2 grandes

grupos: aquellos que tienen un fenotipo adquirido para EHNA (modelos nutricionales y

31



Antecedentes

modelos farmacoldgicos) y aquellos originados por una mutacion genética espontanea
o0 adquirida (modelos genéticos) (Anstee y cols., 2006; Almonacid y cols., 2012).
Debido a que en la presente investigacion se indujo EHNA mediante la administracion
de una dieta deficiente en metinonina y colina (MCD) a ratones C57BL/6J, a

continuacion se revisara brevemente este modelo nutricional.

2.8.1 Deficiencia en metionina y colina (MCD) como  modelo nutricional de EHNA

Este es el clasico modelo nutricional de EHNA. La dieta MCD contiene
sacarosa y grasa en proporciones de 40% y 10% respectivamente, pero carece de
metionina y colina, dos compuestos esenciales para la  oxidacion y la produccion de
lipoproteinas de baja densidad (VLDL) a nivel hepético (Anstee y cols., 2006). Estudios
en roedores demuestran que ratas y ratones alimentados con la dieta MCD
disminuyen significativamente de peso (mas de 40% en 10 semanas), y que el higado
reduce su tamafio de manera proprocional con la pérdida del tejido adiposo blanco,
pero la relacion peso del higado/peso corporal no se incrementa (Kirsch y cols., 2006;
Hebbard y cols., 2011).

La dieta MCD induce rapidamente esteatohepatitis en roedores. Los analisis
histolégicos muestran que estos animales desarrollan inflamacién hepética (después
de 3 dias), esteatosis macrovesicular severa en la zona pericentral (dentro de la 12 y
22 semanas) y necroinflamacién (después de dos semanas), seguida por fibrosis
pericelular y pericentral. El infiltrado inflamatorio hepatico incluye linfocitos y polimorfos

nucleares neutrdfilos (Kirsch y cols., 2006; Hebbard y cols, 2011).

El contexto metabolico para el modelo MCD se caracteriza por el incremento en
los niveles sericos de ALT y ALP, con una paralela reduccién en las concentraciones
plasméticas de triglicéridos y colesterol (Gyamfi y cols., 2008; Fisher y cols., 2009;
Hebbard y cols., 2011). Este ultimo hallazgo es contrario a lo observado en individuos
obesos y con sobrepeso diagnosticados con HGNA (Bhat y cols., 2012; Sun y cols.,
2012). Otras de las caracteristicas de este modelo son el incremento en la
lipoperoxidacion hepatica que se observa aproximadamente a las 3 semanas, como
consecuencia de la sobre-estimulacion de los citocromos P450 (CYP) 2E1, CYP4A10
y CYP4A14, y la disminucion de las concentraciones basales de glucosa, con
incremento en la sensibilidad sistémica a la insulina. En este modelo no se observa

resistencia periférica a la insulina, debido probablemente, a la reduccién en el peso
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corporal asociada con la dieta (Collins y cols., 2004; London y cols., 2007; Sundaresan
y cols., 2011).

La magnitud y severidad del efecto de esta dieta en roedores varia de acuerdo
con la especie, la cepa y el género del animal estudiado, reflejando la gran variacién
fenotipica interindividual que se observa en pacientes con EHNA. Es asi como en
ratas Sprague-Dawley la dieta MCD induce esteatohepatitis mas lentamente, después
de 5 semanas de tratamiento se observa un incremento tres veces menor en los
niveles sericos de ALT y el estrés oxidativo se presenta tempranamente (22 semana).
Los roedores mas afectados por la dieta MCD son los ratones C57BL/6. En contraste
con otros grupos, estos animales desarrollan las caracteristicas histologicas que mas
estrechamente se asemejan con las observadas en la EHNA humana (Kirsch y cols.,
2006; London y cols., 2007).

Los principales mecanismos patoldgicos indicados para este modelo son: (1)
disfuncion de la sintesis de la fosfatidilcolina, que conlleva a la disminucion en el
ensamblaje y secrecién de las VLDL, y por lo tanto, a la reduccion en el aclaramiento
de los triglicéridos (Anstee y cols., 2006; Fan y cols., 2010); (2) incremento en la
inflamacién hepéatica debido al incremento en la produccion de moléculas
proinflamatorias y profibroticas tales como la IL-6, el TGF-B y el TNF-a y moléculas de
adhesion como, la molécula intercelular de adhesiéon (ICAM)-1, la molécula de
adhesion vascular (VCAM)-1, y la proteina quimiotéctica de macréfagos (MCP)-1 (Ip y
cols., 2004; Yu y cols., 2006); (3) incremento en el potencial de estrés oxidativo. La
dieta MCD induce la produccion de EROS y reduce los niveles de antioxidantes
hepaticos como el glutatién (GSH) y la S-adenosil metionina (SAMe) (Oz y cols., 2006;
Baumgardner y cols., 2008); (4) activacion del NF-kB, el cual es responsable en parte,
de muchos de los posteriores cambios proinflamatorios y constituye un vinculo
importante entre el estrés oxidativo, la inflamacién cronica y la fibrogénesis hepéatica
(de la Pefia y cols., 2005; Sundaresan y cols., 2011); y (5) recientes estudios han
demostrado que este modelo causa una significativa reduccion en los niveles y
expresion de los transportadores de captacion hepéatica OAT2 y OAT3, que conduce a

una alteracion en la farmacocinética de xenobiéticos (Fisher y cols., 2009).

Aunque el modelo nutricional MCD es uno de los métodos mejor establecidos

para el estudio de la inflamacién, el estrés oxidativo y los cambios fibréticos
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relacionados con la EHNA, no replica la totalidad de la patogénesis de la misma en
humanos. En contraste con el HGNA, los animales alimentados con la dieta MCD son
caqueécticos, tienen bajos niveles de triglicéridos plasmaticos, reducen la relacion peso
del higado/peso corporal, exhiben niveles de ALT mucho mayores que los que se han
observado en pacientes con EHNA y la distribucion de la esteatosis hepatica difiere del
patron observado en humanos. La mayor desventaja del modelo MCD es que el perfil
metabdlico es opuesto al demostrado en humanos, por ejemplo, los niveles de
insulina, leptina y glucosa son reducidos, la adiponectina serica no esta disminuida y
los animales tienen sensibiidad periférica a la insulina (Nagasawa y cols., 2006; Larter
y Yeh, 2008b; Hebbard y cols., 2011; Sundaresan y cols., 2011).

2.9 Receptores hepaticos X (LXRS)

Los receptores hepaticos X (LXRs) pertenecen a una gran familia de receptores
nucleares que se unen a la region reguladora de genes de destino, estimulando su
transcripcion (Wdjcicka y cols., 2007; Oosterver y cols., 2010). Fueron identificados en
1994 por Apfel y colaboradores a partir del screening de una biblioteca de cDNA de
higado de rata (Apfel y cols.,, 1994), e inicialmente fueron clasificados como
“receptores huérfanos” debido a que para la mayoria de ellos no existia claridad en
cuanto a sus ligandos enddgenos, genes diana ni funciones fisioldgicas (Chawla y
cols., 2001). Sin embargo, en los siguientes afos varios ligandos fisiolégicos han
“adoptado” estos receptores (Baranowski, 2008). También se les conoce como
“receptores nucleares heterodiméricos (RNH)”, debido a que funcionan
predominantemente como heterodimeros del receptor retinoide X (RXR) (Cortés y
cols., 2005).

En los mamiferos, el receptor LXR existe como dos isoformas funcionales:
LXRa y LXRB. LXRa se expresa mayoritariamente en el higado y en menor medida en
el intestino, tejido adiposo, rifion, bazo, glandulas adrenales y macrofagos. Por el
contrario, LXRB se expresa en casi todos los tejidos del organismo. Pese a su
similitud, se piensa que ambas isoformas estarian involucradas en procesos biol6gicos
distintos, aunque posiblemente relacionados (Wdjcicka y cols., 2007; Beltowski 2008;

Baranowski, 2008; Viennois y cols., 2012).
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2.9.1 Estructura

Como miembros de la superfamilia de los receptores nucleares, los LXRs estan
conformados por 4 dominios (Figura 2):

1. Extremo N-terminal (dominio A/B). Contiene un activador de funcién- ligando
independiente (AF-1) que puede estimular la transcripcion en ausencia de un
ligando.

2. Dominio de union al ADN (DBD). En presencia de atomos de zinc forma unas
proyecciones en forma de dedos que permiten la unibn a secuencias
especificas del ADN.

3. Region bisagra. Es una region estructual que muestra una gran flexibilidad, y
conecta a los dominios DBD y LBD. Permite el reclutamiento de co-represores

en ausencia de ligandos.

4. Dominio hidrofébico de union al ligando (LBD). Se requiere para la union del
ligando y la dimerizacion del receptor. Es capaz de unir coactivadores y
represores y funciona como dominio activaciéon 2 (AF2), que estimula la

transcripcion en respuesta a la union del ligando.

5. Extremo C-terminal (W¢jcicka y cols., 2007; Viennois y cols., 2012).
Dominio N- Reglon Dominio C-
torminal bisagra tarminal
A/B C D L i
Dominio de Dominio de unidn a
union al ADN ligando {LBD)
{DBRD)

Figura 2. Organizacion estructural de los receptores nucleares.
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En ratones, las isoformas LXRa y LXRB estdn altamente conservadas,
compartiendo entre el 76 y el 78% de secuencias de aminoacidos homélogas en sus
regiones DBD y LBD, respectivamente. Las isoformas LXRs de humanos y murinos
presentan también una alta homologia en sus regiones DBD (95%) y LBD (97%),
caracteristica esta que facilita la investigacion en este tipo de modelos (Lee y cols.,
2008).

2.9.2 Mecanismo de accion

En la Figura 3 se resume el mecanismo de accion de los receptores LXR,
quienes requieren la presencia de coactivadores y co-represores para regular la
exrpesion génica. Como paso previo a la unidon a sus elementos de respuesta, los
receptores LXRs forman heterodimeros obligados con el receptor X retinoide (RXR).
En esta conformacion el LXRa funciona como un factor activador del AMPc, mientras
gue el LXRP parece ser inversamente afectado por el cAMP (Viennois y cols., 2012).
Este heterodimero (LXR/RXR), es activado por un agonista de LXR (oxiesteroles) o un
agonista del &acido 9-cis-retinoico. Los oxiesteroles, los derivados oxigenados del
colesterol, tales como 22 (R)-hidroxicolesterol, 24 (S)-hidroxicolesterol, 27-
hidroxicolesterol, y acido colestenoico, son los ligandos naturales para LXR (Wéjcicka
y cols., 2007; Beltowski, 2008).

Una vez activo, el complejo LXR/RXR se une a elementos de respuesta
(LXRES) en las regiones promotoras de los genes diana. Los LXREs estan
constituidos por dos secuencias de hexanucleotidos (AGGTCA) separadas por 4 0 1
nucleétidos (DR-4 o DR1). En ausencia de ligando, el heterodimero interactia con
varios cofactores, entre los que se encuentran el co-represor del receptor nuclear (N-
CoR) vy el receptor SMRT (mediador de los receptores de la hormona tiroidea y
retinoides), que bloquean la transcripcion al unirse con la histona deacetilasa a través
de la interaccién con proteinas tales como la MAP quinasa que a su vez interactua con
la proteina 3A (Viennois y cols., 2012). Otros represores de la actividad de los LXRs
son la proteina heterodimérica pequefia (SHP), quien puede interactuar con sus dos
isoformas en ausencia o presencia de ligando y el factor a semejante al efector A

(CIDEA) que reprime a los LXRs en células 3T3-L1 (Laurencikiene y Rydén, 2012).

Cuando el ligando se une al heterodimero, se producen cambios

conformacionales que inducen la liberacion de los co-represores, el acople de
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activadores especificos tales como el cointegrador activador de la sefial 2 (ASC-2)
sobre el dominio AF-2 y la interaccion con la histona acetiltransferasa, que conducen a
la transcripcion de los genes diana (Julve, 2003; Wojcicka y cols., 2007; Baranowski,
2008; Viennois y cols., 2012).

y Corepresores

Coactivadores

’ .

- Transcripcion

AGGTCAXXXXAGGTCA

Figura 3. Mecanismo de accion de los receptores LXR. Modificada de “Biological role of liver
X receptors” (Baranowski, 2008).

2.9.3 Efectos metabdlicos

Los receptores LXRs desempefian un papel importante en el metabolismo de

colesterol, lipidos y carbohidratos.

2.9.3.1 LXRs y metabolismo del colesterol

Los receptores LXRs funcionan como sensores del exceso de colesterol que,
con el fin de proteger las células de una sobrecarga del mismo, desencadenan varios
mecanismos fisioldgicos de adaptacién. Dentro de ellos se encuentran: (1) regulan la
expresion de genes involucrados en el metabolismo de HDL. Su activacién resulta en
mayor expresion de los genes ABCAl y ABCG1/ABCG4, facilitando la salida de
colesterol hacia las particulas de HDL. Los transportadores ABCA1 y ABCG1 son

abundantes en los macréfagos, pero también se expresan en otro tipo de células como
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hepatocitos, enterocitos, adipocitos y células del musculo esquelético (Cortés y cols.,
2005; Wojcicka y cols., 2007; Beltowski, 2008; Viennois y cols., 2012); (2) incrementan
la expresion de apolipoproteina E, un componente de las HDL que facilita el eflujo de
colesterol celular, y estimulan la apoA-I en la membrana basolateral de los enterocitos,
mejorando la formacion de las HDL intestinales (Cortés y cols., 2005; Beltowski, 2008);
(3) incrementan los niveles plamaticos de la enzima de transferencia de esteres de
colesterol (CETP), que cataliza el movimiento de colesterol desde las HDL hacia otras
lipoproteinas. Estos procesos en conjunto se denominan transporte reverso del
colesterol; (4) inducen la conversién de colesterol en &cidos biliares via estimulacién
del gen que codifica la 7-alfa-hidroxilasa (CYP7ALl), asi como la excrecion biliar del
colesterol como resultado de una mayor expresion de los transportadores ABCG5 vy
ABCG8 en la membrana canalicular del hepatocito; (5) aumentan la expresion de los
transportadores ABCG5 y ABCG8 en la superficie apical del enterocito y disminuyen la
de la proteina NPC1L1, aminorando la absorcion intestinal de esteroles. Como
resultado de las acciones 4 y 5 se excreta una mayor cantidad de esteroles en las
heces y se obtiene un balance negativo del colesterol en el organismo; (6) disminuyen
la expresion de genes hepaticos de enzimas involucradas en el metabolismo del
colesterol como hidroximetilglutaril-CoA-sintetasa, farnesil difosfato sintetasa y
escualeno sintetasa, reduciendo en consecuencia la sintesis de colesterol. Sin
embargo, la estimulacién del eflujo de colesterol por los LXRs puede causar una
estimulacion compensatoria de su sintesis en ciertos tipos de células (Figura 4)
(Cortés y cols., 2005; Wojcicka y cols., 2007; Beltowski, 2008; Oosterveer y cols.,
2010).

2.9.3.2 LXRs y metabolismo de lipidos

A pesar de los efectos antiateroeslceroticos que los LXR manifiestan al
disminuir las concentraciones sericas de colesterol total e incrementar las de cHDL,
diversos estudios corroboran que inducen hipertrigliceridemia, por una aparente mayor
lipogénesis hepética. Dentro de los mecanismos implicados en los efectos lipogénicos
de los LXR se encuentran los siguientes: (1) activan la sintesis de la enzima uridina
fosforilasa y de su producto la B-alanina, que sirve como precursor para la sintesis de
acidos grasos; (2) regulan de forma directa la actividad de varias enzimas lipogénicas
que incluyen acetil CoA carboxilasa (ACC), acido graso sintetasa (FAS) y estearoil-
CoA-desaturasa 1 (SCD-1); (3) estimulan la transcripcion de los factores lipogénicos

SREBP-1c y ChREBP. Este ultimo promueve la conversion del exceso de glucosa a
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lipidos; (4) incrementan la expresion del gen de la proteina trasportadora de
fosfolipidos (PLTP), que media el transporte de fosfolipidos de las VLDL a las HDL; (5)
reducen los receptores hepaticos R1 de adiponectina, hormona que disminuye la
lipogenesis hepatica y previene la estatosis a ese nivel; (6) inducen la expresion del
gen que codifica la lipoprotein lipasa (LPL), enzima que cataliza la hidrolisis de los
triglicéridos y es esencial para el metabolismo de las lipoproteinas ricas en ellos
(Figura 4) (Wojcicka y cols., 2007; Korach-André y cols., 2011; Oosterver y cols.,2011).

Sintesis de ac. grasos T Ab iond
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Figura 4. Accion de los LXRs sobre el metabolismo de lipidos y colesterol. Modificada de “The
liver X receptor: Control of celular homeostasis and beyond implications for drug desing”
(Oosterver y cols., 2010).

2.9.3.3 LXRs y metabolismo de carbohidratos

Dentro de las acciones que tienen los receptores LXRs en el metabolismo de
los carbohidratos se encuentran las siguientes (Figura 5): (1) reducen las
concentraciones plasmaticas de glucosa e incrementan la sensibilidad a la insulina en
diferentes modelos animales de diabetes y resistencia a la insulina (Cao y cols., 2003;
Grefhorst y cols., 2005; Loeffler y cols., 2007; Zhao y cols., 2012a); (2) reducen la
expresion de varias enzimas involucradas en la gluconeogénesis hepatica y en la

liberacion de la glucosa a partir del higado. Entre ellas se encuentran la piruvato
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carboxilasa, la fosfoenol piruvato carboxiquinasa, la fructosa-1,6-bifosfato y la glucosa-
6-fosfatasa (Stulnig y cols., 2002; Cao y cols., 2003; Laffitte y cols., 2003a; Grempler y
cols., 2005); (3) incrementan la captacion de glucosa por los adipocitos, mediante la
estimulacion de la expresion basal de los transportadores GLUT-1 y GLUT-4 (Dalen y
cols., 2003; Steffensen y cols., 2004; Griesel y cols., 2010; Oosterver y cols.,2010). Asi
mismo incrementan la sintesis de glucdégeno en los adipocitos (Steffensen y cols.,
2004) (4) a nivel de diferentes tejidos inhiben enzimas glicoliticas como la 6-
fosfofructo-2-quinasa y 6-fosfofructo-1-quinasa (Steffensen y cols., 2004), e
incrementan la expresion y acitividad de la piruvato deshidrogenasa quinasa 4, un
regulador negativo de la glucdlisis (Steffensen y cols., 2004; Baranowski 2008;
Oosterver y cols., 2010).

