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Resumen

Introduccion: la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) constituye un problema de
salud publica asociado con el sindrome metabdlico; su patogénesis implica el inicio de una cascada
de sefializacién bioquimica compleja y su estimulacién continua podria consolidar un proceso de
fibrogénesis en el tejido. El objetivo del estudio fue analizar expresion de genes implicados en dafio
hepitico, en los procesos iniciales de la lesién en pacientes con NAFLD o con factores de riesgo
relacionados a esta patologia, en busqueda de biomarcadores moleculares ttiles a la préctica clinica
tales como TGF-f31, COL1A2 y MMP20.

Metodologia: estudio analitico de corte transversal. Se estudiaron caracteristicas epidemioldgicas,
bioquimicas, y expresion génica de TGF-f1, COL1A2 y MMP20 en tejido hepdtico, en individuos
con factores de riesgo para NAFLD.

Resultados: se incluyeron 83 participantes con factores de riesgo asociados a NAFLD, 22
individuos (26.5%) fueron diagnosticados con NAFLD mediante ultrasonografia. Los factores de
riesgo hallados fueron hipertension arterial (50.6%), obesidad (49.4%), diabetes mellitus (34.9%)
y dislipidemia (21.7%). La dislipidemia fue significativamente asociada con el riesgo de desarrollar
NAFLD (OR=4; p=0.011). Se encontraron diferencias significativas para colesterol total (p<0.05);
y una expresion génica de TGF-1 (con NAFLD p<0.0001 y sin NAFLD p<0.0001 frente al con-
trol) y COL1A2 (con NAFLD p=0.002 y sin NAFLD p=0.955 frente al control) con un patrén de
expresion creciente a mayor grado de lesion hepadtica.

Conclusién: para concluir, sugerimos activacion de las vias de sefializacion que conducen a
fibrogénesis en individuos con factores de riesgo para NAFLD, y mucho mds acentuada en pacientes
con NAFLD. (Acta Med Colomb 2018; 43: 142-149).

Palabras clave: higado graso de origen no alcohdlico (NAFLD), factor de crecimiento trans-
Sformante 3 1, coldgeno 1 alfa 2, metaloproteasa de matriz 20, fibrogénesis.

Abstract

Introduction: nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a public health problem associated
with the metabolic syndrome; its pathogenesis implies the start of a complex biochemical signal-
ing cascade and its continuous stimulation could consolidate a fibrogenesis process in the tissue.
The aim of the study was to analyze expression of genes involved in liver damage in the initial
processes of the lesion in patients with NAFLD or with risk factors related to this pathology, in
search of molecular biomarkers useful to clinical practice such as TGF-1, COL1A2 and MMP20.

Methodology: cross-sectional analytical study. Epidemiological, biochemical, and gene expres-
sion characteristics of TGF-f1, COL1A2 and MMP20 in liver tissue in individuals with risk factors
for NAFLD were studied.

Results: 83 participants with risk factors associated to NAFLD were included; 22 individuals
(26.5%) were diagnosed with NAFLD by ultrasonography. The risk factors found were hyperten-
sion (50.6%), obesity (49.4%), diabetes mellitus (34.9%) and dyslipidemia (21.7%). Dyslipidemia
was significantly associated with the risk of developing NAFLD (OR = 4; p = 0.011). Significant

142 Acra MEpica CoLoMBIANA VOL.43 N°3 ~ JuLio-SEPTIEMBRE 2018

Dra. Lina Lambis Anaya: Investigadora Bacte-
ri6loga. Magister en Bioquimica. Grupo Pro-
meteus & Biomedicina aplicada a las ciencias
clinicas, Laboratorio de Bioquimica, Facultad
de Medicina, Universidad de Cartagena; Dr.
José Belisario Solana Tinoco: Especialista
en Cirugia General y del Aparato Digestivo,
Unidad de Higado Vias Biliares, Hospital
Universitario del Caribe - Cartagena, Liga
Contra el Cancer; Amileth Sudrez Causado:
Doctora en Bioquimica y Biologia Molecular.
Grupo Prometeus & Biomedicina Aplicada a
las Ciencias Clinicas, Docente de Bioquimica
(PhD), Facultad de Medicina, Universidad de
Cartagena. Cartagena (Colombia).
Correspondencia: Dra. Amileth Sudrez Causa-
do, Cartagena (Colombia).

E-mail: asuarezc1 @unicartagena.edu.co
Recibido: 23/I11/2017 Aceptado: 25/V1/2018



TRABAJOS ORIGINALES e Higado graso no alcohélico y TGF-f3

differences were found for total cholesterol (p <0.05); and a gene expression of TGF-f1 (with
NAFLD p <0.0001 and without NAFLD p <0.0001 versus control) and COL1A2 (with NAFLD p
=0.002 and without NAFLD p = 0.955 versus control) with a pattern of increasing expression at

higher degree of liver injury.

Conclusion: to conclude, we suggest activation of the signaling pathways that lead to fibrogenesis

in individuals with risk factors for NAFLD, and much more accentuated in patients with NAFLD.

(Acta Med Colomb 2018; 43: 142-149).

Keywords: fatty liver of non-alcoholic origin (NAFLD), transforming growth factor 3 1, col-

lagen 1 alpha 2, matrix 20 metalloprotease, fibrogenesis.

Introduccion

La enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD
del Inglés Non-Alcoholic Fatty Liver Disease), se define
como la acumulacién excesiva de grasa en los hepatocitos
en un porcentaje mayor de 10% del peso del higado en in-
dividuos con ausencia de consumo significativo de alcohol,
incluye un amplio espectro patolégico que puede ir desde
la simple esteatosis a esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis y
cancer hepdtico (1-3). Existe una correlacién entre NAFLD
y factores de riesgo como obesidad, diabetes, dislipidemia,
hipertension arterial (HTA), y otras condiciones relacionadas
al estilo de vida (4).

El tratamiento de NAFLD se ha direccionado a pérdida
de peso mds terapia farmacoldgica para mejorar resistencia
ainsulina o dislipidemia, también cirugfas bariatricas han re-
sultado efectivas; en tratamiento farmacolégico, actualmente
emergen datos de un ensayo clinico con Oltipraz (sintético de
ditioltiona) como inhibidor de genes lipogénicos que mejora
el higado graso e inhibe su progresion a fibrosis hepdtica (5).

La lesién molecular en NAFLD se presenta por el acu-
mulo de grasa en el tejido e inicia una cascada de sefiali-
zacién bioquimica que incluye estrés oxidativo, respuesta
inflamatoria, disfuncién mitocondrial, peroxidacién de
lipidos y disfuncién del equilibrio de la matriz extracelu-
lar; estas sefiales con la estimulacidon continua a través del
tiempo consolidan en un proceso de fibrogénesis en el tejido,
eventos en los que el factor de crecimiento transformante
B 1 (TGF-B1) juega un papel fundamental. Este tltimo, es
identificado como una importante citoquina profibrotica que
promueve la expresion de coldgeno I por parte de las células
estrelladas y se halla posiblemente implicado en la inhibicién
de metaloproteinasas de matriz (MMP) (6-8). Los estudios
moleculares en etapas iniciales de lesién del tejido son de
gran ayuda a la identificacién de nuevos biomarcadores
moleculares que aporten mayor informacién acerca del grado
de lesion del hepatocito, contribuyendo con los actuales
métodos de diagndstico y prondstico. Se han realizado al-
gunos estudios moleculares en otros paises con poblaciones
diferentes a nuestras condiciones y adicionalmente mucha
de la informacion existente es dada por modelos animales,
por tanto la relevancia del trabajo (9, 10).

El objetivo del estudio fue analizar expresion de genes
implicados en dafio hepético en los procesos iniciales de la
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lesién en pacientes con NAFLD o con factores de riesgo
relacionados a la esteatosis hepdtica, en bisqueda de bio-
marcadores moleculares utiles a la practica clinica. Encon-
tramos que los individuos con factores de riesgo a NAFLD
y atin més en la esteatosis hepética se expresa la citoquina
TGF B, lo cual activa cascadas de sefializacién claves para
progresion a fibrosis y HCC (Hepatocarcinoma).

Material y métodos

Estudio analitico de corte transversal, en el que se es-
tudiaron caracteristicas epidemioldgicas, bioquimicas y se
evalué la expresion génica de TGF-31, COL1A2 y MMP20
en tejido hepdtico, y su posible asociacion con la presencia
de NAFLD.

El estudio se realiz6 con los pacientes con factores de
riesgo para NAFLD que acudieron al servicio de Higado y
Vias Biliares del Hospital Universitario del Caribe (Carta-
gena-Colombia), durante 15 meses consecutivos.

Se excluyeron pacientes cuyo consumo de alcohol ex-
cediera los 20 g/dia para hombres y 10 g/dia para mujeres,
antecedentes personales de hepatitis viral, medicamentos
hepatotéxicos, hemocromatosis y enfermedad de Wilson.
Se recopilaron datos sociodemogréficos (edad, genero,
procedencia), antropométricos y clinicos (peso, talla, indice
de masa corporal, factores de riesgo para NAFLD) de cada
participante después de su consentimiento informado.