Gluconeogénesis | Secrecion de insulina 1

e,
iz~ il L
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PEPCK, G6Pase, FBPase |

Seiializacion de glucocorticoides |

T GLUT4

Captacion de glucosa
insulinodependiente

Captacion de glucosa
insulinodependiente

Figura 5. Mecanismos implicados en la accion antidiabética de los LXRs. Modificada de
“Biological role of liver X receptors” (Baranowski, 2008).
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2.9.4 Agonistas de los LXR

2.9.4.1 Agonistas enddgenos

Los receptores LXRs pueden ser activados por oxiesteroles intermediarios de
la sintesis de colesterol 0 de hormonas esteroideas, o por hidroxiesteroles formados a
partir del colesterol por la enzima esterol hidroxilasa; muchos de ellos son isoformas
del citocromo P450. A este grupo pertenecen el 24(S)-hidroxicolesterol (cerebro),
22(R)-hidroxicolesterol (tejidos esteroideos), 24(S)-25-epoxicolesterol (higado), 27-
hidroxicolesterol (plasma y macréfagos), 20(S)hidroxicolesterol y 17 a-
hidroxycolesterol (Beltowski, 2008; Viennois y cols., 2012). Diversos estudios muestran
gue la posicion especifica de la monooxidacion de la cadena lateral del esterol es un
requisito para la afinidad por el substrato y la activacion de los LXRs. Esta capacidad
de enlace y activacion puede mejorarse mediante el uso de 24-oxoligandos que actdan
como aceptores de hidrogeno en la cadena lateral. Ademas, la introduccién de un
oxigeno en el anillo B del esterol resulta en un ligando con selectividad de LXRa (Chen
y cols., 2007; Fradera y cols., 2010). Azucares como la D-gluosa y D-glucosa-6-fosfato
también han demostrado ser ligandos fisioldgicos de las dos isoformas de los LXRs
(Zhu y cols., 2009).

Los esteroles de origen vegetal pueden actuar como ligandos endogenos de
los LXRs. Las células de las plantas no sintetizan colesterol, pero si otros esteroles
con estructuras quimicas similares tales como sitoesterol, sigmasterol, estigmasterol,
campesterol, brasicasterol y ergosterol. Estas moléculas son pobremente absorbidas
en el intestino e inhiben la absorcion del colesterol al desplazarlo de las micelas
biliares (Patel y cols. 2006). Yang y colaboradores demostraron que el estigmasterol
es un potente ligando de los LXRs (Yang y cols., 2004). Asi mismo, Plat y cols,
observaron que tanto el sitoesterol como el campesterol estimulan LXRs en cultivos de

células intestinales (Plat y cols., 2005).

2.9.4.2 Agonistas sintéticos

El descubrimiento del potencial hipocolesterolémico de los LXRs a finales de
los noventa, motivd a muchas compariias farmacoldgicas a desarrollar ligandos de
estos receptores (Figura 6). Dentro de los mas utiizados en investigacion se
encuentran los compuestos T0901317 y GW3965, que activan las isoformas a y 3 de

estos receptores. Sin embargo, GW3965 tiene mas afinidad para LXR[B, sin
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manifestarse dieferencias suficientes para distinguir entre las dos isoformas en
estudios experimentales (Beltowski, 2008), y T0901317 no es completamente selectivo
para LXR ya que es capaz de activar PXR o FXR en altas concentraciones (Shenoy y
cols., 2004; Mitro y cols., 2007).
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Figura 6. Agonistas sintéticos de LXRs. Tomado de “Selective liver X receptor modulators
(SLiMs): What use in human healt? (Viennois y cols., 2012).

La investigacion en modelos animales y celulares ha permitido establecer
funciones de los receptores LXRs como actividad atinflamatoria, regulacién de la
respuesta inmune especifica e inespecifica, regulacion de la contraccion uterina,
funciones neuroldgicas y reduccidn de las lesiones ateroesclerdticas (Jamroz-
Wisniewska y cols., 2007; Reschly y cols., 2008), que han conducido a que sus
agonistas sean considerados como potenciales agentes terapéuticos para diversas
patologias. Dentro de ellas se encuentran las siguientes: afecciones de la piel como
fotoenvejecimiento (Chang y cols., 2008) y dermatitis atopica (Hatano y cols., 2010),
artritis reumatoide (Park y cols., 2010), ateroesclerosis (Zhu y cols., 2009; Lo Sasso y
cols., 2010; Giannarelli y cols., 2012), cancer de colon (Uno y cols., 2009; Chuu,
2011), cancer de mama (Gong Yy cols., 2007; Vedin y cols., 2009), cancer de ovario
(Rough y cols., 2010), cancer de préstata (Fukuchi y cols., 2004; Pommier y cols.,
2010), diabetes (Cao y cols., 2003; Kase y cols., 2005; Oosterver y cols., 2010;
Ketterer y cols., 2011), dislipidemias (Miao y cols., 2004; Brunham y cols., 2006;
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Quinet y cols., 2006), enfermedad de Alzheimer (Fitz y cols., 2010; Leoni y cols.,
2011).

Debido a que en esta investigacion se estudio el efecto del agonista GW3965 en

ratones afectados de EHNA, a continuacion se presenta una breve revisioén sobre él.

2.9.4.3 GW3965

El clorhidrato del acido 3-[3-N-(2-cloro-3-trifluorometilbenzil)-
2,2difeniletil)amino]propiloxy]fenil acético, mas conocido como GW3965 (Figura 6), es
un derivado de una amina terciaria identificado por GlaxoSmithKline a partir del
screning de compuestos de alto rendimiento, mediante un ensayo de deteccion de
ligando libre de células (LISA) (Collins y cols., 2002). Algunas de sus caracteristicas

relevantes se presentan en la Tabla 5.

Formula molecular C33H31NO3CIF3.HCI
Peso molecular 618,51 gramos
Solubilidad a 25°C DMSO = 124 mg/mL

Agua < 1 mg/mL
Etanol = 7 mg/mL
ECso 260 nM
XLogP3-AA 5,9
Enlaces donadores de H * 1
Enlaces aceptoresde H * 7

Superficie polar topolégica 49,8

Tabla 5. Caracteristicas del agonista GW3865.

Estudios en modelos animales y celulares sefialan que el GW3965 desempefia
un papel importante en el metabolismo de lipidos y carbohidratos. La administracion
de 0,7 mg/kg de GW3965 a ratones wild type por un periodo de 9 dias, incrementd la
expresion de ABCAL y de otros genes diana de los LXRs en el intestino de los ratones,
sin cambios en la expresion hepética de los mismos. Como resultado se elevaron
significativamente los niveles plasmaticos de cHDL, sin cambio en las concentraciones
de triglicéridos. Un similar incremento de cHDL se observo en ratones con carencia del

gen ABCAL hepatico (Brunham y cols., 2006) y en células HepG2 de hepatoma
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humano (Di y cols., 2012). Por el contrario, el tratamiento con GW3965 no incrementé
las concentraciones de cHDL en hamsters y monos cangrejeros (Mono cynomulgus).
En ambas especies se produjo un desfavorable incremento en las concentraciones de
cLDL (Groot y cols., 2005).

En adipocitos humanos, el agonista GW3965 incrementa la lipolisis basal y
afecta la expresion y funcionalidad de varias de sus proteinas reguladoras. En un
estudio realizado por Stenson y cols., los resultados demostraron que el tratamiento
con GW3965 disminuye la expresion de las proteinas lipoliticas LSH, PLIN1, CIDEA y
CG1-58, no afecta la expresion de PPARYy y sus genes diana aP2, ACS y S3-12
incrementa la expresion de los transportadores de colesterol ABCG1 y ABCAL y eleva
las concentraciones de glicerol en los cultivos celulares. A pesar de que este
incremento es dosis dependiente, a dosis alta de GW3965 (>1 uM) se observan
efectos toxicos (Stenson y cols., 2011). De igual manera, en hepatocitos humanos el
GW3965 inhibe el MRNA y la expresion de las interleuquinas IL-18 e IL-6. Esta accion
es mediada en parte, por la inhibicion del aclaramiento del correpresor nuclear 1
(NCoR), promotor que previene la activacion del mecanismo de activacion/represion
de la transcripcion. De esta forma mantiene el gen de la proteina C reactiva (CRP por

sus siglas en inglés) en un estado reprimido (Blaschke y cols., 2006).

La administracion de GW3965 a ratones obesos ob/ob por un periédo de 10
dias, disminuyé las concentraciones plasméaticas de glucosa sin afectar la produccién
de glucosa hepética, incrementd los niveles de mMRNA de GLUT4 en el adipocito y
mejoré notablemente la sensibilidad a la insulina, a pesar de la marcada esteatosis
(Grefhorst y cols., 2005). Asi mismo, en un modelo dietario de obesidad y resistencia a
la insulina, ratones C57BL/6 tratados con GW3965 mejoraron la tolerancia a la
glucosa. Los andlisis de expresion génica en estos animales mostraron inhibicion de la
gluconeogénesis hepatica con represion de los genes para las enzimas fosfoenol
piruvato carboxiquinasa y glucosa-6-fosfatasa, e incremento en la expresion de
glucoquinasa que promueve la utiizacion de la glucosa a nivel hepatico (Laffitte y cols.,
2003a). Nader y cols., estudiaron los efectos de la administracibn de GW3965 a
roedores, después de realizarles la prueba de supresion de ACTH con dexametasona.
En ratas Sprague-Dawley la activacion de LXRs con GW3965, atenud el incremento

en los niveles de glucosa post supresion con dexametasona. Por el contrario, en ratas,
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ratones y células HepG2 se indujo la expresién de la glucosa-6-fosfatasa hepéatica
(Nader y cols., 2012).

Tomando como base las caracteristicas y actividad de GW3965, se ha
contemplado su utilizacion en el tratamiento de diversas patologias. Sironi y cols.,
demostraron que la activacion de los LXRs con una simple dosis de GW3965 bloquea
la isquemia cerebral en un modelo de rata, dos horas después de haberla inducido
(Sironi y cols. 2008). En otro estudio se observo que mejora las lesiones posteriores a
oclusion isquémica cerebral en ratas. Esta neuroproteccion esta correlacionada con
una disminucion de los factores proinflamatorios en el cerebro (Morales y Arrese,
2008). Asi mismo, se ha probado que la terapia con GW3965 reduce
significativamente la incidencia de artritis, atenua la severidad clinica e histolégica en
artritis inducida por colageno, aminora la produccién de mediadores inflamatorios en
articulaciones, reduce los niveles sericos de citoquinas proinflamatorias (Park y cols.,
2010), disminuye el tamafo de las lesiones ateorescleréticas en arterias de ratones
apoE" y LDL-R™, sin incremento concomitante en los triglicéridos plasmaticos (Joseph
y cols., 2002a; Yan y cols., 2010), reduce la hipertertension arterial al disminuir la
expresion del receptor de angiotensina Il (Leick y cols., 2007), estimula la secrecion y
expresion de insulina por los islotes pancreaticos (Ogihara y cols., 2010), y en ellos
mismos, reduce la expresion del mRNA y los niveles de citoquinas proinflamatorias
(Scholz y cols., 2009). También se ha comprobado que su aplicacion tépica acelera la
acidificacion del estrato cérneo (SC) de ratas neonatales, a través del incremento de la
actividad de la fosfolipasa A2 secretora (sPLA), y corrige las anormalidades en la
permeabiidad, integridad y cohesién del SC. Por lo tanto, podria utilizarse en la
prevencion y/o tratamiento de desordenes cutdneos que se presentan durante el

periodo neonatal (Fluhr y cols., 2005).

Otro campo de investigacion en el que se esta incursionando es en la utilidad
de los agonistas de los LXRs en terapias para enfermedades de origen viral como la
hepatitis C (VHC). Aunque los mecanismos precisos que regulan la entrada de VHC
en las células hepéticas son todavia desconocidos, el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR) ha demostrado ser esencial para la entrada de estas particulas
virales. En un estudio reciente se trataron células infectadas con VHC con el agonista

GW3965. Los resultados mostraron inhibicibon de la replicacion viral, dosis
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dependiente, a través de la regulacion de la expresion de la proteina degradadora de

LDR que desencadena la ubiquitinacion y degradacién de LDR (Zeng y cols., 2012).
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 Equipos utilizados

Los medios instrumentales utilizados en el presente estudio son los siguientes:

= Aparato de transferencia: BioRad Transblot SD

= Autoanalizador: Cobas Integra 400 de Roche diagnostics
= Autoclave: Raypa, modelo Sterilmatic

= Balanzas de precision: Sartorius R200D, Sartorius 2842

= Bafios termostatizados: Selecta 135925, Selecta Unitronic 320 OR, Selecta
CE95

= Campana de flujo laminar vertical: Indelab modelo IDL-48V

= Centrifugas: Eppendorf Centrifugue 5415C, Beckman XL-100 K Ultracentrifuge,

Rotor

= Cubetas de electroforesis vertical: BioRad Miniprotean Il cell, BioRad Protean I

xi cells

= Espectrofotometros: Milton Roy Spectronic 1201, Hitachi U-2000, Nano Drop
ND 1000 Spectrophotometer

= Fuentes de alimentacion: Savant instruments modelo 1216 MP, BioRad modelo
HV 1000

= Homogeneizador: Kinemética AG Polytron
= Jaulas metabdlicas: Tecniplast Gabia, 3701
= Lector de placas ELISA: Titertek modelo Multiscan Plus MK |l

= Material de cirugia: agujas, bisturis, pinzas, tijeras, etc.
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= Material de laboratorio de caracter general: agitadores de tubos, arcones
congeladores, dispensadores automéaticos, pipetas, micropipetas automaticas,

ordenadores etc;
= pHmetros: Crison 2001

= Termociclador: Eppendorf modelo Mastercycler personal

PCR cuantitativa a tiempo real: StepOne Plus (Applied Biosystems)

3.2 Soluciones

Las principales soluciones utilizadas en la realizacion de este estudio, y que se

describen en los apartados correspondientes, son las siguientes:

= Acido perclérico (HCIO4) al 10%: se tomaron 100 mL del acido perclérico y se

llevaron a 1 L con agua milliQ

= a-amiloglucosidasa 10 U/mL en tampon acetato sodico 0,4 M pH 4,8: se obtuvo
afiadiendo 10 unidades de a-amiloglucosidasa por cada mL de tampdn acetato
sodico 0,4 M pH 4,8

= Carbonato potésico (K.CO3) 5 M: se pesaron 691,05 g del carbonato potasico y

se llevaron a 1 L con agua milliQ

= Carboximetil celulosa 0,05%: Se pesaron 0,25 g de carboximetil celulosa y se

llevaron a 500 mL con agua milliQ

» Desoxicolato al 1%: para preparar esta solucibn se pes6 un gramo de

desoxicolato y se enrasé a 100 mL con agua milliQ

» Heparina: se preparé diluyendo 1:100 la heparina de 5.000 U al 5% con

solucion salina fisioldgica al 0,9% hasta una concentracion final de 0,05%

= Solucion salina fisiolégica: se prepard disolviendo NaCl en agua destilada a

una concentracion final de 154 mmol/L
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= Tampdn acetato sodico 0,4 M pH 4,8: se tomaron 32,816 mL de acetato sodico
comercial y se enrasaron hasta un litro con agua milliQ. El pH se ajusté con

acido acético 0,2 M.

3.3 Disefio experimental

3.3.1 Animales

Para la realizacion de este proyecto se utilizaron 160 ratones machos
C57BL/6J, de 7 semanas de edad, suministrados por Harlan Sprague Dawley Inc. La
eleccion de dicha cepa se debe a que los animales son capaces de desarrollar
caracteristicas histopatol6gicas muy parecidas a las que se presentan en la EHNA en
humanos, cuando son alimentados con una dieta deficiente en los aminoacidos

metionina y colina (Koppe y cols., 2004; Leclercq y cols., 2007b; Yu y cols., 2007).

Debido a esto, los animales se alimentaron con una dieta deficiente en
metionina y colina (dieta MCD No 960439, ICN Biomedicals), cuya composicion se
refleja en la Tabla 6, y como grupo control se utilizaron animales alimentados con una
dieta control (No. 960441, ICN Biomedicals). La composicién de la dieta control es la
misma de la MCD excepto por la adicion de 2 g/kg de cloruro de colinay 3 g/kg de DL-
metionina a expensas de la sacarosa. Todos los ratones se mantuvieron en una
habitacion con temperatura y humedad controladas dotada de un sistema de
iluminacién regulable que establecia un ciclo de luz/oscuridad (12 horas/12 horas)
constante, dentro del edificio del Animalario de la Universidad de Leon, y durante todo

el periodo de experimentacion tuvieron libre acceso al agua y a la comida.
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COMPOSICION G
Sacarosa 455,3
Almidoén de maiz 200,0
Aceite de maiz 100,0
Celulosa molida 30,0
Mezcla mineral 76 AIN 35,0
Fosfato dicalcico 3,0
L-Alanina 3,5
Clorhidrato de L -Arginina 12,1
L-Asparagina monohidratada 6,0
Acido L -Aspartico 3,5
L-Cistina 3,5
Acido L -Glutamico 40,0
Glicina 23,3
Clorhidrato de L -Histidina 45
L-Isoleucina 8,2
L-Leucina 11,1
Clorhidrato de L -Lisina 18,0
L-Fenilalanina 7,5
L-Prolina 3,5
L-Serina 3,5
L-Treonina 8,2
L-Triptofano 1,8
L-Tirosina 5,0
L-Valina 8,2
Acetato de D -L alfa tocoferol (250 u/g) 0,484
Vitamina A palmitato (250 u/g) 0,0792
Vitamina D3 (400 u/g) 0,0055
Etoxiquina 0,02

Tabla 6. Composicion de la dieta MCD
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3.3.2 Protocolo de experimentacion

En el modelo experimental de EHNA escogido se quiso comprobar la posible
utilidad terapéutica de la utilizacién de un agonista del LXR, el GW3965 (Collins y
cols., 2002), donado por el laboratorio Glaxo Smith Kline (Espafa). Dicho compuesto
se administré diariamente a la misma hora, por via intragastrica, vehiculizado en
metilcelulosa al 0,05% (20 mg/kg de peso/200 pl por animal) durante un periodo de 5
semanas. Los animales que no recibieron GW3965 se manipularon de forma similar,

administrandoles el mismo volumen de metilcelulosa al 0,05% via intragastrica.