Determinaciones bioquimicas

Para la realizacion de las mediciones bioquimicas se re-
colectaron muestras de sangre periférica por puncion de una
vena de la zona anterior del brazo o dorso de la mano en tubos
con heparina sédica como anticoagulante (BD Vacutainer®)
mediante sistema de tubos al vacio. Se determinaron concen-
traciones plasmadticas de los siguientes analitos teniendo en
cuenta los valores de referencia: glucosa (70-110 mg/dL),
colesterol total (hasta 200 mg/dL), triglicéridos (hasta 150
mg/dL), bilirrubinas (total hasta 1,1 mg/dL; directa hasta
0.25 mg/dL; indirecta hasta 0.76 mg/dL), albumina (3.4-4.8
g/dL) y creatinina (hombres 0.6-1.1 mg/dL; mujeres 0.5-1.0
mg/dL), por los métodos glucosa oxidasa, colesterol oxidasa,
glicerol fosfato oxidasa, sulfanilico diazoado, verde de bro-
mocresol y picrato alcalino respectivamente; se determind
la actividad enzimatica de aspartato aminotransferasa - AST
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(hasta 40 U/L), alanino aminotransferasa - ALT (hasta 41
U/L), gamma glutamil transferasa - GGT (hombres <50
U/L; mujeres <30 U/L) y fosfatasa alcalina (hombres <270
U/L; mujeres <240 U/L) por los métodos de la IFCC (Inter-
national Federation of Clinical Chemistry), empleando los
Kit de Biosystems® correspondiente en cada caso. Todas
las mediciones se realizaron siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Los valores correspondientes a recuento de
plaquetas (150 000-450 000/mm?) y pruebas de coagulacién:
tiempo de protrombina (9.7 - 14 segundos), tiempo parcial
de tromboplastina (23.5-34.3 segundos) e INR, fueron con-
sultados de sus historias clinicas.

Deteccion de higado graso en los individuos de estudio

A los participantes del estudio (pacientes con factores
de riesgo para NAFLD) se les realiz6 una ultrasonografia
abdominal total con ecégrafo SonoAce 8000 Live (Medison
CO.,Ltd.) para determinar diagndstico de NAFLD, adicional
del examen clinico.

De los 83 participantes, 22 fueron programados pre-
viamente para biopsia hepatica pero sélo 10 aceptaron el
consentimiento informado para destinar una parte de la
misma para el estudio molecular, las cuales fueron dadas por
patologia y congeladas para posterior extracciéon de ARN,
este aspecto limitd el nimero de muestras recolectadas para
el andlisis molecular. Todos los procedimientos realizados en
el estudio se llevaron a cabo de acuerdo con los principios
expresados en la declaracion de Helsinki (11) y fueron apro-
bados por el comité de ética de la Universidad de Cartagena.

Preparacion ARN: extraccion de ARN, sintesis de
c¢DNA y RT-PCR

El ARN total fue extraido de 0.02 gramos de tejido he-
patico usando RNeasy MiniKit® (QIAGEN, Valencia, CA)
y tratados por DNA-free™ (Ambion, Austin, Tx) siguiendo
las consideraciones del fabricante. Abundancia y ratio entre
28Sy 18S rARN fue monitoreado por electroforesis en gel de
agarosa. Para la cuantificacién del 4cido nucleico se utilizé
el espectrofotémetro Nanodrop™ (Thermo Fisher Scientific,
USA), midiendo a absorbancia 230, 260 y 280 nm.

Para obtencién de cDNA se utilizé el kit QuantiTect®
Reverse Transcription (QIAGEN, Valencia, CA) siguiendo
las indicaciones del fabricante. La amplificacién se realiz
por RT-PCR utilizando los cebadores TGF-f31 (for GGCA-
GCTGTACATTGACTTCC, rev CCTTGCTGTACTGCG-
TGTCC), COL1A2 (for CTGGTAGTCGTGGTGCAAGT,
rev AATGTTGCCAGGCTCTCCTC), MMP-20 (for TCGA-
GGTGGACAAAGCAGTG, rev TGGGCTTCCCCAGGA-
ATACT), y GUSB (for ATCACCGTCACCACCAGCGT,
rev GTCCCATTCGCCACGACTTTGT) (Operon-Eurofins,
Huntsville, AL, USA) como gen control. Las condiciones
de la PCR fueron las siguientes: 5 minutos a 95°C, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 0.5-1 minuto, 60 - 62°C durante
30 segundos, 72°C durante 0.5-1 minuto y elongacién final
a 72°C por 10 minutos. Los productos amplificados fueron
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separados mediante electroforesis con gel de agarosa al 1.0%
teflidos con EZ Vision® (Amresco, OH, USA) para visuali-
zacién en el equipo ChemiDoc™ XRS+ System (BIORAD,
CA, USA). La expresion relativa de los genes se analiz6
por densitometria usando el software de andlisis de imagen
unidimensional QuantityOne® (BioRad, CA, USA). Cada
experimento se realizé por triplicado independientemente.

Analisis estadistico

Se inicié mediante el disefio de una base de datos en Excel
Microsoft® office 2010 en la que se tabularon los datos de
los participantes, posteriormente ésta fue transportada al
programa STATA® (Stata Corp. LP, College Station, TX,
USA). Para el andlisis descriptivo fueron usadas las medidas
de tendencia central, dispersion y proporciones. Inicialmente
se evalué el supuesto de normalidad de los datos a partir del
test de Kolmogorov-Smirnov. Para analizar la asociacién
entre las variables se utilizé la prueba Chi-cuadrado para
las variables cualitativas y la prueba t-student para variables
cuantitativas, para distribuciones no paramétricas se utiliz6
la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney; ademads se calcul
Odds ratio. Para todas las pruebas se asumié una probabili-
dad limite de decision de 0.05.

Resultados
Caracteristicas de la poblacion de estudio

De 98 individuos identificados con factores de riesgo
para NAFLD, 83 aceptaron su participacion en el estudio.
A todos los participantes se les realizé ultrasonografia
abdominal total para el diagnéstico de NAFLD, a partir de
caracteristicas cualitativas que incluyeron ecogenicidad,
ecotextura y visibilidad de los vasos, dividiendo la poblacién
de estudio en los grupos: con NAFLD para aquellos en donde
se confirmé diagnédstico de NAFLD por ultrasonografia, y
sin NAFLD en aquellos que resultaron negativo a higado
graso en el momento del estudio. De los 83 participantes,
se confirm6 el padecimiento de NAFLD en 22 individuos
(26.5%), mientras en los 61 individuos restantes con factores
de riesgo para NAFLD (73.5%) no se evidenci6 higado graso
en el momento del estudio.

En cuanto a las variables sociodemograficas en el total
de los individuos estudiados, se encontrd una distribucion
mayoritariamente representada por el género femenino
(75.9%), el promedio de edad fue de 55.4 (DE=18.53) y una
procedencia mayoritaria del drea urbana (72.3%). Una vez
clasificados los participantes por grupos (con NAFLD y sin
NAFLD), persistié un mayor porcentaje del género femenino
en ambos grupos (63.64% en el grupo con NAFLD y 80.33%
en el grupo sin NAFLD), e igualmente una procedencia con
mayor representacion en el drea urbana tanto en el grupo con
NAFLD (72,73%) como en el grupo sin NAFLD (72.13%).
En el total de los participantes se hallé un peso y talla prome-
dioigual a 77.2 Kgy 1.62 metros respectivamente, para una
media del IMC de 29.86 Kg/m?, medidas antropométricas
que al analizarse por grupos mostraron un indice de masa
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Tabla 1. Distribucion de las caracteristicas sociodemogrdficas y antropométricas de los participantes.

Caracteristicas sociodemogrificas y antropométricas
Total participantes Con NAFLD Sin NAFLD
N=83 n=22 n=61 i
Edad, (X) (DE) 554 (18.53) 512 (17.34) 56.9 (18.84) 0214
Género, n (%)
Femenino 63 (75.9) 14 (63.64) 49 (80.33)
Masculino 20 (24.1) 8 (36.36) 12 (19.67) o7
Procedencia, n (%)
Urbano 60 (72.3) 16 (72.73) 44 (72.13)
Rural 23 27.7) 6 (27.27) 17 (27.87) 0957
Medidas antropométricas, (X) (DE)
Peso 772 (1741) 83.45 (18.48) 75.03 (16.65) 0.061
Talla 1.61 (0.07) 1.63 (0.07) 1.60 (0.07) 0.195
IMC 29.86 (6.55) 31.54 (6.97) 29.29 (6.36) 0.186
(X) media; DE, Desviacion estandar
El peso fue medido en Kg y la Talla en metros.
* Estadisticamente significativo

corporal (IMC) promedio igual a 31.54 Kg/m? (DE=6.97)
en individuos con NAFLD, y 29.29 Kg/m? (DE=6.36) en
individuos sin NAFLD. La Tabla 1 muestra comparaciones
de las caracteristicas sociodemograficas y antropométricas
entre los grupos diagnosticados con NAFLD y el grupo con
factores de riesgo de la enfermedad sin NAFLD.