Al inicio del estudio todos los animales fueron alimentados durante una semana
con la dieta control. Los ratones que superaron este periodo de aclimatacion y
cuarentena se dividieron aleatoriamente en 4 grupos (40 ratones por grupo) que fueron

tratados durante cinco semanas de acuerdo con el siguiente esquema:

Grupo control: animales alimentados con la dieta control méas el vehiculo

(0,05% de carboximetilcelulosa).

e Grupo control mas agonista: animales alimentados con la dieta MCD mas la

administracion intragastrica de GW3965 (20 mg/Kg/dia).

e Grupo EHNA: animales alimentados con la dieta MCD mas el vehiculo.

e Grupo EHNA mas agonista: animales alimentados con la dieta MCD mas
GW3965 (20 mg/kg/dia).

Al final de cada semana de experimentacion, 5 ratones por grupo fueron
anestesiados con isoflurano, previo ayuno de 12 horas, procediéndose a la extraccion
de los higados y a la recogida de las muestras de sangre en tubos heparinizados,
mediante puncion cardiaca. Una alicuota de sangre se centrifugd para la obtencion de
plasma y la otra se conservé completa en “ARN later” para la cuantificacion de ARN.
Los higados se dividieron en 3 fracciones: una se congel6 a -80°C para la
determinacion de los parametros bioquimicos (colesterol, triglicéridos y glucégeno) y

para andlisis de biologia molecular, otra se preservé en “ARN Later” para la posterior
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cuantificaciébn de ARN y la dltima se fijé en formol tamponado al 10% para los estudios

histopatoldgicos.

En todo momento se siguieron las especificaciones de la “Guia para el cuidado
y uso de animales de laboratorio” (publicacion NIH n° 80-23, USA, revision de 1985) y
se respeto la normativa vigente recogida en el Real Decreto 53/2013 sobre proteccion
de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, en la Directiva
Europea 2010/63/UE y en las pautas recogidas en la normativa GLP (Good Laboratory

Practices).

3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Estudios histologicos

Las muestras de higado se fijaron mediante inmersién en formol tamponado al
10% durante 24h. Transcurrido este tiempo, las muestras se deshidrataron en alcohol
isopropilico de graduacion creciente, se aclaron con xilol y se incluyeron en parafina a
60°C, obteniéndose bloques que se cortaron con microtomo. Los cortes histolégicos se
desparafinaron y se tifieron con hematoxilina/eosina para evaluar las alteraciones
histopatologicas y con tricrdmico de Masson para determinar la ausencia o presencia

de fibrosis y su respectiva graduacion.

Las biopsias fueron evaluadas de acuerdo al score para EHNA estandarizado por
Brunt y sus colaboradores en el afio 1999 (Brunt y cols, 1999) y seguido por la “Red de

investigacion clinica en esteatohepatitis no alcéholica (EHNA-CRN)”.

3.4.2 Determinaciones plasmaticas

Las muestras sanguineas se centrifugaron el mismo dia de la recogida (4°C,
4.000 g, 15 min) y los plasmas obtenidos se procesaron inmediatamente en el
autoanalizador Cobas Integra 400 de Roche diagnostics, mediante técnicas
colorimétricas y cinéticas distribuidas para este equipo por Roche Diagnostics Gmbh.
Los parametros valorados en cada uno de ellos fueron: proteinas totales, albumina,
fosfatasa alcalina (ALP), alanina amino transferasa (ALT), aspartato amino transferasa
(AST), bilirrubina directa, bilirrubina total, colesterol total (c-total), colesterol HDL
(c- HDL), colesterol LDL (c-LDL), triglicéridos y glucosa. Las VLDL-colesterol (c-VLDL)
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se determinaron matematicamente a partir de la concentracidbn de triglicéridos

dividiendo éstos entre 5 (Friedewald y cols., 1972).

Los principios de los métodos bioquimicos utilizados se describen en los siguientes

apartados:

3.4.2.1 Proteinas totales

El cobre divalente reacciona en una solucion alcalina con las uniones
peptidicas de las proteinas formando el color plrpura caracteristico del complejo
biuret. El tartrato sédico potasico impide la precipitacion de hidroxido de cobre,

mientras que el yoduro potésico inhibe la autorreduccion del cobre.

Proteina + Cu?* pHalcalino _,, complejo Cu-Proteina

La intensidad cromética es directamente proporcional a la concentracion de la

proteina. Se determind midiendo el aumento de la absorbancia a 552 nm.

3.4.2.2 Albumina

La albumina a un pH de 4,3 es suficientemente catidénica para fijarse al
colorante aniénico verde de bromocresol (BCG) y formar un complejo de color azul-

verde.

Albdmina + BCG pH 4,3 complejo de albumina-BCG

La intensidad del color azul-verde es directamente proporcional a la
concentracion de albdmina en la muestra. Se determind midiendo el incremento de la

absorbancia a 629 nm.

3.4.2.3 Fosfatasa alcalina (ALP)

En presencia de iones de magnesio y de cinc, el p-nitrofenilfosfato es

desdoblado en fosfato y p-nitrofenol por la accion de las fosfatasas.
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p-nitrofenilfosfato + H,O ALP fosfato + p-nitrofenol
—

El p-nitrofenol liberado es directamente proporcional a la actividad catalitica de

la ALP. Se determin6é midiendo el incremento de la absorbancia a 409 nm

3.4.2.4 Alanina aminotransferasa (ALT)

La ALT cataliza la reaccion entre la L-alanina y el 2-oxoglutarato. El piruvato
formado se reduce por NADH en una reaccion catalizada por la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH) para formar L-lactato y NAD*.
L-alanina+2-oxoglutarato ALT piruvato+ L-glutamato
Piruvato + NADH + H* DH » LDH + L-lactato + NAD*

La velocidad de oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad
catalitica de la ALT. Se determiné midiendo la disminucion de la absorbancia a 340

nm.

3.4.2.5 Aspartato aminotransferasa (AST)

La AST de la muestra cataliza la transferencia de un grupo amino entre L-
aspartato y 2-oxoglutarato para obtener oxaloacetato y L-glutamato. A continuaciéon y
en presencia de la malato deshidrogenasa (MDH), el oxaloacetato reacciona con
NADH para formar NAD*.

L-aspartato+2-oxoglutarato AST oxaloacetato + L-glutamato
Oxaloacetato + NADH + H* MDH L-malato + NAD*
—_—

La velocidad de oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad
catalitica de la AST. Se determind midiendo la disminucién de la absorbancia a 340

nm.
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3.4.2.6 Bilirrubina directa

La bilirrubina conjugada (bilirrubina directa) reacciona directamente con el

acido sulfanilico diazotizado en un tampén acido para formar azobilirrubina de color

rojo.
Acido sulfanilico + NaNO> HCI acido sulfanilico diazotizado
e
Bilirrubina + acido sulfanilico diazotizado pH 1.4 Azobilirrubina
D

Ya que la absorbancia maxima de la azobilirrubina depende del pH, se emplea
un sistema amortiguador de acido oxalico/acido sulfanilico para mantener el pH de la
reaccion. El ensayo es especifico para la bilirrubina directa en suero y plasma. La
intensidad del color es proporcional a la concentracién de bilirrubina directa de la

muestra y se determiné monitorizando el aumento de la absorbancia a 552 nm.

3.4.2.7 Bilirrubina total

La concentracion de la bilirrubina total se determina empleando agentes
tensoactivos para solubilizar la bilirrubina no conjugada (bilirrubina indirecta) vy
desnaturalizar su portador de albumina. La bilirrubina conjugada y sin conjugar de la

muestra reacciona con el &cido sulfanilico diazotizado para formar una azobilirrubina

de color rojo.
Acido sulfanilico + NaNO> HCI acido sulfanilico diazotizado
e =
Bilirrubina + acido sulfanilico diazotizado pH 1.4 Azobilirrubina
—_— >

Ya que la absorbancia maxima de la azobilirrubina depende del pH, se emplea
un sistema amortiguador de acido oxalico/acido sulfanilico para mantener el pH de la
reaccion. El ensayo es especifico para la bilirrubina directa en suero y plasma. La
intensidad del color es proporcional a la concentracion de bilirrubina total de la muestra

y se determin6 monitorizando el aumento de la absorbancia a 552 nm.
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3.4.2.8 Colesterol total

Bajo la accion de la enzima colesterolesterasa (CE), los ésteres del colesterol
se desdoblan a colesterol libre y acidos grasos. A continuacién, la enzima
colesteroloxidasa (CHOD) cataliza la oxidacion del colesterol para formar colest-4-ene-
3-ona y peréxido de hidrogeno (H202). En presencia de la peroxidasa (POD), el H20O;
formado produce el acoplamiento oxidativo del fenol y la 4-amino antipirina (4-AAP)

para formar un colorante rojo de quinoneimina.

Esteres del colesterol + H,O CE colesterol + RCOOH
Colesterol + O, CHOD colest-4-ene-3-ona + H,0»

2 H>O, + 4-AAP + fenol _ poD colorante de quinoneimina + 4 H,O

La intensidad cromatica del colorante formado es directamente proporcional a
la concentracion de colesterol. Se determind midiendo el aumento de la absorbancia a
512 nm.

3.4.2.9 Colesterol HDL

El test directo de colesterol (HDL-Cholesterol Direct) se basa en la adsorcion
de polianiones sintéticos en la superficie de las lipoproteinas. Esto hace que las LDL,
VLDL y los quilomicrones se transformen a una forma resistente a los detergentes, no
siendo este el caso de las HDL. La accion combinada de los polianiones y el
detergente solo solubiliza el colesterol de las HDL, excluyendo las LDL, VLDL y los
qguilomicrones. La accidon enzimatica consecutiva de la CE y la CHOD cataliza la
oxidacion del colesterol en solucion. En presencia de la POD, el H,O, formado
reacciona con N,N-bis (4-sulfobotil)-m-toluidina (DSBmMT) y la 4-aminoantipirina (4-

AAP) produciendo un colorante rojo de quinoneimina.

LDL, VLDL, quilomicrones + polianiones » complejos de lipopproteina-

polianiones
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HDL + detergente 5 complejos micelares

Complejos micelares  ceicHob colesterol oxidado + H,O»

|

H20:2 + 4-aminoantipirina + DSBmMT POD guinoneimina
—_—

La intensidad cromética del colorante rojo de quinoneimina formado es
directamente proporcional a la concentracion de colesterol HDL. Se determin6

midiendo el aumento de la absorbancia a 552 nm.

3.4.2.10 Colesterol LDL

Las HDL, VLDL y los quilomicrones son hidrolizados especificamente con el
detergente 1. El colesterol liberado de estas lipoproteinas reacciona inmediatamente
por la accion enzimatica de las enzimas colesterolesterasa (CE) y la colesteroloxidasa
(CHOD) generando peroxido de hidrégeno. Este es consumido por una peroxidasa
(POD) en presencia de la 4-aminoantipirina y se genera un producto incoloro. Durante
el primer paso, las particulas de LDL permanecen intactas. La reaccién del colesterol
LDL se inicia al afiadir el detergente 2, junto a la N, N-bis(4-sulfobutil)-mtoluidina
(DSBmMT) como agente conjugante. El segundo detergente libera el colesterol de las
particulas de LDL, las cuales se someten a la reaccion enzimética con el agente

conjugante para producir un compuesto cromatico.

Primer paso

HDL, VLDL, quilomicrones + detergente 1 —» colesterol liberado
Colesterol  ce/cHoD colesterol oxidado + H->O-

H.0- + 4-aminoantipirina __ PoD producto incoloro

Segundo paso

LDL + detergente 2 _____, colesterol liberado
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Colesterol _ ce/cHoD ) colesterol oxidado + H20-

+ Aoami o . -
H20. + 4-aminoantipirina + DSBmT poD__ colorante quinoneimina

La intensidad cromética del colorante rojo de quinoneimina formado es directamente
proporcional a la concentracion de colesterol LDL. Se determin6é midiendo el aumento

de la absorbancia a 552 nm

3.4.2.11 Triglicéridos

Los triglicéridos se hidrolizan por la accion de la enzima lipoprotein lipasa (LPL)
a acidos grasos y glicerol. El glicerol resultante se fosforiliza a glicerol-3-fosfato por el
ATP en una reaccion catalizada por la enzima glicerol cinasa (GK). La oxidacién del
glicerol-3-fosfato se cataliza por la enzima glicerol-fosfato-oxidasa (GPO) para formar

fosfato de dihidroxiacetona y peréxido de hidrogeno (H205).

En presencia de actividad enzimética peroxidasa (POD), el peroxido de
hidrégeno lleva a cabo el acoplamiento oxidativo de 4-clorofenol y 4-aminofenazona y
forma un colorante rojo de quinoneimina que se mide a 512 nm. El aumento de la

absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos en la

muestra.

Triglicéridos LPL glicerol + 4cidos grasos

Glicerol + ATP GK glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato + O- GPO fosfato de dihidroxiacetona + H>O>

2H,0, + 4-aminofenazona + 4-clorofenol pPob  colorante de quinoneimina + 4H,0
e

3.4.2.12 Actividad Glucosa Hexoquinasa

La enzima hexoquinasa (HK) cataliza la fosforilacion de la glucosa mediante el

ATP para formar glucosa-6-fosfato y ADP. La reaccién continta con el empleo de una
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segunda enzima, la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), que cataliza la

oxidacion de glucosa-6-fosfato a NAD+ para formar NADH.

D-glucosa + ATP bk, D-glucosa-6-fosfato + ADP
D-glucosa-6-fosfato + NAD*  GePDH D-6-fosfo-gluconato + NADH + H*
—

La concentracion del NADH formado es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa. Se determina midiendo el aumento de la absorbancia a 340

nm.

3.4.3 Determinaciones en tejido hepatico

3.4.3.1 Colesterol y triglicéridos hepéaticos

Para la determinacion del contenido de colesterol y triglicéridos se utiliz6 el
método descrito por Miao y colaboradores en el 2004. Se homogenizaron 50 mg de
higado en 300 pl de solucién salina fisiolégica al 0,9%. Los homogeneizados se
conservaron a -80°C hasta el momento del ensayo cuando fueron cuidadosamente
descongelados a 37°C y llevados hasta un volumen final de 850 ul con solucién salina
al 0,9%. A continuacién se prepararon dos tubos por muestra (uno para la valoracion
de colesterol y el otro para triglicéridos), conteniendo cada uno 100 pul del respectivo
homogeneizado y 100 pl de desoxicolato al 1%. Las disoluciones se incubaron 5
minutos a 37°C y se llevaron al autoanalizador Cobas Integra 400 donde se llevaron a
cabo las respectivas determinaciones mediante técnicas colorimétricas distribuidas

para este equipo por Roche Diagnostics Gmbh.

3.4.3.2 Glucbégeno hepatico

Los contenidos de glucosa y glucégeno hepaticos se determinaron mediante el
método descrito por Keppler y Decker en 1974 que se basa en la utilizacion de la
enzima a-amiloglucosidasa para degradar los enlaces de la molécula de glucégeno y
liberar las moléculas de glucosa. Como paso preliminar se homogeneizaron en frio 50-
100 mg de tejido en 10 voliumenes de HCIO., se centrifugaron a 6.000g a 4°C durante

5 minutos para obtener el sobrenadante, y se ajust6 el pH a 5,0 mediante la adicién de
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diluciones de HCIO. al 10% y de K,COs en concentraciéon 5 M. A continuacién se
tomaron dos alicuotas de 100 pl, a una de las cuales se le agregé 100 pl de tampén
acetato sédico 0,4 M pH 4,8 y a la otra 100 pl de una solucidon de que contenia 10
U/mL de a-amiloglucosidasa en el mismo tampon. Las dos alicuotas se incubaron
durante 2 horas a 50°C, al cabo de las cuales se par6 la reaccién mediante la adicion
de 250 pl de HCI al 10%. La concentracién de glucosa en cada alicuota se cuantifico
en el autoanalizador Cobas Integra 400 de Roche Diagnostics mediante la técnica de
la glucosa hexoquinasa. La cantidad de glucégeno se calculé como la diferencia en la
concentracion de glucosa entre las muestras incubadas con la enzima respecto a las
gque no incubadas, normalizadas por el peso de tejido. La glucosa libre se calculd a

partir de la alicuota sin tratar con a-amiloglucosidasa.

3.4.4 Estudio de expresion génica en tejido hepatic o

3.4.4.1 Extraccion de ARN total

Para la extraccion del ARN a partir del tejido hepatico se utilizé el método
comercial “TRI reagent solution” de la casa comercial Applied Biosystem. El reactivo
combina fenol y tiocianato de guanidina en una solucibn monofasica que permite
inhibir rapidamente la actividad ARNasa. Las muestras biolégicas se homogeneizaron
o lisaron en TRI reagent solution y el homogeneizado se separ6 en dos fases (acuosa
y orgénica) mediante adicion de cloroformo y su posterior centrifugacion. EI ARN
recuperado de la fase acuosa se precipité con isopropanol, se lavé con etanol y se

recogié en agua con DEPC.

En este trabajo se parti6 de aproximadamente 50 mg de higado que se
homogeneizaron en frio en 1 mL de TRI reagent solution. El homogeneizado se incubé
durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifug6 a 12.000 g durante 10
minutos a 4°C. Este paso permite eliminar la fraccion de grasa. A continuacién se
recogio el sobrenadante con 200 ul de cloroformo (Sigma-Aldrich), se incub6 durante
15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000 g durante 10 minutos a
4°C. Se recogio la fase acuosa con 500 pl de isopropanol (Sigma-Aldrich). En el
siguiente paso se incubd esta fase durante 10 minutos a temperatura ambiente y se

centrifugd a 12.000 g durante 8 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendi6 con 1
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mL de etanol al 75% y se centrifugd a 7.500 g durante 5 minutos a 4°C. En el dltimo

paso se retird el etanol y el ARN se resuspendié en 100 pl de agua con DEPC.

La pureza del ARN se estimé espectrofotométricamente, midiendo la muestra a

260 y 280 nm de longitud de onda, aplicando la siguiente férmula:

Pureza= Azso/Azeo

Siendo Azeo la absorbancia a 260 nm y Az la absorbancia a 280 nm de

longitud de onda.

3.4.4.2 Cuantificacion del ARN

Una vez extraido, el ARN total se cuantificé por medicién de la absorbancia de 1,5 pl
de la muestra a 260 nm en el espectrofotometro Nano Drop (ND 1000). La

concentracién promedio obtenida fue de 6-10 g por mg de tejido.

3.4.4.3 Reaccion de la Transcriptasa Reversa

Para la reaccion de la transcriptasa reversa se utilizé el sistema RETROscript
(First Strand Sintesis Kit), kit de sintesis de primera cadena para RT-PCR (Ambion),
basado en la capacidad de la transcriptasa reversa para sintetizar una cadena
complementaria de ADN (ADNc) a partir de una secuencia molde de ARN. Para ello,
se utilizaron cantidades idénticas de ARN total de cada uno de los grupos

experimentales, realizandose en paralelo un control negativo.

Como paso inicial, y con el fin de desnaturalizar las posibles estructuras
secundarias del ARN vy facilitar el anillamiento de los iniciadores, se incubaron 2 ug de

ARN a 85°C durante 5 minutos, afiadiéndose a continuacién los siguientes reactivos:

. 4 uL de la mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (ANTP) 2,5 mM
. 2 uL de iniciadores de la primera cadena (mezcla de nucle6tidos), 50 mM
. 2 pL de tampon RT-PCR 10x Tris HCI 100 mM; KCI 500 mM; MgCl, 15 mM;

pH 8,3
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. 1 pL de inhibidor placentario de ARNasas (10 U)

. 1 pL de transcriptasa reversa M-MLV 100 U

La mezcla de reaccion se completé con agua tratada con DEPC hasta un volumen
final de 20 pL, manteniéndose a temperatura ambiente durante 15 minutos e
incubandose posteriormente a 42°C durante 90 minutos. Finalmente, y con objeto de

inactivar la enzima, se incub6 a 92°C durante 10 minutos.

Con el ADNc obtenido se procedié al paso de amplificacién, o bien se congelé a -

80°C hasta el momento de su utilizacion.

3.4.4.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La reaccibn en Cadena de la Polimerasa (PCR) se realiz6 mediante el
procedimiento descrito por Mullis y Faloona (1987) y por Saiki y cols. (1988), basado
en el proceso natural de replicacion del ADN con amplificacion ciclica, en el cual
partiendo de una molécula de ADN diana, es posible amplificar una secuencia
especifica contenida en ella mediante la utilizacion de oligonucle6tidos iniciadores

disefiados al efecto.

El método consta de tres etapas: desnaturalizacion, anillamiento y elongacion,
efectuadas de forma sucesiva en unas condiciones controladas de temperatura y

tiempo:

3.4.4.1 Desnaturalizacion

Las cadenas del ADN diana se separan mediante su incubacién a una
temperatura superior a 70°C. Las hebras disociadas permaneceran en esta forma en
la solucién hasta que la temperatura baje lo suficiente para permitir el anillamiento de

los iniciadores.

3.4.4.2 Anillamiento de los iniciadores

Los iniciadores utilizados consisten en un par de oligonucleétidos sintéticos

(sentido y antisentido) capaces de unirse a secuencias especificas del ADN que
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limitan fisicamente con la region que se pretende amplificar. Cada uno de los
iniciadores es una réplica de las cadenas de ADN y su disefio es tal que quedan
enfrentados por sus extremos 3" tras la unién a la molécula de ADN diana. La unién de
los iniciadores a la cadena de ADN diana en el momento de la disminucién de la
temperatura se ve favorecida frente a la renaturalizacion de la doble cadena de ADN,
debido a que la concentracion de los dos oligonucleétidos es mucho mas elevada. La
temperatura O6ptima para el anillamiento debe ser estimada de forma empirica y viene

determinada por la composicion de nucle6tidos de los dos iniciadores.

3.4.4.4.3 Elongacién a partir de los iniciadores

El resultado del proceso es la formacion de cadenas de ADN copiadas de las

moléculas diana.

En el presente estudio, para la estimacién de la concentracion de ARNm, se
utiliz6 como metodologia la PCR cuantitativa a tiempo real. En ella, al contrario de lo
que ocurre en una PCR convencional, se puede cuantificar la cantidad de producto
amplificado en cada ciclo de PCR. Esta basada en la deteccion y cuantificacion de la

fluorescencia emitida durante la fase exponencial.

Una de las técnicas utilizadas para la cuantificacion a tiempo real es el uso de
sondas hidrolizables (sondas Tagman), basada en la capacidad de la ADN polimerasa
para hidrolizar la sonda unida especificamente a una secuencia diana, debido a su
actividad 5" nucleasa. Dicha sonda posee en su extremo 5  un fluor6foro de alta
energia (reporter) y en el extremo 3" un fluoréforo de baja energia (quencher), siendo
la distancia entre ambos fluoréforos baja cuando la sonda esta intacta, de tal forma

que la fluorescencia emitida por el reporter es suprimida por la del quencher.

Brevemente, después de la retrotranscripcion del ARN, se produce la unién de
los tres oligonucleétidos, los dos iniciadores y la sonda, a la secuencia especifica de
ADN. Los dos iniciadores delimitan los extremos de la secuencia a amplificar,
uniéndose la sonda a una secuencia especifica en el interior de la zona delimitada por
ambos iniciadores en la fase de anillamiento/elongacién de la PCR. La sonda
permanece unida a dicha secuencia mientras que la polimerasa va amplificando la

secuencia desde los iniciadores hasta que llega a la sonda y la actividad 5
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exonucleasa de la enzima desplaza e hidroliza a la misma, provocando la liberacién
del reporter. Asi, al aumentar la distancia entre el quencher y el reporter, la
fluorescencia del reporter aumenta, disminuyendo la del quencher. El incremento de

dicha sefial es directamente proporcional a la cantidad de producto de PCR generado.

En el presente trabajo se siguio la metodologia que se enuncia a continuacion:

En una placa de 96 pocillos se prepardé un volumen final de 25 pL de la siguiente

mezcla de reaccion:

1,25 pL de la mezcla de iniciadores/sonda (20x) (Applied Biosystems)

10,25 pL de agua libre de nucleasas (Ambion)

1 pL de ADNc

. 12,5 pyL de Tagman Universal PCR master mix (2x) (Applied Biosystems,

Weiterstadt, Germany)

Las condiciones del termociclador fueron:

1. Etapa inicial de 10 minutos a 95°C
2. Etapa de desnaturalizacion de 15 segundos a 95°C

3. Etapa de anillamiento/elongacién de 1 minuto a 60°C

Las etapas 2 y 3 se repitieron a lo largo de 50 ciclos. Como patrén interno para
normalizar la sefial entre las diferentes muestras se amplificd un fragmento especifico
del gen GAPDH (Applied Biosystems) de cada una de ellas. Ademas, cada
experimento incluyd un control negativo de cada una de las muestras de ARN que no
fueron sometidas a la transcripcion reversa. Dicha muestra no dio lugar a producto de
PCR alguno, confirmandose la ausencia de ADN gendmico extrafio o producto de PCR
gue contaminase previamente la muestra. La amplificacion se llevd a cabo en el
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystem). Los cambios relativos en la

expresion génica se determinaron mediante el calculo del 224,
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3.4.4.5 Western Blot

La cuantificacion de la concentracibn de proteinas especificas mediante

Western blot se realiz6 siguiendo el protocolo de Laemmli (1970).

Las muestras de tejido fueron previamente homogeneizadas con un
homogeneizador manual o potter. Se tomé 1 mg de tejido por mL de tampdn de lisis
(NaCl 140 mM; EDTA 15 mM; glicerol 10%; Tris 20 mM; pH 8,0), suplementado con la
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Mini, EDTA-free; Roche, Penzberg,

Germany), y se determind la concentracidn de proteinas totales presentes en él.

A continuacibn se tomoO una alicuota del sobrenadante obtenido
correspondiente a una determinada concentracion de proteina variable segun la
determinacion a realizar, se le afiadidé solucién de ebullicion (Tris/HCI 2 M; glicerol
60%; SDS 10%; pironina 0,5%), se incubd durante 2 minutos a 100°C y se someti6 a
electroforesis en gel de poliacrilamida (9%) y en tampdn de electroforesis (Tris 25 mM,;
glicina 0,2 M; SDS 3,5 mM; pH 8,8).

Para la realizacion del gel de separacion se preparo la siguiente mezcla:

* 3 mL de mezcla de acrilamida/bisacrilamida (Sigma-Aldrich)

e 4,75 mL de tampdn Tris/HCI 0,75 M; pH 8,8

* 0,5mL de SDS 2%

e 0,43 mL de persulfato amaonico 1%

* 0,3mL de TEMED 1%

* 1 mL de agua milliQ

Las proteinas separadas mediante la electroforesis se transfirieron a una

membrana de nitrocelulosa para permitir su exposicion a los anticuerpos. Para la
realizacion de dicha transferencia, el gel una vez extraido, se equilibré en tampdén de
transferencia (Tris 25 mM; glicina 0,2 M; metanol 20%). La transferencia se realizé a

13 V durante 20 minutos (Trans-blot SD; BioRad, Hércules, CA, USA). Para comprobar
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que la transferencia se hubiera realizado con éxito se sumergiéo la membrana de
nitrocelulosa en una solucion de rojo Ponceau para visualizar las proteinas totales.
Posteriormente, la membrana se lavé en agitacion con PBS (NaCl 0,14 M; KH,PO4 1,4
mM; NaHPO4 8 mM; KCI 2,7 mM) 1x y se sometio a la solucion de bloqueo (5% de

leche en polvo desnatada en PBS-Tween 0,05%) durante 30 minutos a 37°C.

Una vez bloqueada la membrana ésta se incubd toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario especifico para la proteina objeto de estudio. Transcurrido dicho
periodo, se lavl seis veces con PBS-Tween (0,05%), se incubd con el anticuerpo
secundario correspondiente unido a peroxidasa HRP (DakoCytomation, Glostrup,

Denmark) y se lavo cinco veces con PBS-Tween al 0,05% y una vez con PBS 1x.

La deteccion de la proteina (revelado), se realizé6 mediante quimioluminiscencia
utilizando un kit comercial (ECL; Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK).
Para ello la membrana se expuso durante 1 minuto a la mezcla reactiva comercial.
Posteriormente, se introdujo en una cassette junto con una pelicula (Hyperfilm ECL
Amersham) durante aproximadamente 5 minutos. Tras el revelado y secado de la
pelicula se llevo a cabo la cuantificacion de las bandas por densitometria utilizando un

software comercial Zeiss Ks.300 de Imaging System (versién 2.02).

Como paso final, y con el fin de normalizar la concentracion de proteina de las
distintas muestras que fueron sometidas a electroforesis, se procedio a la exposicion
de las membranas de nitrocelulosa a un anticuerpo primario anti-[1 actina (Sigma-
Aldrich) y a su anticuerpo secundario correspondiente, detectdndose dicha proteina a
42 kDa.

3.5 Tratamiento estadistico

El andlisis descriptivo se inicié con la prueba de normalidad, Shapiro-Wilk, para
evaluar la distribucion de cada variable. Las variables que presentaron una distribucién
normal se describen segun su promedio y desviacién estandar y aquellas que no, con

la medianay el rango.

Para los analisis de comparacién de los valores de las pruebas sanguineas, del
peso corporal y relacion hepatosomatica a través de las semanas, primero se
verificaron los requisitos de normalidad (test de Shapiro Wilk) y homogeneidad de las
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varianzas (test de levene); cuando se cumplieron los dos requisitos o el de la
homogeneidad de las varianzas se utiliz6 ANOVA vy, en caso contrario el test de
Kruskall-Wallis.

Los grupos de comparacion utilizados fueron los siguientes:

1. Grupo EHNA: animales alimentados con la dieta MCD vs animales alimentados

con la dieta control.

2. Grupo control + agonista: animales alimentados con la dieta MCD mas la
administracion intragastrica de GW3965 vs animales alimentados con la dieta

control mas el vehiculo

3. Grupo EHNA + agonista: animales alimentados con la dieta MCD mas GW3965

vs animales alimentados con la dieta MCD mas el vehiculo.

Las diferencias de los valores hepéticos con el grupo control, por semana, se
establecieron mediante la prueba de “t-Student” para la distribucién normal o la prueba

de Mann-Whitney para la comparacién de las medianas.

Los promedios de cada marcador por semana se compararon entre si con la

prueba de ANOVA paramétrica ajustada por Bonferroni, para el valor de p.

Para la expresion de los resultados correspondientes a la expresion génica en
tejido hepético se calculo el valor de la media y el error estandar de la media (E.E.M.).
El analisis estadistico de los resultados se realizO mediante el test de analisis de
varianza (ANOVA) y en aquellos grupos donde aparecieron diferencias significativas

se realizd, posteriormente, el test de Newman-Keuls.

El programa estadistico utilizado fue el SPSS versibn 17 y se consideré

significativa una diferencia con un valor p< 0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre | os hallazgos
histopatol6gicos hepaticos

Con el fin de evaluar el comportamiento del modelo nutricional de EHNA, y la
accion del agonista GW3965 sobre el mismo, se realizé el analisis de los hallazgos
histopatologicos caracteristicos de esteatosis y esteatohepatitis en biopsias hepaticas
correspondientes a las segunda y cuarta semanas de tratamiento de los diferentes
grupos de estudio. La eleccién de dichos periodos se baso en los resultados obtenidos
en los parametros bioquimicos cuantificados en sangre e higado y que se indican

posteriormente.

4.1.1 indice de actividad histologica de la EHNA

Una vez examinados los cortes de tejido con hematoxilina/eosina y tricrémico
de Masson, se procedié a calcular el indice de actividad de EHNA para cada grupo, a
partir de los criterios propuestos por Brunt y colaboradores en el afio 1999 (Brunt y
cols., 1999), que incluyen especificamente aquellas caracteristicas de lesién activa
gue son potencialmente reversibles en un futuro proximo. El indice se obtiene a partir
del sumatorio de los scores de esteatosis (0-3), inflamacion lobular (0-3) y balonizacion
(0-2), extendiéndose asi: <2 (no diagnostico de EHNA), 3-4 (diagndstico dudoso de
EHNA) y =2 5 (EHNA probable o definida). La fibrosis es menos reversible, por esta

razén no se incluye dentro del calculo del indice (Brunt, 2007).

El andlisis del indice de actividad revel6 que, como era de esperar, ninguno de
los animales control desarrollé la enfermedad durante la segunda y cuarta semanas de
estudio (0,5 + 0,5 y 1,1 £ 0,6, respectivamente). Sin embargo, el tratamiento de
animales control con el agonista GW3965 caus6 un incremento del indice de
enfermedad de EHNA que se mantuvo en las dos semanas (2% semana: 2,3 + 1,1; 42
semana: 2,2 + 1,0) sin llegar a ser diagnésticos de EHNA. En el grupo que recibio la
dieta MCD (grupo EHNA), los indices de actividad fueron superiores a los mostrados
por aquellos animales que no la recibieron (22 semana: 4,3 + 0,8; 42 semana 4,8 +
0,6).

En los animales de este mismo grupo que recibieron el agonista GW3965

(grupo EHNA + GW3965), los indices demostraron que todos ellos habian

70



Resultados

desarrollado la enfermedad en la segunda semana de tratamiento (5,8 £ 0,43) y que

esta se agudizo en la cuarta semana (6,3 = 0,40).

7 #
# T
6 - T
*
5 - *
3 4 @ Control
E 3 B EHNA
) O Control + GW3965
O EHNA + GW3965
1 -
0 T

1 4
Semanas de tratamiento

Figura 7 . indices de actividad para EHNA. Valores medios + EEM; n=6 por grupo. *p<0,05
EHNA respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW 3965 respecto a EHNA.