Los factores de riesgo hallados en la poblacion de es-
tudio estan relacionados con el sindrome metabdlico, los
cuales fueron hipertension arterial (HTA) (50.6%), obesidad
(49.4%), y finalmente el padecimiento de diabetes mellitus
(34.9%) y dislipidemia (21.7%). La Tabla 2 muestra las
diferencias de los cuatro factores de riesgo asociados a NA-

FLD (obesidad, diabetes mellitus, dislipidemia, hipertensién
arterial) entre los grupos con/sin la condicién de NAFLD. La
dislipidemia fue significativamente asociada con el riesgo
de desarrollar NAFLD (OR=4; p=0.011). Los marcadores
bioquimicos plasmadticos evaluados, mostraron de forma ge-
neral en la totalidad de participantes, un comportamiento de
la mediana dentro de los valores de referencia establecidos
para estas mediciones, s6lo se observaron valores por encima
del rango considerado normal para gamma glutamil trans-
ferasa (Me=201 U/L) y fosfatasa alcalina (Me=307 U/L).
Por su parte, al observar los datos hallados por grupos,
se encontraron valores de transaminasas AST (Me=49.5) y

Tabla 2. Factores de riesgo asociados con el desarrollo de NAFLD.

Factores de riesgo asociados
Total participantes Con NAFLD Sin NAFLD
N (%) n (%) n (%) OR p
83 (100) 22 (26.5) 61 (73.5) UCZ)
Obesidad
Si 41 (494) 12 (54.5) 29 (47.5) 132
y 0.573
No 42 (50.6) 10 (45.5) 32 (52.5) (0.45-3.98)
Diabetes mellitus
Si 29 (34.9) 8(36.4) 21 (34.4) 1.09
0 34 3.33 G820
No 54.(65.1) 14 (63.6) 40 (65.6) Q=Ezk))
Dislipidemia
Si 18 (21.7) 9 (40.9) 9 (14.8) 4
0.011*
No 65 (78.3) 13 (59.1) 52(852) (R )
Hipertensién arterial
Si 42 (50.6) 7(31.8) 35(57.4)
0.35
0.11-1.07) DlgEEF
No 41 (49.4) 15 (68.2) 26 (42.6) el
OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianza
* Estadisticamente significativo
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ALT (Me=76) por encima de los valores normales en los
individuos Con NAFLD, a diferencia de los individuos Sin
NAFLD, cuyos valores para estas enzimas (AST Me=29;
ALT Me=27) fueron menores y se comportaron dentro del
rango de referencia. Igualmente, los niveles de fosfatasa
alcalina en el grupo con NAFLD se hallaron por fuera del
rango de referencia y fueron superiores al compararlos con
los valores hallados en el grupo sin NAFLD, sin embargo
en este estudio no se encontraron diferencias significativas
entre ambos grupos para estas mediciones.

En cuanto a las mediciones de colesterol total y triglicé-
ridos, se observaron valores mayores para estos dos analitos
en individuos con NAFLD, colesterol total con una mediana
de 193.2 mg/dL, valor que se ubica dentro del rango normal,
y triglicéridos con mediana por encima de los valores nor-
males e igual a 173.7 mg/dL, al comparar por grupos sélo
se hallaron diferencias significativas para colesterol total
(p<0.05) (Tabla 3).

Expresion diferencial de genes

Fue evaluada la expresion de genes relacionada con el
proceso fibrogénico, en los pacientes con NAFLD y el gru-
po con factores de riesgo (sin NAFLD). Se estudiaron diez
muestras, porque fueron los individuos que aceptaron ceder
las muestras por parte de la unidad de patologia. Los genes
analizados fueron el factor de crecimiento transformante beta
1 (TGE-P1), coldgeno 1 alfa 2 (Col1A2), metaloproteinasa
20 (MMP20), y en las condiciones del experimento el nivel
de ARNm hepético fue detectado.