4.1.2 Esteatosis

Para la evaluacion de la esteatosis se utilizé el sistema descrito por Brunt y sus
colaboradores en el afio 1999 (Brunt y cols., 1999). Los resultados obtenidos en

nuestro estudio aparecen recogidos en la Tabla 7 y en la Figura 8.
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CONTROL | CONTROL+GW3965 EHNA EHNA+GW3965
n=6/grupo n=6/grupo n=6/grupo n=6/grupo
Semanas 2 4 2 4 2 4 2 4
Grado n (%)
0 5(87) | 5(87) 4(67) 4(67) 2(33)
1 1(13) | 1(13) 2(33) 2(33)
2 2(33)
3 4(67) | 4(67) | 6(100) | 6(100)
Localizacion n (%)
Zona 3 1(17) 1(16,66) | 1(16,6)
Zona 1l 2(33,33) | 1(16,66)
Azonal

Paracinar | 2(33) | 3(50) | 2(33,33) | 3(50) | 4(66,8) | 6(100) | 6(100) | 6(100)

Ausente | 3(50) | 3(50) | 2(33,33) | 1(16,66) | 1(16,6)

Esteatosis microvacuolar n (%)

Ausente 3(50) | 4(67) 1(17) 2(33) 2(33) 1(17) | 4(67)

Presente | 3(50) | 2(33) | 5(83) 467) | 467) | 6(100) | 5(83) | 2(33)

Esteatosis macrovacuolar n (%)

Ausente | 5(83) [ 6(100) | 6(100) 3(50) | 4(67) | 1(17) 1(17)

Presente | 1(17) 3(50) | 2(33) | 5(83) | 6(100) | 5(83)

Tabla 7. Descripcion de los hallazgos histolégicos relacionados con esteatosis en los distintos
grupos considerados en nuestro estudio

En el grupo EHNA, la esteatosis panacinar se present6 desde la segunda
semana de tratamiento (67%) y evolucioné a través del tiempo de estudio afectando al
100% de los animales en la cuarta semana. En este grupo, la esteatosis micro y
macrovacuolar se evidencio en el 67% de biopsias de la segunda semanay el 83% de
la cuarta semana. La administracién del agonista aceler6 el desarrollo de esteatosis en
los animales afectados de EHNA, observandose asi que ya desde la segunda semana
de tratamiento la totalidad de los individuos de este grupo desarrollaron esteatosis
severa grado 3 de distribucién panacinar, con predominio de esteatosis macrovacuolar
(Figura 8).
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Figura 8. Imagenes representativas de cortes histolégicos correspondientes a los distintos
grupos considerados en nuestro estudio. Tincién de hematoxilina/eosina para esteatosis. (A)
Esteatosis microvesicular perteneciente al grupo control. (B) Higado de arquitectura
conservada del grupo control al que se le suministr6 GW3965. (C) Moderada esteatosis
macrovacuolar presente en el Grupo EHNA. (D) Marcada esteatosis macrovacuolar con
disposicion lobulillar observada en el Grupo EHNA tratado con GW3965.

4.1.3 Inflamacién

La esteatosis sin inflamacion o la esteatosis con inflamacién ligera pero sin
balonizacion se consideran formas no progresivas de EHNA. Asi mismo, tanto la
inflamacion lobular como la inflamacién portal se pueden encontrar en la EHNA. En el
presente trabajo se siguieron los criterios de Brunt y sus colaboradores para el andlisis

de la inflamacion (Brunt y cols., 1999).

En el 83% de las biopsias pertenecientes a los grupos control y control +
GW3965 no se observaron focos de inflamacion lobulillar o portal en la segunda
semana de tratamiento. En la cuarta semana estos porcentajes disminuyeron al 67%
en el grupo control y se incrementaron hasta el 100% en el grupo control + GW3965.
En ninguno de los casos se observé la presencia de microgranulomas. Los resultados

se recogen en la Tabla 8.
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CONTROL CONTROL+GW3965 EHNA EHNA+GW3965
n=6/grupo n=6/grupo n=6/grupo n=6/grupo
Semanas 2 4 2 4 2 4 2 4

Grado n (%)
5(83%) 4(67%) 5(83%) 6(100%) 4(67%) 5(83%) 2(33%) 1(17%)
1(17%) 2(33%) 1(17%) 0 2(33%) 1(17%) 3(50%) 2(33%)
1(17%) 3(50%)

w N - O

Microgranulomas n (%)
Ausente  5(83) 4(67) 5(83) 6(100) 4(67) 4(67) 2(33) 1(17)
Presente  1(17) 2(33) 1(17) 2(33) 2(33) 4(67) 5(83)

Lipogranulomas n (%)
Ausente  6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 5(83) 5(83) 5(83) 0
Presente 0 0 0 0 1(17) 1(17) 1(17) 6(100)

Inflamacion portal n (%)
Ninguna 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100)
0 minima
>A la 0 0 0 0 0 0 0 0
anterior

Tabla 8. Descripcion de los hallazgos histolégicos relacionados con inflamacién en los distintos
grupos considerados en el estudio.

Los animales pertenecientes al grupo EHNA presentaron moderada inflamacién
lobulillar en la segunda semana (33%) que se modificé a leve en la cuarta semana
(17%) (Figura 9). En dicho grupo, se observo la presencia de microgranulomas (33%)

y lipogranulomas (16%) en las dos semanas consideradas en nuestro estudio.

El 50% de las biopsias pertenecientes al grupo EHNA + GW3965 presentd
moderada inflamacién lobulillar en la segunda semana de tratamiento, que progreso a
severa en la cuarta semana. Del 50% restante, un 33% presentd moderada
inflamacién lobulillar a lo largo de las cuatro semanas y en el 17% no se apreciaron

focos de inflamacion lobulillar ni portal en ninglin momento del estudio.
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Figura 9. Imagenes representativas de cortes histolégicos correspondientes al grupo EHNA.
Hallazgos relacionados con el proceso inflamatorio. (A) Inflamacion lobulillar focal aguda (B)
Células inflamatorias agudas PMN.

Los microgranulomas y lipogranulomas estuvieron presentes en los dos
periodos considerados en el estudio siendo mas abundantes en la cuarta semana
(83% y 100%, respectivamente) que en la segunda semana (67% y 17%,

respectivamente). En ninguno de los casos se observo inflamacién portal.

4.1.4 Dafio celular hepatico

Como cabia esperar, en nuestro estudio no se observaron lesiones celulares
caracteristicas de EHNA en el higado de ninguno de los animales control. Sin
embargo, la administracion del agonista a este grupo originé balonizacién hepatocitaria
en el 50% de los individuos, que evolucion6 de minima en la segunda semana, a
marcada en la cuarta semana. En ninguno de los casos se observo presencia de

macréfagos pigmentados (Tabla 9).
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CONTROL CONTROL+ EHNA EHNA+GW3965
GW3965
n=6/grupo n=6/grupo n=6/grupo n=6/grupo
Semanas 2 4 2 4 2 4 2 4
Balonizacion n(%)
Ninguna 6(100) 6(100) 2(33) 2(33) 0 0 0 0
Pocas 0 0 3(50) 1(17) 0 0 0 0
Muchas 0 0 1(17) 3(50) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100)
Cuerpos acidéfilos n(%)
Ninguno - 6(100) 6(100) 5(83) 4(67) 1(17) 2(33) 1(17) 4(67)
raros
Varios 0 0 1(17) 2(33) 5(83) 4(67) 5(83)  2(33)
Macréfagos pigmentados n(%)
Ninguno -  6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100) 6(100)
raros
Varios 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 9. Descripcion de los hallazgos histol6gicos relacionados con lesiones celulares en los

distintos grupos considerados en el estudio.

En el grupo EHNA se observd una marcada balonizacion hepatocitaria en la

totalidad de las biopsias, con presencia de cuerpos acidofilos en el 83% de las

muestras de la segunda semanay en el 67% de las de la cuarta semana, y cuerpos de

Mallory en el 33% de animales de la segunda semana. Al administrar el agonista al

grupo EHNA se observo que todos los ratones presentaron marcada balonizacién con

afectacion de numerosas células en la segunda y cuarta semanas de tratamiento. Los

cuerpos aciddfilos estuvieron presentes en el 83% de los casos de la segunda semana

y el 33% de la cuarta semana. En algunas biopsias se encontr6 necrosis focal lobar y

en ningun caso se observaron macréfagos pigmentados (Tabla 8 y Figura 10).
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Figura 10. Imagenes representativas de cortes histologicos. Hallazgos relacionados con
cambios degenerativos hepatocelulares. (A) Higado de arquitectura conservada sin dafio
hepatocelular, perteneciente al grupo control. En las imagenes (B) Grupo control al que se le
suministr6 GW3965, (C) Grupo EHNA y (D) Grupo EHNA tratado con GW3965, se observan
higados de arquitectura conservada con balonizacién marcada de los hepatocitos y presencia
de cuerpos de mallory.

4.1.5 Fibrosis

La coloracién de tricromico de Masson no demostro6 fibrosis en ninguna de las

muestras estudiadas y para ninguno de los grupos considerados en el estudio.

4.2 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre e | peso corporal y la relacion
hepatosomatica

Tal y como queda reflejado en la Figura 11, se observé una disminucién
significativa del peso corporal desde el comienzo del estudio en los ratones del grupo
EHNA, siendo dicha disminucion progresiva a lo largo del tiempo considerado en el
estudio (12 semana: -9,6%; 22 semana: -18,3%; 32 semana: -24,6%; 42 semana:
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--29,1%; 5% semana: -33,1%). El tratamiento con GW3965 no modifico el peso

corporal en los ratones control ni revirtio el efecto de la dieta MCD sobre dicho

parametro.
30
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Figura 11. Evolucion del peso corporal a lo largo del periodo de estudio en los distintos grupos
experimentales. Valores medios = EEM; n=5 por grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control.

Respecto a la relacién hepatosomatica (Figura 12), no se observé modificacion
significativa en dicha relacion en el grupo EHNA respecto al grupo control, si bien el
tratamiento con GW3965 a ratones sometidos a la dieta MCD incrementé de manera
progresiva la relacion hepatosomatica a lo largo del periodo de estudio (EHNA +
GW3965 vs EHNA; 12 semana: +40%; 22 semana: +44,8%; 32 semana: +54%; 42
semana: +99%,; 52 semana: +103%). En los animales sanos a los que se les
administré el agonista, se observé un incremento progresivo y no significativo de la
relacion (control + GW3965 vs control; 12 semana: +0,19%; 22 semana: +15%,; 32

semana: +16%; 42 semana: +18%; 52 semana: +20%)
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Figura 12. Relacién hepatosomatica. Valores medios + EEM; n=5 por grupo. *p<0,05 EHNA
respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW 3965 respecto a EHNA.

4.3 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre m  arcadores plasmaticos de
dafio hepatico

Dentro de los marcadores de enfermedad hepatica o hepatobiliar se
encuentran diferentes enzimas que, a nivel general, pueden clasificarse en dos
grandes grupos: el primero de ellos incluye a las enzimas aminotransferasas,
aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) que son
indicadoras de dafio celular hepatico, y el segundo a las enzimas fosfatasa alcalina
(ALP) y gamma glutamiltranspeptidasa (GGT) que indican obstruccion del sistema
biliar, ya sea intrahepatica o extrahepatica. Debido a ello en el presente trabajo se
estimo la integridad citosolica y la funcion hepatobiliar, a partir de la valoracion de las

concentraciones de AST, ALT y ALP, en los diferentes grupos de estudio.

Los resultados de la presente investigacion demuestran un incremento
significativo de la actividad plasmatica de AST en todas las semanas de estudio, en los
ratones alimentados con la dieta MCD respecto a los ratones control (12 semana:
+135%; 22 semana: +109%; 32 semana:. +110%; 42 semana: +185%; 5% semana:
+334%). El tratamiento con el agonista incremento significativamente la actividad de

AST en los animales control, a partir de la tercera semana de tratamiento
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(control+GW3965 vs control; 3% semana: +65%; 42 semana: +105%; 5% semana:
+166%). En los ratones afectados de EHNA que recibieron el agonista, este
incremento se hizo evidente durante todo el periodo de estudio (EHNA+GW3965 vs
EHNA; 12 semana: +148%; 22 semana: +61%; 32 semana: +53%; 42 semana: +30%; 52

semana: +62%) (Figura 13).
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Figura 13. Actividad aspartato aminotransferasa plasmatica. Valores medios + EEM; n=5 por
grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA. ¢
p<0,005 control+GW3965 respecto a control.

La actividad de la ALT se increment6 de forma significativa en los animales del
grupo EHNA con respecto al grupo control, desde la primera semana de estudio (12
semana: +631%; 22 semana: +259%; 32 semana:. +596%; 42 semana:. +1650%; 52
semana: +1864%). El tratamiento con GW3965 no modifico la actividad ALT en los
ratones control y la increment6 en los ratones del grupo EHNA en todas las semanas
de seguimiento (EHNA + GW3965 vs EHNA; 12 semana: +96%; 22 semana: +93%,; 32
semana: +44%) (Figura 14).
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Figura 14 . Actividad alanina aminotransferasa plasmatica. Valores medios + EEM; n=5 por
grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA.

Nuestros resultados mostraron un incremento no significativo en la actividad de
la ALP en el grupo EHNA a partir de la segunda semana de seguimiento (EHNA vs
control; 22 semana: +35%; 32 semana: +34%; 42 semana: +66%; 52 semana: +51%).
La administracion del agonista no modifico la actividad de la enzima en los ratones
control, si bien la incrementd significativamente en los animales del grupo EHNA
(p=0,009), en todas las semanas de tratamiento (EHNA + GW3965 vs EHNA; 12
semana: +80%; 22 semana: 39%; 32 semana: +45%; 42 semana: +138%; 52 semana
+205%) (Figura 15).
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Figura 15. Actividad fosfatasa alcalina plasmatica. Valores medios + EEM; n=5 por grupo.
#p<0,05 EHNA+GW 3965 respecto a EHNA.

La albumina es una proteina sintetizada de manera exclusiva por el
higado, por lo que es utlizada como indice de funcion hepatica. Debido a su
prolongada vida media (3 semanas), su concentracion puede estar dentro de los
rangos normales en casos de enfermedad hepética aguda y disminuir en enfermedad
hepatica crénica. En nuestro estudio, la concentracion de albdmina plasmética no se
modific6 en ninguno de los grupos experimentales con o sin tratamiento con el
agonista (Figura 16).
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Figura 16 . Concentracion plasmatica de albumina. Valores medios + EEM; n=5 por grupo.
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4.4 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre m arcadores plasmaticos de
la funcién excretora y de destoxificacion hepética

Una de las funciones desempefiadas por el higado es la
destoxificacion y excrecion de productos toxicos enddgenos y exodgenos. La bilirrubina,
producto final del catabolismo de la hemoglobina, es conjugada a nivel hepético y
eliminada a través de los conductos hepatobiliares. Debido a ello se utiliza como

marcador de procesos colestasicos.

Como puede observarse en la Figura 17, en los ratones del grupo
EHNA se incrementd la concentracidon plasmatica de bilirrubina total con respecto a los
ratones control desde la primera semana de estudio (p=0,013). Este incremento fue
mas marcado en la cuarta y quinta semanas de seguimiento (EHNA + GW3965 vs
EHNA; 42 semana: +670%; 5% semana: +316%). La administracion del agonista
GW3965 no modifico significativamente la concentracién de bilirrubina total en el grupo
control. Sin embargo, en los ratones del grupo de EHNA tratado con el agonista los
valores de bilirrubina total se incrementaron significativamente en la Ultima fase del
tratamiento (EHNA + GW3965 vs EHNA; 42 semana: +64%; 5% semana: +33%).
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Figura 17. Concentracién plasmaética de bilirrubina total. Valores medios + EEM; n=5 por grupo.
*p<0,05 EHNA respecto a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA

De forma similar a lo indicado con relacién a la bilirrubina total, los ratones

pertenecientes al grupo EHNA mostraron, a partir de la segunda semana, una
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elevacibn muy marcada y significativa de la concentracion plasmética de bilirrubina
directa respecto a los ratones control (22 semana: +1066%; 32 semana: +4300%; 42
semana: +3380%; 52 semana: + 3400%). El tratamiento con GW3965 no modifico la
concentracion de bilirrubina directa en los animales control. Por el contrario, en los
ratones del grupo de EHNA dicho tratamiento originé un incremento significativo en las
dos ultimas semanas de estudio (EHNA + GW3965 vs EHNA; 42 semana: +125%; 52
semana: +76%) (Figura 18).
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Figura 18. Concentracion plasmatica de bilirrubina directa. Valores medios + EEM; n=5 por
grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA.

4.5 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre | a concentracion de lipidos
sanguineos

Como puede observarse en la Figura 19, en los ratones del grupo de EHNA se
constaté una disminucion significativa de la concentracién plasmatica de colesterol,
que se mantuvo a lo largo del estudio (EHNA vs Control; 12 semana: -49,2%; 22
semana:-55%; 3% semana: -63%; 4% semana: -72%; 5% semana: -78%). La
administracion del agonista increment6é significativamente los niveles plasmaticos de
colesterol total, en todas las semanas de estudio en los ratones control (control +
GW3965 vs control: 12 semana: +36%; 22 semana: +22%; 3% semana: +4,9%; 42
semana: +47,9%, 5% semana: +23%) y en los del grupo de EHNA (EHNA + GW3965 vs
EHNA; 12 semana: +26%; 22 semana: +94%; 32 semana: + 64%; 42 semana: +58%; 52

semana: +62%).
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Figura 19. Concentracion plasmatica de colesterol total. Valores medios + EEM; n=5 por
grupo.*p<0,05 EHNA respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA; ¢
p<0,005 control+GW3965 respecto a control.

Nuestros resultados muestran que en los ratones del grupo EHNA se inhibid
significativamente la concentracion de colesterol LDL (c-LDL) con respecto al grupo
control, durante todas las semanas de estudio (12 semana: -52%; 22 semana: -56%; 32
semana: -68%; 42 semana: -81%; 52 semana: -78%). La administracion del agonista
produjo un incremento significativo en las concentraciones plasmaticas de c-LDL en
los ratones control y en los ratones del grupo de EHNA, que se manifestd en todas las
semanas de tratamiento (control + GW3965 vs control; 12 semana: +79%; 22 semana:
+68%; 3% semana: +24%; 4 semana: +34%; 5% semana: +41%), (EHNA + GW3965 vs
EHNA; 22 semana: +110%; 32 semana: +106%; 4% semana: +122%) (Figura 20).