El ARNm de TGF-B1 (con NAFLD vs control:
p<0.0001; sin NAFLD vs control: p<0.0001) y el ARNm

Tabla 3. Niveles plasmdticos de los pardmetros bioquimicos estudiados en los participantes.

de COL1A2 (con NAFLD vs control: p=0.002; sin NAFLD
vs control: p=0.955) mostraron un patrén de expresion cre-
ciente a mayor grado de lesion hepdtica, en hepatocitos del
control sano no se observoé expresion del ARNm (excepcion
para COL1A2), mientras que en los tejidos hepaticos de los
individuos con factores de riesgo, como los pacientes diag-
nosticados con NAFLD se observé expresion de los genes,
siendo mayor la de este tltimo. E1l ARNm de MMP20 se
mantuvo sin modulacién (sin expresién del gen) en todas
las condiciones del experimento (con NAFLD vs control:
p=0.068; sin NAFLD vs Control: p=0.181). Se utilizé
GUSB como gen normalizador para cada gen analizado, se
realizaron tres experimentos de PCR independientemente
(Figura 1).

Discusion

La enfermedad de higado graso tiene una creciente pre-
valencia a nivel global en los tltimos afios, con riesgo de in-
cremento por factores de riesgo como la obesidad, diabetes,
hipertension arterial, con lo cual es extensamente estudiada
a nivel mundial por ser un problema de salud publica. Los
estudios moleculares en NAFLD se han realizado en su
mayoria en modelos animales, y han involucrado TGF-3
como una citoquina con un papel crucial en la fibrogénesis
en la enfermedad hepética crénica, se ha observado una
sefializacidn persistente que resulta en una desregulacion de
mecanismos normales de sintesis - degradacién de matriz
extracelular y por ende en su excesiva acumulacién (12, 13).

Este estudio analizé expresion de genes relacionados con
el proceso fibrogénico en los procesos iniciales de la lesién
en individuos con NAFLD y en individuos con factores de

Mediciones bioquimicas

Total participantes Con NAFLD Sin NAFLD

Me [RI] Me [RI] Me [RI] r

ALT (U/L) 38 [20 - 129] 76 [28-133] 27 [19-105] 0.073
AST (U/L) 38 [19-70] 495 [19-92.5] 29 [20-67] 0.356
AST/ALT 1.0 [0.75-1.29] 0.84 [0.53-1.24] 1.05 [0.83-1.30] 0.116
Bilirrubina total (mg/dL) 0.90 [0.47-2.80] 0.74 [0.47-1.41] 091 [0.535-2.95] 0.967
Bilirrubina directa (mg/dL) 0.46 [0.19-2.11] 051 [0.28-1.15] 041 [0.185-1.97] 0.561
Bilirrubina indirecta (mg/dL) 0.34 [0.16-0.60] 023 [0.18-0.4] 0.38 [0.18-0.65] 0.256
GGT (U/L) 201 [52 - 384] 136 [54-146] 258 [47-586] 0.671
Albumina (g/dL) 3.29 [2.70-3.50] 342 [3.16-3.925] 3.17 [2.61-3.43] 0.172
TP (segundos) 10.7 [9.9-12.2] 10.5 [10.3-14.1] 10.7 [10-11.9] 0416
TPT (segundos) 25.7 [22.8-29.5] 2535 [21.9-27.05] 26 [23.1-29.9] 0.336
INR 1.00 [0.93-1.10] 1.04 [0.96-1.24] 1 [0.935-1.07] 0311
Glicemia 99.5 [85.1-121.9] 108 4 [85.7-131.4] 98.3 [85.1-120.7] 0.348
Colesterol total (mg/dL) 168 [139 - 202] 193.2 [170.3 - 214.2] 159.7 [137.4-194.5] 0.009*
Triglicéridos (mg/dL) 152 [133 - 199] 173.7 [133.9 —243.3] 151.77 [133.8-189.9] 0217
Fosfatasa alcalina (U/L) 307 [217 - 469] 376 [275-477.5] 279 [208 - 468] 0452
Creatinina 0.84 [0.69-1.01] 0.755 [0.55-1.05] 0,86 [0.75-0.97] 0.166
Plaquetas 322500 [239250 - 428750] 317000 [258500 - 430000] 325000 [239500 - 425000] 0918
ME, mediana; RI, Rango intercuartilico; ALT, Alanina aminotransferasa; AST, Aspartato aminotransferasa; GGT, Gamma glutamil transferasa; TP, Tiempo de protrombina;
TPT, Tiempo parcial de tromboplastina; INR, International Rormalizad Ratio; * Estadisticamente significativo.
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Sin NAFLD Con NAFLD Control

TGF-p1 »
coL1A2 b
MMP20 »
GUSB P

0,30
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Niveles relatives del ARNm de COL1A2 con respecto a

0,00- -
SN NAFLD

Con NAFLD

Control

Miveles relativos del ARNm de TGF-B1 con respecto a
GUSB

Niveles relatives del ARNm de MMP20 con respecto a

GUsSB

0.257

0,159

0.0

Sin NAFLD Con NAFLD

0,107

0,089

0,067

0,04

Con NAFLD

Cortrel

Figura 1. Expresion génica de TGF-31, COLIA2 Y MMP20 mediante amplificacion por PCR convencional en tejido hepdtico de individuos con factores de riesgo sin desarrollo de NAFLD, de
individuos con NAFLD y en control sano. Se utiliza GUSB como gen de referencia. A. Amplificacion por PCR en geles de agarosa 1% de TGF-31, COLIA2 Y MMP20. B. Niveles de expresion
relativa del ARNm de TGF-f31 con respecto a GUSB por grupos. C. Niveles de expresion relativa del ARNm de COLIA2 con respecto a GUSB por grupos. D. Niveles de expresion relativa del
ARNm de MMP20 con respecto a GUSB por grupos. Los asteriscos indican valores de p<0,05 al comparar los grupos Sin NAFLD / Con NAFLD frente al control.

riesgo relacionados a NAFLD en busqueda de biomarcado-
res ttiles en la préctica clinica.

En las caracteristicas sociodemogréficas, se observo en el
total de los individuos mayor proporcién del género femenino
procedentes del drea urbana, comportamiento que se mantuvo
al clasificar a los individuos de estudio por grupos segtin el
diagnéstico ecografico (con NAFLD o sin NAFLD); este
comportamiento es muy similar a estudios previos (14, 15).
Al igual que otros autores, la procedencia del drea urbana, ha
permitido confirmar que la urbanizacién ha incrementado la
frecuencia de trastornos como la diabetes mellitus, obesidad,
dislipidemia e HTA (16-19), posiblemente debido a habitos de
vida poco saludables que conllevan también a IMC relevantes,
tales como los valores hallados en este estudio. El indice de
masa corporal de los individuos en estudio es una variable
que muchos autores también han utilizado para estimar la
obesidad atin con sus limitaciones, ademds algunos informes
demuestran la asociacion entre un mayor indice de masa cor-
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poral (IMC), la diabetes y el riesgo de padecer higado graso
no alcohdlico (20, 21).

Confirmamos, la hipertension arterial como el factor de
riesgo mds frecuente en los pacientes con NAFLD tal como
se ha documentado (22), seguido de obesidad, diabetes
mellitus y dislipidemia significativa, en concordancia con
lo reportado en otros estudios (4, 23-28). Estos factores de
riesgo, de alguna manera conllevan a resistencia a la insulina,
cuyos mecanismos bioquimicos incluyen desregulacién en
la secrecién de adipoquinas, disminuyendo asi la adipo-
nectina e incrementando la secrecién de TNFa (citoquina
que promueve la resistencia a la insulina local y sistémica),
esto conlleva a inhibicién de la lipolisis del triacilglicerol y
favorece el flujo de 4cidos grasos no esterificados al higado
consecuente a la excesiva acumulacion hepética de lipidos
(3,29,30). La presencia de hiperinsulinemia o resistencia a
la insulina y la asociacién con algunas de las caracteristicas
del sindrome metabdlico, confirma que NAFLD constituye
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el componente hepdtico del mismo, pero en el estudio no
se considerd la contribucién relativa de cada componente
del sindrome metabdlico al riesgo de NAFLD (31). El co-
lesterol total plasmético fue significativo al comparar entre
los grupos estudiados, contrario a los resultados reportados
por Sepeliotes y col. en individuos seleccionados a partir
del Framingham Heart Study, que no hallaron valores de
colesterol que condujeran a relacionar los niveles altos de
este metabolito con presentar NAFLD (32). Por su parte,
Shen y col. y Kim y col., al comparar individuos con y sin
diagnéstico de NAFLD encuentran diferencias significativas
tanto para colesterol total como para triglicéridos (33, 34).
En referencia a las transaminasas, nuestro estudio no mostro
diferencias significativas en los grupos estudiados pero, estos
valores no garantizan la ausencia de lesién hepética como
se ha reportado en la literatura (35-37).

Esta investigacion, al igual que otros estudios también
presenta limitaciones, la mds importante es la aceptacién para
participar en el estudio molecular por tan sélo 10 individuos.
Asf mismo, el uso de ultrasonografia para el diagndstico de
esteatosis. La ultrasonografia posee una sensibilidad en la
deteccion de infiltracion grasa en el higado estimada entre 87 y
100% y una especificidad entre 84 y 89% (38), pero la biopsia
hepdtica representa mayor sensibilidad pero, esta practica no
es factible ni es éticamente justificado en una condicién de
bajo riesgo de progresién que no defina tratamiento, por tanto
para estos estudios es vélido el uso ultrasonografia para definir
el grupo de individuos con NAFLD (39, 40).