0,6 .
0,5 LJ T .
0.4 4 E Control
) ¢+
=l BEHNA
5 03 ,
£ OControl + GW3965
£ 0.2 # # OEHNA + GW3965
* #
0’1 ] * * : i| * j|
0
1 2 3 4 5

Semanas de tratamiento

Figura 20 . Concentracién plasmatica de colesterol LDL. Valores medios + EEM; n=5 por grupo.
*p<0,05 EHNA respecto a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA; 4p<0,005
control+GW 3965 respecto a control.
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A través de todo el estudio, los ratones del grupo EHNA mostraron una
disminucion significativa y progresiva en la concentracion de c-HDL con respecto al
grupo control (12 semana: -52%; 22 semana: -57%; 32 semana: -66%; 4% semana: -
75%; 5% semana: -81%). El tratamiento con el agonista incrementé significativamente,
desde la primera semana de estudio, los niveles de c-HDL en el grupo control (control
+ GW3965 vs control; 12 semana: +35%; 22 semana: +24%; 32 semana: +18%; 42
semana: +22%; 52 semana: +21%), y en los animales del grupo EHNA a los que se les
administré el agonista (EHNA + GW3965 vs EHNA; 12 semana: +34%; 22 semana:

+72%; 32 semana: +56%; 42 semana: +46%; 52 semana: +46% ) (Figura 21).
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Figura 21 . Concentracion plasmatica de colesterol HDL. Valores medios + EEM; n=5 por grupo.
*p<0,05 EHNA respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA; 4p<0,005
control+GW 3965 respecto a control

Los ratones pertenecientes al grupo de EHNA disminuyeron de forma
significativa la concentracion de c-VLDL con respecto a los ratones control, a partir de
la segunda semana de estudio (22 semana: -42%; 32 semana: -39%; 4% semana: -33%;
52 semana: -49%). El tratamiento con el agonista incrementd significativamente la
concentracion del c-VLDL en los ratones del grupo de EHNA en las semanas 2, 4y 5
(EHNA + GW3965 vs EHNA; 22 semana: +48%:; 42 semana: + 29%; 5% semana: +32%)
y la disminuy6 en los animales del grupo control en la segunda semana de

seguimiento (control + GW3965 vs control; 22 semana: -33,3%) (Figura 22).
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Figura 22. Concentracion plasmatica de colesterol VLDL. Valores medios + EEM n=5 por grupo.
*p<0,05 EHNA respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA; #p<0,005
control+GW 3965 respecto a control.

Siguiendo el comportamiento observado para el c-VLDL, nuestros resultados
demuestran una disminucion significativa de la concentracion de triglicéridos en los
ratones del grupo EHNA con respecto al grupo control, a partir de la segunda semana
de estudio (22 semana: -42,6%; 32 semana: -39,8%, 4% semana: -42,8%; 5% semana: -
49,5%). Asi mismo, el tratamiento con el agonista incrementd significativamente la
concentracion de triglicéridos en el grupo EHNA en las semanas 2, 4 y 5 de
experimentacion (EHNA + GW3965; 12 semana: +197%, 22 semana: +48%, 32
semana: +22%, 42 semana: +28%; 52 semana +32%) y la disminuy6 en el grupo

control en la segunda semana del estudio (22 semana: -33%) (Figura 23).
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Figura 23. Concentracion plasmatica de triglicéridos. Valores medios + EEM; n=5 por grupo.
*p<0,05 EHNA respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA; ¢ p<0,005
control+GW 3965 respecto a control.

4.6 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre | a concentracion de glucosa
sanguinea

Con respecto al comportamiento de la glucosa, se observé una disminucion de
sus niveles, en los ratones del grupo de EHNA con respecto al grupo control (12
semana: -22,2%; 22 semana: -27%,; 32 semana: -40%; 42 semana: -63%; 52 semana: -
64%). La administracion del agonista no modifico la concentracion de glucosa en
ninguno de los grupos de estudio (Figura 24).
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Figura 24. Concentracion plasmatica de glucosa. Valores medios + EEM; n=5 por grupo. *p<0,05
EHNA respecto a control
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4.7 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre d iversos parametros
bioquimicos hepaticos

Las determinaciones de parametros bioquimicos en tejido hepético se
realizaron en muestras correspondientes a la segunda, tercera y cuarta semanas de
tratamiento de los diferentes grupos de estudio. La eleccion de dichos periodos se

baso en los resultados obtenidos en los parametros bioquimicos sanguineos.

Nuestros resultados mostraron disminucion significativa en la concentracion de
colesterol total en los animales del grupo EHNA con respecto a los del grupo control
(22 semana: -55%; 42 semana: -28%). La administracion del agonista GW3865
incrementd la concentracion de colesterol hepatico en los ratones del grupo control
(control + GW3965 vs control; 22 semana: + 22%; 32 semana: +20%; 42 semana:
+16%) y la disminuyd en los del grupo EHNA a partir de la tercera semana de
tratamiento (EHNA + GW3965 vs EHNA; 32 semana: -19%; 42 semana: -37%) (Figura
25).
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Figura 25. Concentracion hepatica de colesterol total. Valores medios + EEM; n=6 por grupo.
*p<0,05 respecto a Control; #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA; 4p<0,05
Control+GW3965 respecto a Control.
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Respecto a la concentracion hepatica de triglicéridos, se observd una
induccion significativa en los ratones del grupo EHNA respecto a los controles, a partir
de la tercera semana de seguimiento (3% semana: +134%; 42 semana: +79%). El
tratamiento con el agonista aumentd de manera significativa la concentracion de
triglicéridos en los animales control (control + GW3965 vs control; 32 semana: +77%) y
en los EHNA (EHNA + GW3965 vs EHNA: 22 semana: +80%; 32 semana: +57%; 42
semana:+43%) (Figura 26).
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Figura 26. Concentracion hepética de triglicéridos. Valores medios + EEM; n=6 por grupo.
*p<0,05 EHNA respecto a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA; #p<0,05
Control+GW3965 respecto a Control.

Como se observa en la Figura 27, en los ratones que recibieron la dieta MCD, y
en los sanos tratados con el agonista, se observo un descenso en los depdsitos de
glucogeno hepdético en la cuarta semana de estudio (EHNA vs control; 42 semana: -
42%), (control + GW3965 vs control; 42 semana: -16%). En los ratones con EHNA
establecida a los que se les administr6 el agonista, se observo un descenso
significativo de estos depdsitos a partir de la tercera semana de estudio (EHNA +
GW3965 vs EHNA; 32 semana: -52%; 42 semana: -17,39%).
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Figura 27. Concentracion hepatica de glucégeno. Valores medios +tEEM; n=6 por grupo. *p<0,05
EHNA respecto a Control. #p<0,05 EHNA+GW 3965 respecto a EHNA; #p<0,05 Control+GW3965
respecto a Control.

Al analizar el comportamiento de la glucosa hepatica, y como se observa en la
Figura 28, en los grupos EHNA con y sin tratamiento con el agonista se observé una
disminucién no significativa en los niveles de glucosa durante todo el periodo de
estudio (EHNA vs control; 22 semana: -0,3%; 32 semana: -15,6%; 4% semana: -27%),
(EHNA + GW3965 vs EHNA; 22 semana: -5,8%; 3% semana: -3,6%; 4% semana: -
10,6%). En los ratones sanos la administraciéon del agonista incremento de forma no
significativa las concentraciones de glucosa a nivel hepético (control + GW3965 vs

control; 22 semana: +8,5%; 32 semana: +7,1%; 42 semana: +9,4%).
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Figura 28 . Concentracion hepatica de glucosa. Valores medios + EEM; n=6 por grupo.
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4.8 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre | a expresion de genes
lipogénicos y de respuesta inflamatoria

Las evidencias existentes en base a estudios in vivo e in vitro demuestran que
la EHNA es un desorden inflamatorio en el que se activan vias de sefalizacién que
conducen a la liberaciébn de moléculas pro-inflamatorias que median la inmunidad
innata, y que cursa con alteraciones metabdlicas que incrementan la expresion de
genes lipogénicos. De igual manera, en los ultimos afios se ha comprobado que los
agonistas sintéticos de los LXRs reducen los niveles de mediadores inflamatorios y
regulan la respuesta inmune especifica e inespecifica. Sin embargo, existe
controversia sobre su capacidad para modular la lipogénesis hepatica. Debido a ello,
en el presente trabajo se considerd valorar el efecto de la EHNA y del agonista
GW3965 sobre la expresién de los genes de respuesta inflamatoria CYP2E1, TNF-q,
OPN, iNOS y COX-2 y de los genes lipogénicos LXRay SREBP-1c.

El estudio de los principales genes de respuesta inflamatoria se realizé6 en
muestras de tejido hepético correspondientes a la segunda semana de tratamiento de
los diferentes grupos de estudio. La eleccion de dicho periodo se basé en
investigaciones previas realizadas in vivo, que demuestran que la mayor expresion de
dichos genes en la EHNA se presenta entre los dias 3 y 12 de la enfermedad (Ogawa
y cols., 2005; Quinet y cols., 2006; Yu y cols., 2006). Adicionalmente, en el caso de los
genes lipogénicos se incluyd la cuarta semana de estudio, tomando como base
estudios previos que indican que su expresion en diferentes modelos animales de
EHNA es dependiente del tiempo de evolucion de la enfermedad, siendo més
relevante en los estadios tempranos de la patologia que en los crénicos (Joseph y
cols., 2002b; Ai y cols., 2011; Park y cols., 2011).

4.8.1 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre la expresidn de genes de
respuesta inflamatoria

Uno de los mecanismos reconocidos en la patogenia de la EHNA es la
sobreexpresion de los citocromos P450 (CYPs por sus siglas en inglés), y en particular
de las subfamilias CYP2E1 y CYP4A. Nuestro modelo se comporté de acuerdo con
este hallazgo, ya que se observd una mayor expresion del gen CYP2EL1 en los

animales que recibieron la dieta MCD, con respecto al grupo control (+80%). Ademas,
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la administracién del agonista GW3965 incrementd la expresion de CYP2E1l en

aquellos animales que estaban afectados de EHNA (+23%) (Figura 29).
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Figura 29 . Expresion génica (ARNm) de CYP2EL en la segunda semana de tratamiento en los
diferentes grupos de estudio. Valores medios + E.E.M; n=6 por grupo. *p<0,05 EHNA respecto
a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA.

Dentro de las caracteristicas reconocidas de la etiopatogenia de la EHNA
se encuentra el incremento de la expresion y de las concentraciones plasmaticas y
hepéticas de las citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral TNF-a
y la osteopontina (OPN). Esta ultima se ha relacionado con la progresion hacia la
fibrosis del HGNA (Syn y cols., 2012). En este estudio se constatd el incremento
significativo de la expresion génica (ARNm) de la citoquina TNF-a en el modelo MCD
(+150%, respecto a animales control) (Figura 30). Asi mismo, se demostré0 un
incremento de la concentracion hepética de proteina TNF-a en los animales afectados
de EHNA (+22%, respecto a animales control) (Figura 31). El tratamiento con GW3965
redujo la expresion de TNF-a en el grupo control respecto al no tratado, si bien dicha
reduccion solo se observo a nivel de proteina (-50%). En el caso del grupo EHNA
tratado con el agonista se observé una ligera induccion de dicha proteina hepética el
grupo EHNA, si bien no fue significativa (+11%) (Figura 31).
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Figura 30 . Expresion génica (ARNm) de TNF-a en la segunda semana de tratamiento y en los
diferentes grupos de estudio. Valores medios + E.E.M; n=6 por grupo. *p<0,05 EHNA respecto
a Control.

Control EHMNA Control + GW EHMNA + GW
| | ] | [ ] | |

B-actina B’ | o2 o0s
160
140 % =
120
100
20
[=1a] &
40
20
5 _ I

Control EHMNA, Control+GW3965 EHMNA+GW3965

Figura 31. Concentracion hepéatica de la proteina TNF-a. El panel superior muestra Western Blots
representativos de los diferentes grupos de estudio. Los niveles de proteina fueron normalizados
respecto a la expresion de B-actina. El panel inferior muestra el andlisis densitométrico expresado
como % respecto al grupo Control (100%). Valores medios + E.E.M; n=6 por grupo.*p<0,05 EHNA
respecto a Control. $p<0,05 Control+GW3965 respecto a Control.
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De manera similar a lo descrito para la citoquina TNF-a, el desarrollo de EHNA
en los ratones tratados con la dieta MCD se acompafié de una induccién de la
expresion génica (ARNm) de OPN respecto a los ratones control (+25%). El
tratamiento de los animales con el agonista GW3965 disminuyd de forma significativa
la expresion de OPN en los animales que recibieron la dieta deficiente en metionina y
colina (-34%) (Figura 32).
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Figura 32 . Expresion génica (ARNm) de OPN en la segunda semana de tratamiento y en los
diferentes grupos de estudio. Valores medios + E.E.M; n=6 por grupo. *p<0,05 EHNA respecto
a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA.

La ciclooxigenasa 2 (COX-2) es una enzima que cataliza la conversion del
acido araquidonico a prostanoides y tromboxanos; algunos de estos productos tienen
actividad pro-inflamatoria. En hepatocitos la COX-2 es rapidamente inducida por
mediadores como TNF-a e IL-6, que se encuentran incrementados en el suero e
higado de pacientes con EHNA. De forma similar a lo observado para TNF-a, la
expresion génica de COX-2 tanto a nivel de ARNm como de proteina se incremento
significativamente en los animales tratados con la dieta MCD (EHNA vs control;
ARNm: +40%; Proteina: +109%) (Figuras 33 Y 34). El tratamiento de los ratones
EHNA con el agonista incrementé la expresion de COX-2, de forma significativa en el
caso de la concentracion de ARNm (+14%). Sin embargo, la administracion de
GW3965 a ratones sanos disminuyo la concentracion hepatica de COX-2, si bien no

fue una inhibicién significativa (-32%) (Figura 34).
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Figura 33. Expresion génica (ARNm) de COX-2 en la segunda semana de tratamiento y en
los diferentes grupos de estudio. Valores medios + E.E.M; n=6 por grupo. *p<0,05 EHNA
respecto a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA.
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Figura 34. Concentracion hepatica de COX-2. El panel superior muestra Western Blots
representativos de los diferentes grupos de estudio. Los niveles de proteina fueron
normalizados respecto a la expresion de B-actina. El panel inferior muestra el andlisis
densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios + E.E.M; n=6
por grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control.

La enzima oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) es una éxidorreductasa
responsable de la sintesis del 6xido nitrico (ON); su incremento se ha asociado con la

patogenia del modelo MCD. En nuestro estudio, la expresion génica de iNOS aumento
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en los ratones del grupo EHNA (+20%), mientras que el tratamiento con el agonista
GW3965 no modifico la expresion de dicha enzima ni en animales control ni tratados
con la dieta MCD (Figura 35).
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Figura 35. Expresion génica (ARNm) de INOS en la segunda semana de tratamiento y en los
diferentes grupos de estudio. Valores medios + E.E.M; n=6 por grupo. *p<0,05 EHNA respecto
a Control.

4.8.2 Efecto de la EHNA y del agonista GW3965 sobre la expresion de genes
lipogénicos

La proteina de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP), esta
conformada por una familia de factores de transcripcion que regulan la homeostasis de
los lipidos en las células animales. El incremento dependiente del tiempo en su
isoforma SREBP-1c, que activa genes necesarios para la lipogénesis de novo y en
especial para la sintesis de acidos grasos libres, ha sido asociada con la esteatosis
gue se observa en diferentes modelos animales de EHNA. A su vez, los estudios
sobre la regulacion de SREBP-1c han demostrado que el receptor hepético LXRa es
un fuerte activador del gen promotor SREBP-1c y que su concentracion y expresion en
la EHNA se incrementa de forma paralela con la de SREBP-1c (Aiy cols., 2011; Park y
cols., 2011). Debido a ello, en el presente estudio se estudié la expresién génica de los

genes SREBP-1c y LXR-a en los diferentes grupos experimentales.

Como se observa en las Figuras 36 y 37, el tratamiento de los ratones con la
dieta MCD indujo a las dos semanas un incremento tanto de la concentracién de

ARNmM como de proteina SREBP-1c (+25% para ambos pardmetros) respecto a
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ratones control, manteniéndose dicha induccién de la concentracion de proteina a la

cuarta semana del estudio (+23%, respecto a controles). Respecto al efecto del

tratamiento sobre la sobreexpresion de SREBP-1c observada en ratones MCD, dicho

tratamiento redujo dicha induccién hasta valores control, tanto en el caso del ARNm

como de la proteina en la segunda semana de tratamiento (ARNm: -10%; proteina:-

20%, respecto a EHNA), y en el caso de la proteina en la cuarta semana de

tratamiento (-21%, respecto a EHNA) (Figura 36).
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Figura 36. Concentracion hepatica de SREBP-1c. El panel superior muestra Western Blots
representativos de los diferentes grupos de estudio. Los niveles de proteina fueron
normalizados respecto a la expresion de B-actina. El panel inferior muestra el andlisis
densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios + E.E.M; n=6
por grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965 respecto a EHNA.
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Figura 37. Expresién génica (ARNm) de SREBP-1c en los diferentes grupos de estudio.
Valores medios + E.E.M; n=6 por grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control. #p<0,05
EHNA+GW3965 respecto a EHNA.

El andlisis de los resultados obtenidos para el gen LXRa mostré que la
expresion génica resultod significamente inhibida en los ratones del grupo EHNA, con
respecto a los del grupo control, durante las dos semanas de seguimiento, tanto a
nivel de ARNm (22 semana: -30%; 42 semana: -16%) como de proteina (22 semana: -
22%; 42 semana: -16%) (Figuras 38 y 39). Como cabia esperar, el tratamiento con
GW3965 incrementd significativamente la expresion de LXRa en los animales del
grupo control tanto a nivel de ARNm como de proteina, respecto a los animales no
tratados (ARNm; 22 semana: -30%; 42 semana: -16 %; Proteina; 22 semana: -22%,; 42
semana: -16% %). Sin embargo, en aquellos animales que presentaban EHNA
establecida, el tratamiento con el agonista redujo la expresion de LXRa en ambas
semanas consideradas en el estudio (ARNm; 22 semana: -10%; 42 semana: -34%;

Proteina; 22 semana: -14%; 4% semana: -14%) (Figuras 38 y 39).
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Figura 38. Concentracion hepética de LXRa. El panel superior muestra Western Blots
representativos de los diferentes grupos de estudio. Los niveles de proteina fueron
normalizados respecto a la expresion de B-actina. El panel inferior muestra el andlisis
densitométrico expresado como % respecto al grupo Control. Valores medios + E.E.M; n=6
por grupo. *p<0,05 EHNA respecto a Control. 4p<0,05 Control+GW3965 respecto a Control.

16
14 4

12 4

08 -

06 |

04 4

0,2 4

Expresién génica (ARNm) LXRa

Control

EHNA Control+GW3965  EHNA+GW3965

22semana

Expresién génica (ARNm) LXRa

1.2

08 4

06

04 4

02

Control

EHNA Control+GW3965  EHNA+GW3965

42 semana

Figura 39. Expresion génica (ARNm) de LXRa en los diferentes grupos de estudio. Valores
medios + E.E.M; n=6 por grupo.*p<0,05 EHNA respecto a Control. #p<0,05 EHNA+GW3965
respecto a EHNA. #p<0,05 Control+GW3965 respecto a Control.
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5. DISCUSION
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5.1 Comprobacion de la idoneidad del modelo de EHNA

Debido a que el presente estudio estd orientado al esclarecimiento de los
mecanismos moleculares y celulares implicados en la EHNA mediante la utilizacién de
un modelo animal de dicha patologia, se consider6 como un objetivo inicial la
comprobacion de que el modelo nutricional de EHNA elegido, la MCD, cumple las
condiciones adecuadas que garanticen el desarrollo de una enfermedad hepatica
similar a la esteatohepatitis humana, descritas en el apartado correspondiente de

antecedentes.

La deficiencia en metionina y colina ha sido bien documentada como modelo
de EHNA. Diversos estudios demuestran que ratones C57BL/6 alimentados con la
dieta MCD disminuyen significativamente su peso (hasta un 40% en 10 semanas),
debido probablemente a un incremento en la tasa metabdlica. Asi mismo, el tamafio
del higado disminuye proporcionalmente con la pérdida del tejido adiposo blanco sin
alterar la relacion hepatosomatica (Kirsch y cols., 2006; Leclercq y cols., 2007b;
Yamazaki y cols., 2008; Hebbard y George, 2011). De manera similar, en nuestro
estudio los ratones alimentados con la dieta MCD disminuyeron progresivamente de

peso sin modificar la relacién hepatosomética.

De igual manera, se reconoce que la dieta MCD induce rapidamente
esteatohepatitis en roedores. En estudios previos llevados a cabo por distintos
autores, los analisis histologicos muestran que estos animales desarrollan inflamacién
hepética (después de 3 dias), esteatosis macrovesicular severa en la zona pericentral
en 1-2 semanas, necroinflamacion (después de 2 semanas) y balonizacién (después
de 3 semanas), seguida por fibrosis pericelular y pericentral. El infiltrado hepatico
inflamatorio incluye linfocitos y polimorfonucleares neutrdéfilos (Rizki y cols., 2006; Yu y
cols., 2007; Larter y cols., 2008b; Hebbard y George, 2011). De forma similar, en
nuestro estudio los ratones alimentados con la dieta MCD desarrollaron esteatosis y
moderada inflamacién desde la segunda semana, con presencia de marcada
balonizacion (desde la tercera semana), cuerpos acidofilos y cuerpos de Mallory. La
ausencia de fibrosis en nuestro modelo, se debe muy probablemente, a que el tiempo
transcurrido entre el inicio del estudio y el sacrificio de los animales no fue el suficiente
para el desarrollo de la fibrogénesis (Nan y cols., 2009; 2010; Starkel y cols., 2011; Mu

y cols., 2012; Min y cols., 2012).
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Con respecto a los marcadores plasméaticos de dafio hepatico, el modelo MCD
se caracteriza por el incremento de la actividad enzimética de las transaminasas y la
ALP, sin alteracibn en los pardmetros bioquimicos de cronicidad como la
concentracion plasmatica de albumina (Assy y cols., 2006; Kirsch y cols., 2006; Oz y
cols., 2006; Giamfy y cols., 2008; Fisher y cols., 2010). De igual forma, en nuestro
estudio el desarrollo de EHNA en los animales alimentados con la dieta MCD se
acompafd por un incremento en las actividades de AST, ALT y ALP, sin modificacién

de las concentraciones plasméticas de albumina.

Los resultados de las pruebas bioquimicas relacionadas con destoxificacién
hepatica en el grupo de EHNA mostraron un incremento de las concentraciones
plasméticas de bilirrubina total y directa, mads marcado en la Ultima fase del
tratamiento. Este hallazgo coincide con lo indicado en ratones C57BL/6J alimentados
con la dieta MCD por un periodo de dos semanas en los que aumentaron las
concentraciones plasmaticas de bilirrubina total (Macfarlene y cols., 2011). Aunque no
existe ningun estudio que indique que la dieta MCD por si misma puede inducir
colestasis, el incremento de ALP y bilirrubina observado en nuestra investigacion
corrobora la hipétesis planteada en estudios anteriores, en los que se indica que el
incremento observado en los niveles plasmaticos de ALP y &cidos biliares en este
modelo nutricional, puede ser consecuencia de la colestasis inducida por la
compresion y obstruccion de los conductos biliares producida por la grasa acumulada
en los hepatocitos a consecuencia de la deficiencia en metionina y colina (Giamfy y
cols., 2008; 2009).

Desde hace algunos afios se conocen los efectos que la privacion de metionina
y colina tiene sobre el metabolismo de los lipidos (Leclercq y cols., 2000; Ip y cols.,
2003; Rizki y cols., 2006; Yu y cols., 2007; Larter y cols., 2008b; Rinella y cols., 2008).
Estudios llevados a cabo en pacientes con EHNA y en modelos animales han
evidenciado bajos niveles de apolipoproteina B100 (componente integral de las VLDL),
de fosfatidil colina (precursor de las VLDL), y de la proteina transportadora de
triglicéridos (MTP), en pacientes con EHNA. Esta deficiencia compromete la sintesis y
secrecion de las VLDL y conlleva a la disminucion del aclaramiento de los triglicéridos
con la concomitante reduccion en los niveles circulantes y posterior acumulacion en el
higado (Gambino y cols., 2007; Giamfy y cols., 2008; Fujita y cols., 2009; Fon Tacer y

Rozman, 2011). La disminucion en la concentracion de las VLDL conlleva, asi mismo,
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la disminucioén en las concentraciones plasmaticas de c-HDL y c-LDL. Este hallazgo se
corrobora con estudios in vitro e in vivo que demuestran que la lipdlisis de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos aporta las proteinas, fosfolipidos y colesterol
necesarios para la formacion de las HDL originando cambios en la composicion de las
HDL3, y que las lipoproteinas de baja densidad se originan a partir del catabolismo de
las VLDL en circulacion (Patsch y cols. 1978; Taskinen y cols. 1981; Fujita y cols.,
2009; Fon Tacer y Rozman, 2011; Nakajima y cols., 2011). De acuerdo con lo descrito
anteriormente, en los ratones alimentados con la dieta MCD las concentraciones
plasmaticas de c-total, c-HDL, c¢-VLDL, c-LDL vy triglicéridos disminuyeron
significativamente y se incrementaron las de triglicéridos hepaticos respecto a los

controles.

En nuestro estudio, el grupo EHNA mostr6 una disminucion de las
concentraciones de glucosa sérica y hepatica, y en las de glucégeno hepatico,
respecto al grupo control. Estos datos son coincidentes con estudios previos (Leclercq
y cols., 2007b; Rinella y cols., 2008; Marcolini y cols., 2011), que indican una relativa
hipoglucemia con un incremento de la sensibilidad a la insulina en ratones alimentados
con una dieta MCD. Alternativamente, la produccion hepatica de glucosa en estos
animales se limita como consecuencia de la caquexia y la disminucién en los
depdsitos de glucdégeno en el higado producida por la inhibicion de la glucogénesis

propia de este modelo (Leclerqg y cols., 2007).

Una vez establecido que el modelo utilizado desarrollé esteatosis e inflamacién
hepaticas, y con el fin de contribuir al esclarecimiento de los potenciales mecanismos
por los cuales la dieta MCD las induce, examinamos los efectos que la deficiencia en
metionina y colina tiene sobre la expresion de los genes lipogénicos SREBP-1c y
LXRa y sobre genes involucrados en el proceso inflamatorio asociado al desarrollo de
EHNA (CYP2EL, TNF-a, OPN, iNOS y COX-2).

En la actualidad se reconoce que la lipogénesis de novo (LDN) desempefia un
papel importante en la acumulacién de triglicéridos hepaticos observada en la EHNA.
En el higado, la LDN requiere la transcripcion de genes lipogénicos que son
estimulados por la insulina a través de la proteina 1c de uniéon a los elementos

reguladores de esteroles (SREBP-1c), que a su vez es activada por el receptor
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hepatico LXRa (Marra y cols., 2008; Fon Tacer y Rozman, 2011; Korach-André y cols.,
2011). Aunque esta comprobado que en humanos la EHNA estimula la expresion de
dichos genes (Tsukamoto y cols., 2008; Fon Tacer y cols., 2011), existe controversia
con respecto al comportamiento de SREBP-1c y no se tienen datos sobre el perfil de
expresion de LXRa en el modelo MCD. Estudios previos muestran que la deprivacion
de metionina y colina no estimula la expresion de genes lipogénicos en el higado y que
en algunos casos puede reprimir a SREBP-1c (Rinella y cols., 2008; Pickens y cols,
2009; Macfarlane y cols., 2011). Por el contrario, otras investigaciones indican la
existencia de una induccién de SREBP-1c en ratones H-RXRa™ alimentados con la
dieta MCD (Gyamfi y cols., 2009) y en ratas suplementadas con una combinacion de la
dietas MCD vy alta en grasa (Ota y cols., 2007). Dichos ensayos tienen en comun que
valoran la expresion del gen en una Unica semana de tratamiento (2, 4 u 8 semanas).
Hasta la fecha, el primer trabajo que realiza un seguimiento en el tiempo de los
cambios en la expresion génica de SREBP-1c en el modelo MCD es el realizado por
Park y colaboradores, quienes observaron un considerable incremento en la expresion
de SREBP-1c y de otros genes lipogénicos en la primera semana de tratamiento, y
una disminucién posterior, en la sexta semana de seguimiento. Dichos hallazgos les
llevé a sugerir que el incremento en la lipogénesis de novo es un determinante
importante en los estadios tempranos de la enfermedad, pero no en los crénicos (Park
y cols., 2011). De manera similar, en nuestro estudio se observd un incremento tanto
de la concentracibn de ARNm como de proteina de SREBP-1c en la segunda semana
de tratamiento, con una posterior reduccion del ARNm en la cuarta semana. Estos
resultados sugieren que la expresion de este gen en ratones alimentados con la dieta
MCD depende del periodo considerado en el establecimiento y evolucién de dicha
EHNA. De manera opuesta a lo indicado con SREBP-1c, en los ratones del grupo
EHNA se observd una inhibicion de la expresion génica de LXRa tanto a nivel de
ARNmM como de proteina. Este comportamiento podria sugerir que la represion del gen
LXRa en este modelo actia como un mecanismo compensatorio que busca frenar el
incremento en la lipogénesis de novo inducida por SREBP1-c, atenuando asi la

esteatosis hepatica originada por la deficiencia en metionina y colina.

En los dltimos afios, los investigadores han demostrado que la presencia de
inflamacién es uno de los principales hallazgos de la EHNA. Dentro de las sefales
inflamatorias hepéticas relacionadas con la EHNA en el hombre se encuentran el

incremento en las citoquinas TNF-a y OPN, la sobreexpresion del citocromo CYP2E1 y
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la induccion de las enzimas COX-2 e iINOS (Marra y cols., 2008; Syn y cols., 2009;
Farrel y cols.,2012), caracteristicas todas ellas que se encuentran presentes en la
deficiencia en metionina y colina, como modelo nutricional de EHNA (Oz y cols., 2007,
Jia y cols., 2012; Almonacid y cols., 2012). De manera similar, en nuestro estudio los
ratones alimentados con la dieta MCD presentaron una expresion incrementada de los

genes CYP2EL, TNF-a, OPN, COX-2 e iINOS en la segunda semana de seguimiento.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que el modelo
nutricional de EHNA, utilizado en el presente estudio, cursa con una alteracion
hepatica progresiva en el tiempo y compatible con el desarrollo de esteatohepatitis, tal

y como se deriva de los resultados bioquimicos, histolégicos y moleculares obtenidos.

5.2 Efecto del agonista GW3965 sobre ratones C57BL/  6J sanos

Una vez comprobada la idoneidad del modelo de EHNA, y antes de administrar
el agonista a ratones afectados de EHNA, se consideré necesario comprobar la accién
del agonista GW3965 en ratones C57BL/6J sanos, con el fin de verificar si su

administracion origina alteraciones compatibles con EHNA.

Aunqgue no existen estudios sobre el efecto que la dosificacion por un tiempo
superior a dos semanas con GW3965 tiene sobre el peso y la relacién hepatosomatica
de ratones C57BL/6J, nuestra poblacion se comporté de manera similar a lo
observado por Grefhorst y colaboradores, quienes demostraron que la administracién
por un periodo de 10 dias de 0,03% (p/p) de este agonista a ratones C57BL/6J,
aunque no afecta al peso de los animales, incrementa la relacion hepatosomatica de

los mismos (Grefhorst y cols., 2005).

Los andlisis histolégicos no demostraron esteatosis, esteatohepatitis,
inflamacién, ni fibrosis en ninguno de los animales. Asi mismo, se observé un
incremento no significativo en las concentraciones hepéticas de colesterol y
triglicéridos en los ratones C57BL/6J tratados con el agonista GW3965. Aungue varios
estudios indican que la activacion farmacologica de los receptores hepaticos LXR
conduce a esteatosis hepatica severa (Zhu y cols., 2009; Oosterveer y cols., 2010;

Viennois y cols., 2012), existen evidencias contradictorias sobre la capacidad del
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agonista GW3965 para inducir esteatosis y esteatohepatitis. Es asi como ratones
C57BL/6J tratados durante 3 dias con este agonista no mostraron incremento en los
depositos hepaticos de colesterol y triglicéridos a ninguna de las dosis utilizadas (20-
100 mg/kg/dia) (Miao y cols., 2004). Por el contrario, estos mismos animales
dosificados con 0,03% (p/p) de GW3965 por un periodo de tiempo mas prolongado (10
dias), quintuplicaron su contenido de triglicéridos en el higado y desarrollaron
esteatosis hepatica severa (Grefhorst y cols., 2005). Estos resultados sugieren que la
accion de GW3965 sobre la lipogénesis y la funcion hepética es dependiente de la
dosis utilizada y el tiempo de administracion. Sin embargo, son necesarios estudios

complementarios con diferentes dosis y tiempos que permitan clarificarlo.

En relacion con el comportamiento de los marcadores plasmaticos de dafio y
destoxificacion hepatica, se observé que la administracion del agonista a ratones
C57BL/6J sanos no modificd los niveles de bilirrubina total y directa, ni la actividad
enzimatica de la ALT y ALP, pero incrementd la actividad plasméatica de la AST.
Existen pocos estudios que relacionen la accion del agonista GW3965 sobre
marcadores de lesion y disfuncién hepatica. Se ha comprobado que el pre-tratamiento
con 0,3 mg/kg de GW3965 atenua el incremento en los niveles de ALT vy bilirrubina
total en ratas Wistar con endotoxemia experimental, y de AST y ALT en ratas con
sepsis polimicrobiana inducida por ligamiento y puncion cecal (Wang y cols., 2006;
2011). Estos resultados permitieron sugerir que la activacion del receptor LXRa por el
agonista GW3965 reduce el dafio hepatico propio de estas dos patologias. Sin
embargo, en nuestro estudio encontramos un aumento de la actividad de la AST en
ratones sanos tratados con GW3965. Dado que, a diferencia de la ALT, la AST no es
una enzima especifica del higado (Harrison, 2008), la presencia de niveles normales
de ALT con incremento en los de AST, nos permite sugerir que el aumento de esta
dltima podria no tener origen hepético y provenir de otros tejidos corporales, tales
como el cardiaco, renal o musculoesquelético, donde se expresa la enzima en alta
proporcion (Treseler, 2003). Por ello parece necesaria la realizacion de estudios
complementarios que aborden la accion del agonista GW3965 sobre diferentes

organos de ratones C57BL/6J.

Con respecto a la accion que la activacién de los receptores hepaticos LXR
tienen sobre el metabolismo lipidico, estudios realizados en diversos modelos murinos
demuestran que su agonista sintético GW3965 es un potente inductor de la expresion
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de la proteina transportadora del colesterol ABCALl, y por lo tanto estimula el
transporte reverso del colesterol e incrementa significativamente las concentraciones
de c-HDL y c-total en la circulacion (Miao y cols., 2004; Grefhorst y cols., 2005;
Brunham y cols., 2006; Naik y cols., 2006). De manera parecida, en nuestro estudio,
en los ratones sanos que recibieron este agonista aumentaron los niveles de c-HDL y
c-total en todas las semanas de tratamiento. Asi mismo, aunque en la actualidad no
hay publicaciones que indiquen el efecto del agonista sobre los niveles plasmaticos de
c-LDL en ratones C57BL/6J, un estudio desarrollado en células hepéticas HepG2
humanas demostr6 que el tratamiento de las mismas con GW3965 inhibe la captacion
de las LDL a través de la reduccion en la expresion hepética de su receptor LDLR, lo
que afecta a su internalizacion y aclaramiento (Zelcer y cols., 2009). Esto podria
explicar el incremento en los niveles séricos de c-LDL observado en los ratones del

grupo control de nuestro estudio a quienes se les administré el agonista GW3965.