Mostramos que los cambios de expresion de genes
TGF-f1, COL1A2 fueron mds prominentes en el grupo de
individuos con NAFLD, sugiriendo desbalance entre acu-
mulo de COL1A2 secretado por las células estrelladas del
higado (HSC) conducente a fibrogénesis, y la regulacion a
la baja de MMP20 que lo degrada. Un aspecto importante
de nuestros resultados es que el grupo de factores de riesgo
se comport6 de forma similar al grupo con NAFLD, con
lo que se podria pensar, que el aumento de la expresién de
TGF-f en higado podria ser importante en la progresion de
las complicaciones hepdticas y a la progresion a hepatocar-
cinoma, con lo cual no debe ser desestimada.

Los niveles de expresion de TGF-31 en los individuos con
factores de riesgo y atin mds en los individuos con NAFLD
sugiere una constante sefializacién por parte de esta citoquina
en el tiempo, lo que es de resaltar ya que la estimulacién
autocrina de TGF-f a los miofibroblastos desencadenan
activacion de la via Smad, este hecho ha sido observado en
enfermedades crénicas hepdticas en modelos animales y
podria ser una razén del excesivo efecto del TGF-[3 durante
la progresidn a fibrosis hepética, con lo cual, el TGF-f podria
ser un marcador clinico de dafio hepético que merece mas
estudios. Diferentes autores han evaluado la activacién de
la via de sefializacion TGF-/Smad en ratones observando
en etapa temprana infiltracién de grasa en algunos hepato-
citos hasta la presencia evidente de fibrosis, dichos estudios
revelaron mayor expresién de Coldgeno tipo I a1 y TGF-f31
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en tejido hepatico (8, 41). Del mismo modo, Starkel y col.
evidenciaron incremento en la expresiéon de TGF-p1 y
deposicién de coldgeno en tejido hepdtico de ratones con
esteatohepatitis (42). La expresion de COL1A2 confirma atin
mds, la accién del TGF-3, y sugiere una evidencia de lo que
se ha visto en modelos animales de enfermedades crénicas
hepaticas, en los cuales se ha demostrado la localizacién de
marcadores como procoldgenos 1 A2 (43).

Al igual que los ensayos antes mencionados en mode-
los animales, Greco y col. y Sookoian y col., evaluaron la
expresion génica en tejido hepdtico humano de pacientes
con NAFLD, encontrando genes relacionados con el me-
tabolismo lipidico y genes implicados en la remodelacién
de la matriz extracelular (44, 45). Estos hallazgos permiten
confirmar con mayor certeza los resultados obtenidos en
nuestro estudio al sugerir la activacion de la via de sefiali-
zacién del TGF-f en tejido hepdtico durante la esteatosis,
e incluso, la expresién de TGF- f§ en hepatocitos desde el
momento mismo que se presentan factores de riesgo que
hacen mucho mads probable la aparicion de esta patologia,
estimulando la deposicién de mayor cantidad de coldgeno
y contribuyendo con una posible progresion a fibrosis de no
tomar medidas que reviertan dicho proceso.

Por otra parte, la regulacién a la baja de la MMP20 en
todos los individuos analizados es muy interesante y amerita
mayores estudios, ya que estudios han reportado que en las
fases tempranas de lesién hepatica, se activan HSC carac-
terizadas por generacion de MMPs y degradacién local de
la matriz normal del higado y favorecer la regeneracion del
tejido (46). Pero los datos muestran una regulacién a la baja
de MMP20, atin en el higado de los individuos con factores
de riesgo, lo que hipotéticamente sugiere que las vias donde
participa como proliferacién del hepatocito, apoptosis pue-
den estar afectadas en estos individuos.

A nivel de Cartagena de Indias es el primer estudio
molecular de activacion temprana de genes implicados en
la génesis de la fibrosis en pacientes con NAFLD y con
factores asociados en humanos. Los resultados sugieren
una activacién de las vias de sefalizacién que conducen
a fibrogénesis y su posible progresion a hepatocarcinoma
en la condicién de factores de riesgo para NAFLD (HTA,
obesidad, diabetes mellitus), y mucho mds acentuada en
los pacientes con NAFLD, con lo cual este estudio amerita
seguir evaluando las vias moleculares e intervenir en los
individuos con factores de riesgo.
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