De la misma manera que para el c-LDL, por el momento no se posee
informacién definitiva relacionada con el mecanismo de accién del agonista GW3965
sobre el metabolismo de las VLDL en modelos murinos, y los datos disponibles varian
de acuerdo con la especie. En hamsters tratados con este agonista durante 7 dias a
dosis de 30 mg/kg/dia y en ratones wild-type dosificados con diferentes
concentraciones de GW3965 durante 3 dias (5-50 mg/kg/dia), se incrementaron las
concentraciones de VLDL (Grooty cols., 2005; Quinet y cols., 2006). Mientras que, en
ratones Abcal y ratones hibridos Sv129/C57BL/6 tratados con el agonista, no se
modificaron las concentraciones de estas lipoproteinas (Bruham y cols., 2006, Quinet y
cols., 2006). Sin embargo, en nuestros resultados se produce una disminucién en las
concentraciones séricas de c-VLDL en los ratones sanos tratados con el agonista
GW3965. Aunque se ha demostrado que la induccién del receptor LXRa, producida
por la ingesta de una dieta aterogénica, disminuye la concentracién de VLDL y
triglicéridos en ratones hembras C57BL/6 y ratones LXRa” (Korach y cols., 2009), no
se conoce exactamente el mecanismo involucrado. Sin embargo, la disminucion
observada, en hepatocitos humanos tratados con GW3965 y en algunos modelos
animales, de los niveles de diacil glicerol transferasa (DAGT2), enzima que juega un
papel importante en el ensamble de los triglicéridos sintetizados de novo dentro de las
VLDL (Yuy cols., 2005; Kotokorpi y cols., 2007), puede jugar un papel importante en la
disminucién en el c-VLDL observada en nuestro estudio. Ahora bien, son necesarios

estudios complementarios que permitan dilucidarlo.

108



Discusion

La induccién de hipertrigliceridemia por los agonistas de los LXR, incluyendo el
GW3965, es controvertida y es una de las causas por la que aun no se utilizan como
medicamentos antiaterogénicos. En estudios realizados en macréfagos y en ratones
C57BL/6J, wild type y LDLR™, el tratamiento con GW3965 a diferentes dosis no afectd
la concentracion de triglicéridos plasmaticos (Miao y cols., 2004; Grefhorst y cols.,
2005; Quinet y cols., 2006). Por el contrario, en hamsters y ratones apoE dosificados
con el mismo agonista se desarroll6 hipertrigliceridemia (Groot y cols., 2005; van der
Hoorn y cols., 2011). Otros investigadores indican incrementos transitorios en dicho
parametro (Joseph y cols., 2002b). En nuestro estudio se observl una disminucion en
los niveles de triglicéridos plasmaticos en los ratones sanos tratados con el agonista.
Estos resultados coinciden con lo observado en monos cynomolgus o cangrejeros
(Macaca fascicularis) dosificados con 10 mg/kg de GW3965 por un periodo de 21 dias
(Groot y cols., 2005). La razén de este hallazgo no esta totalmente establecida en la
actualidad, pero podria explicarse por el secuestro de los acidos grasos en el higado
(Miao y cols., 2004; Oosterveery cols., 2010) o por la induccién de genes y proteinas
lipoliticas demostrada en adipocitos humanos y murinos tratados con diferentes dosis
del agonista GW3965 (Stenson y cols., 2011).

Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en las
concentraciones de glucosa plasmatica y hepatica ni en la concentracion de glucégeno
entre los ratones sanos con y sin tratamiento con GW3965. Estos hallazgos coinciden
con lo indicado por otros autores quienes demostraron que los agonistas de LXR
mejoran el control de la glicemia en modelos de roedores diabéticos, pero no afectan
el metabolismo de la glucosa en animales normoglicémicos (Cao y cols. 2003; Laffitte

y cols., 2003; Grefhorst y cols., 2005; Oosterveer y cols., 2010).

Los resultados obtenidos en los ensayos de expresion génica indican que de
acuerdo con lo esperado, y teniendo en cuenta lo indicado en estudios anteriores, la
induccion del receptor LXRa por el agonista GW3965 incrementa la expresion de los
genes lipogénicos SREBP-1c y LXR-a (Laffitte y cols., 2003b; Miao y cols., 2004,
Wang y cols., 2006; Naik y cols., 2006) y atenta la de los genes inflamatorios
CYP2E1, OPN, TNFa, COX-2 e iINOS (Joseph y cols., 2003; Ogawa y cols., 2005;
Wang y cols., 2006). Asi mismo, pudimos observar en nuestro estudio la existencia de

una disminucion progresiva de la expresion de los genes lipogénicos SREBP-1c y
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LXRa a lo largo del periodo considerado, lo que contribuye a corroborar el

planteamiento de que la expresién de dichos genes varia en el tiempo.

Todos los hallazgos encontrados nos permiten concluir que la administracion
del agonista GW3965 a ratones C57BL/6J sanos incrementa la sintesis de colesterol y
de las lipoproteinas plasmaticas especializadas en su transporte HDL y LDL, a la vez
gue disminuye la de triglicéridos y sus lipoproteinas transportadoras, las VLDL. Asi
mismo, induce la expresion de genes lipogénicos y disminuye la de genes
inflamatorios, sin favorecer el desarrollo de EHNA y preservando la arquitectura y

funcionalidad hepaticas.

5.3 Efecto del agonista GW3965 sobre ratones C57BL/ 6J con dieta MCD
afectados de EHNA

Una vez comprobado que la administracion del agonista GW3965 a ratones
C57BL/6J sanos no genera en ellos cambios compatibles con esteatohepatitis, se
procedio a estudiar los efectos de su aplicacion en el modelo experimental de EHNA.
Es de resaltar que en la actualidad no existen estudios que documenten la accion de

este compuesto en modelos animales de esta enfermedad.

En el presente estudio, si bien la administracion del agonista no evito la pérdida
de peso propia del modelo MCD, si aumenté de manera muy marcada la relaciéon
hepatosomatica en los ratones con EHNA a los que se les suministré. Este hallazgo es
indicativo de un incremento en el peso del higado de estos animales, propio de una
lesion en el tejido hepatico, y coincide con lo observado en ratones C57BL/6 tratados
con 0,03% (p/p) de GW3965 por un periodo de 10 dias (Grefhorst y cols., 2005).

Desde hace algunos afios se conoce que los diversos cambios metabdlicos
asociados a la patogenia de la EHNA conducen a esteatosis hepéatica (Leclercq y cols.,
2007b; Capeau 2008; Farrell y cols., 2012), y que roedores alimentados con una dieta
MCD deficiente en metionina y colina desarrollan una grave esteatosis macrovesicular
acompafada por reduccién en el aclaramiento de los triglicéridos e incremento en sus
depositos hepéticos (Groot y cols., 2005; Kirsch y cols., 2006; Yamakazi y cols., 2008;

Hebbard y George, 2011). Nuestros resultados muestran que la administracién del
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agonista GW3965 a ratones con EHNA acelera el desarrollo de la esteatosis,
observandose ya esteatosis severa grado 3 en todos los individuos desde la segunda
semana de tratamiento y un incremento significativo en la concentracion de
triglicéridos hepaticos durante todo el periodo de estudio. Aunque no se ha estudiado
la accion de los agonistas de los receptores hepaticos LXR en modelos animales de
EHNA, estos hallazgos coinciden con lo observado por otros autores los cuales
demuestran que el agonista sintético GW3965 puede inducir lipogénesis hepatica,
incremento en los depositos hepaticos de triglicéridos y esteatosis (Groot y cols., 2005;
Grefhorst y cols., 2005).

Si bien la actividad antiinflamatoria de los receptores LXR ha sido descrita con
anterioridad (Joseph y cols., 2003; Lund y cols., 2003; Blaschke y cols., 2006), en
nuestro estudio los ratones del grupo EHNA que recibieron el agonista manifestaron
mayor grado de inflamacién que aquellos del mismo grupo que no lo recibieron, desde
la segunda semana de tratamiento. Asi mismo, un 50% de los animales tratados
evolucionaron de inflamacién lobulillar moderada en la segunda semana de estudio a
grave en la cuarta, en contraste con los del grupo EHNA sin tratar en los que un 17%
pasé de inflamacion moderada en la segunda semana a leve en la cuarta. Estos
hallazgos son similares a los encontrados en modelos de artritis reumatoide (Fontaine
2007; Asquith y cols., 2009, 2011; Morello 2009) y en células en células endoteliales
tratadas con los agonistas sintéticos GW3965 y T0901317 (Morello y cols., 2009, Naito
2005), y se discuten a profundidad en este mismo documento, en el apartado
correspondiente a la accion del agonista GW3965 sobre los marcadores de

inflamacion, en ratones afectados de EHNA.

Por otra parte, cuando comparamos con el grupo EHNA que no recibié el
tratamiento, los ratones EHNA a los que se les administré el agonista presentaron un
incremento significativo en las concentraciones plasmaticas de AST, ALT, ALP,
bilirrubina total y bilirrubina directa, indicativos de lesibn hepatocelular aguda y
colestasis (Harrison 2008; Siegenthaler 2009), durante todo el periodo de seguimiento.
Estos resultados, correlacionados con los hallazgos histopatolégicos del estudio de las
biopsias que mostraron inflamacién lobulillar grave y cambios degenerativos
hepatocelulares (esteatosis macro y microvesicular severa, balonizacion, cuerpos de
Mallory y necrosis individual y lobar focal), demuestran que la administracion del
agonista GW3965 intensifica el dafio hepético preexistente en la EHNA. Dichos

111



Discusion

resultados plantean la necesidad de realizar estudios complementarios que indaguen
sobre su potencial hepatotéxico antes de considerar su utilizacién en pacientes con

higado graso, esteatohepatitis, o lesion hepética de cualquier tipo.

En relacion con el metabolismo de los lipidos, el tratamiento de los ratones del
grupo EHNA con el agonista GW3965 incrementdé de manera significativa las
concentraciones de c-total, c-HDL, c-LDL, c-VLDL vy triglicéridos, con respecto al grupo
EHNA no tratado. Estos resultados demuestran que, a semejanza de lo observado en
diversos modelos animales utilizados para el estudio del metabolismo lipidico, la
aplicacion de GW3965 a ratones C57BL/6J con deficiencia nutricional de metionina y
colina, potencia el transporte reverso del colesterol (Brunham y cols., 2006; Naik y
cols., 2006; Quinet y cols., 2006), disminuye la captacion y aclaramiento de las LDL
(Zelcer y cols.,, 2009; Calkin y Tontonoz, 2010) y puede favorecer la
hipertrigliceridemia al estimular la secrecién de los triglicéridos dentro de las VLDL
(Zhu 2009). Sin embargo, la reduccién observada en la expresion de los genes
lipogénicos SRBP-1c y LXRa en este grupo experimental, muy probablemente como
un mecanismo compensador ante la hipertrigliceridemia desarrollada, nos permite
sugerir que el incremento en las concentraciones de triglicéridos no se produce a
expensas de la lipogénesis de novo. Por ello, consideramos que son necesarios
estudios complementarios que profundicen en la accién que tiene el agonista GW3965

sobre el metabolismo de los lipidos, en modelos animales de EHNA.

Con respecto a la accién de GW3965 sobre los niveles de glucosa (hepatica y
plasmética) y sobre los depdsitos hepéticos de glucégeno, nuestro estudio demostrd
gue desde el inicio del estudio el agonista acentud la disminucion de los depdsitos de
glucégeno y glucosa hepaticos, propias del modelo MCD, sin alterar sus
concentraciones en plasma. Es probable que este comportamiento se origine, como
han demostrado diversos investigadores, por la supresion por parte del agonista de
genes que codifican para proteinas involucradas en la gluconeogénesis hepética,
acompafada por la inducciébn en la expresion de la enzima glucoquinasa, que
promueve la utilizacion hepatica de la glucosa (Laffitte y cols. 2003; Mitro y cols., 2007;
Dave y Kaul, 2010). Sin embargo, parecen necesarios estudios complementarios que

permitan comprobarlo.
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Los dos méas importantes mecanismos reguladores del colesterol son la transcripcion
de los factores de transcripcion SREBP-1c y LXR. Se sabe que en numerosos tipos de
células, incluidos los hepatocitos, LXR activa a SREBP-1c mediante un mecanismo en
el que los oxiesteroles activan el heterodimero RXR/LXR, que a su vez induce la
expresion del gen SREBP-1c a través de un elemento de respuesta LXRE localizado
en su promotor proximal (Repay cols., 2000; Fon Tacer y cols., 2011). Asi mismo, se
ha descrito un antagonismo bidireccional entre PPARa y LXRa en macréfagos y
hepatocitos. Estudios realizados in vivo en ratones C57BL/6J tratados con agonistas
de PPAR y LXR entre los que se encuentran GW3965 y T0901317, demuestran que la
activacion de PPARa puede suprimir la transcripcion de SREBP1-c por inhibicion de
la formacién del heterodimero LXR/RXR, mientras que la activacion de LXR puede
bloquear PPARa mediante la inhibicion de los heterodimeros PPARa/RXRa vy la
formacion de heterodimeros PPARa/LXRa. Los complejos PPARa/LXRa no pueden
unirse a PPRE o LXRE, interfiriendo asi con la accién de PPAR y LXR y contribuyendo
con la inhibicién del sistema LXR-SREBP-1c (Ide y cols., 2003; Yoskihawa y cols.,
2003; Colin y cols., 2008). De igual manera, modelos nutricionales de EHNA
evidencian inhibicién de PPARa. Es asi como ratas Sprague Dawley mantenidas con
una dieta rica en grasa (Wang y cols., 2012; Zhao y cols., 2012b) y ratones C57BL/6J
y Swiss Websters alimentados con una dieta deficiente en metionina y colina,
mostraron disminucion en la expresion hepatica de PPARa (Donthamsetty y cols.,
2008; Yamaguchi y cols., 2010). Adicionalmente, en nuestro estudio en los ratones del
grupo EHNA se observé una inhibicion de la expresion génica de LXRa tanto a nivel

de ARNm como de proteina.

Con base en todo lo anterior, podemos plantear que la falla en la induccién de los
genes lipogénicos LXRa y SREBP-1c en ratones EHNA dosificados con el agonista
GW3965 observada en nuestro modelo, es producto del incremento en la represion de
PPARa ejercida por la activacion de LXRa por el agonista GW3965. Represion que a
su vez suprime la via LXR-SREBP-1c. Sin embargo, son necesarios estudios

complementarios que permitan comprobarlo.

De forma equivalente con la inflamacion encontrada en los estudios
histopatologicos, en nuestro estudio se observé un incremento de la expresion de los
genes de respuesta inflamatoria CYP2E1, TNF-a y COX-2, en los ratones EHNA a
quienes se les suministr6 GW395. Estos hallazgos permiten indicar que este agonista
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incrementa la respuesta inflamatoria en ratones afectados de EHNA, debido
probablemente a que, como han descrito con anterioridad otros investigadores, la
activacion de los receptores LXR por agonistas enddgenos o sintéticos incrementa el
estrés oxidativo y la produccién de EROs, y como consecuencia estimula vias de
sefializacién de la inflamacién en macréfagos humanos y en modelos murinos de
artritis reumatoide (Fontaine 2007; Asquith y cols., 2009, 2011; Morello 2009). Asi
mismo, estudios realizados en células endoteliales demuestran que los agonistas
sintéticos GW3965 y T0901317 pueden, sin activar los LXR, inducir la expresion de
marcadores y mediadores de inflamacion a través del incremento en la sintesis de
oxyesteroles, que a su vez estimulan vias de sefalizacién inflamatorias y conducen a
la sobreexpresion de moléculas de adhesién (ICAM1, VCAM1, SELE), citoquinas (IL-8,
IL-1a,, CCLs y CXCLs), factores de transcripcion (EGR1, FOS) y enzimas como la
COX-2 (Morello y cols., 2009, Naito 2005) y a la subregulacion de la eNOS (Naito
2005; Morello y cols., 2009). Como ya se indicé con anterioridad, el estrés oxidativo y
la produccion de EROs estan implicados en la génesis de la EHNA, patologia que a su
vez cursa con un incremento de oxyesteroles derivados de la oxidacion de las
lipoproteinas por las EROS (Bogdanova y cols., 2006; Buqué y cols., 2008; Rolo y
cols., 2012). Por lo tanto, estos mecanismos podrian representar potenciales vias que
conducen a la inflamacion observada en los animales afectados de EHNA tratados con
GW3965. En vista de los resultados obtenidos, seria recomendable realizar estudios
complementarios con el fin de profundizar en los mecanismos involucrados en el
efecto de este agonista sobre las diferentes vias de inflamacién involucradas en la
EHNA.

Todos los hallazgos encontrados nos permiten concluir que la administracion
del agonista GW3965 a ratones C57BL/6J afectados de EHNA acelera el desarrollo de
la esteatosis y la inflamacién e incrementa el dafio hepatico preexistente en la EHNA,
a la vez que induce la expresion de genes inflamatorios y disminuye la de genes

lipogénicos.
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6.1 Conclusion primera

Los ratones C57BL/6J alimentados con una dieta deficiente en metionina y
colina (MCD), modelo nutricional de esteatohepatitis (EHNA) utilizado en el presente
estudio, reproducen las principales caracteristicas de la EHNA humana tales como la
presencia de esteatosis e inflamacién hepdticas, incremento en los marcadores de
dafo y destoxificacion hepética, y mayor expresion del gen lipogénico SREBP-1c y de
los de respuesta inflamatoria CYP2E1L, TNF-a, OPN, COX-2 e iNOS.

6.2 Conclusién segunda

La administracion de GW3965, agonista sintético de los receptores X
hepéticos, a ratones C57BL/6J sanos incrementa la sintesis de colesterol y de las
lipoproteinas plasmaticas especializadas en su transporte HDL y LDL, a la vez que
disminuye la de triglicéridos y sus lipoproteinas transportadoras, las VLDL. Asi mismo,
induce la expresion de genes lipogénicos y disminuye la de genes inflamatorios, sin
favorecer el desarrollo de EHNA y preservando la arquitectura y funcionalidad

hepaticas.

6.3 Conclusion tercera

La administracion del agonista GW3965 a ratones C57BL/6J afectados de
EHNA induce la expresion de genes inflamatorios y disminuye la de genes lipogénicos,
lo que podria en parte estar relacionado con la aceleracion del proceso de esteatosis y

el incremento en la inflamacion y en el dafio hepatico preexistente en la EHNA.

6.4. Conclusion final

Los resultados obtenidos parecen indicar que los receptores hepaticos LXR
median vias que podrian exacerbar la inflamacién, la esteatosis y el dafio hepatico

caracteristicos de la EHNA.
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