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RESUMEN

La obesidad es un problema que se ha convertido rapidamente en una patologia
de gran importancia. Actualmente en México existe un aumento del 39.1% del sobrepeso
en la poblacion adulta (Secretaria de Salud, 2019) y un 36.1% de la poblacién con
obesidad; en datos de obesidad infantil poseemos el 1°" lugar a nivel mundial. Esta
patologia trae consigo una enfermedad que ha tomado gran importancia en estos ultimos
afios como lo es Diabetes Mellitus tipo 2 la cual ha tenido un aumento en la cantidad de
persona que sufren este padecimiento, llegando a la cantidad de 8.6 millones de adultos
jovenes que lo padecen.

A este trastorno se le ha asociado otras comorbilidades, que aumentan su
probabilidad de padecerlo, como son problemas cardiovasculares (dislipidemias),
sindrome metabdlico que forman parte de factores de riesgo que pueden ser
modificables (dieta, genética, tabaquismo, alcoholismo) y a una disminuida actividad

fisica.

Otra de las grandes enfermedades que han venido en aumento es la hipertension
arterial y que poco a poco se ha estado presentando en la poblacion que se encuentra
en el rango de edad de: 18 — 35 afios (adulto joven). Se conoce que cerca de 15 millones
de mexicanos viven con hipertensién y mas del 50% de ellos no sigue un tratamiento
para atender esta enfermedad siendo considerada por la OMS la primera causa de

muerte mundial.

El Higado Graso No Alcohdlico (HGNA) es una de las causas mas comunes de
cirrosis, falla hepética y cancer de higado en todo el mundo. Es una entidad clinico-
patolégica compleja que surge de numerosos factores genéticos, ambientales, de
comportamiento, asi como de origen social, que se define como una acumulacién
excesiva de grasa en el higado en forma de triacilglicéridos denominada esteatosis
(histologicamente definida como una infiltracion >5% de triacilgliceridos en los
hepatocitos) y comprende el Higado Graso No Alcohdlico (HGNA) y la esteatohepatitis
no alcoholica. EIl HGNA en personas con indice de Masa Corporal (IMC) igual o superior

a 30 (obesidad) tiene una incidencia que ronda el 98%. Patolégicamente el HGNA puede



conservarse en una simple esteatosis o convertirse en algo mas maligno siendo una
esteatosis hepatica donde se puede progresar a una cirrosis 0, en su transcurso

convertirse en un hepatocarcinoma que es el punto mas grave de esta enfermedad.



INTRODUCCION

La Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA) comprende una serie
de lesiones hepéticas histologicamente similares a las inducidas por el alcohol
(inflamacién hepética generalizada, hepatocitos dafiados con citoplasma granular, gran
acumulacion de lipidos en el hepatocito) en personas con un consumo muy escaso, el
cual segun R. Bernal-Reyes, 2019 lo indica como un consumo mayor de 30 g/dia en
hombres y 20 g/dia en mujeres, por otra parte Nwe Ni Than, 2015 lo define como un
consumo menor a 168 g/dia en hombres y 112 g/dia en mujeres y Javier Mora, 2018 lo
refiere como el consumo menor de 20 g/dia en ambos sexos. Se define como una
acumulacion excesiva de grasa en el higado en forma de triglicéridos denominada
esteatosis (histolégicamente infiltracion >5% de triacilglicéridos en los hepatocitos) y
comprende el Higado Graso No Alcohdlico (HGNA) y la Esteatohepatitis No Alcohdlica
(EHNA) (IMSS, 2014).

Para definir a un paciente con esteatosis hepatica se requiere la evidencia ya sea
por imagen o por histologia, ademas de la exclusion de causas secundarias de
acumulacion de grasa hepatica como el consumo significativo de alcohol (entre 20 — 160
g/dia en hombres y 20 — 110 g/dia en mujeres), farmacos, pérdida acelerada de peso y
otras enfermedades hepéticas especificas. La EHGNA puede ser definida de manera
coloquial por las caracteristicas colectivas de obesidad, diabetes, resistencia a la insulina
y dislipidemia, siendo las causas mas comunes de enfermedad hepatica crénica en
occidente. Este dato es relevante entre individuos obesos, donde su incidencia puede
llegar al 98%. Patolégicamente, la EHGNA comprende un espectro completo de
afecciones hepaticas que van desde esteatosis relativamente benigna y simple hasta la
enfermedad mas agresiva como la esteatohepatitis no alcohdlica. La EHNA a menudo
puede progresar a cirrosis y, a su vez, predispone a hepatocarcinoma. De esto se puede
deducir que una pequefia proporcion de pacientes con EHNA eventualmente desarrollara
cirrosis (35 - 47%) y progresara a hepatocarcinoma (6 — 7%); la creciente incidencia de
obesidad acoplada con sindrome metabdlico indica que una gran proporcion de la

poblacién general es susceptible a EHNA o hepatocarcinoma asociado a EHNA.



La incidencia de esteatosis y su progresion a esteatohepatitis varia entre distintos
grupos étnicos, siendo la poblacién latina (principalmente Mexicoamericana) la que
presenta la mayor prevalencia de esteatosis (58% vs. 44% en caucasicos) asi como la
progresion a esteatohepatitis (19% vs. 9% en caucésicos) (Santos, 2016). Clarence Gill
(2017) demostré que la EHGNA se encuentra presente en cerca el 49.2% de sus
participantes de los cuales el 42.2% eran pacientes masculinos y 57.8% pacientes
femeninos. Estos pacientes con EHGNA demostraron una prevalencia del 70.1% de un
sindrome metabdlico comparado con aquellos que no tienen EHGNA, en los cuales la
prevalencia fue del 38.5%. Estos estudios han demostrado que la prevalencia de HGNA
en jovenes mexicoamericanos incrementa los riegos de ateroesclerosis haciéndola una
enfermedad de riesgo poblacional la cual incrementa anualmente con el aumento de las

comorbilidades.

Brea (2017) sefiala que la importancia de la EHGNA radica en su alta prevalencia
en nuestras sociedades occidentales y, desde el punto de vista hepatico, en su
progresiva evolucion desde esteatosis a esteatohepatitis, cirrosis y cancer de higado.
Durante la ultima década se ha observado que la EHGNA da lugar a un incremento del
riesgo cardiovascular donde se ve acelerada la arteriosclerosis de las enfermedades

cardiovasculares lo que conlleva a su principal causa de morbimortalidad.

Los avances significativos en la tecnologia “6mica” y en el analisis de datos nos
han proporcionado informacién importante sobre la fisiopatologia, epidemiologia,
diagnéstico y tratamiento de la EHGNA contribuyendo a la creacion de modelos para el
diagnéstico y estadificacion de la enfermedad donde se ha conseguido posibles dianas
terapéuticas. Ciertas “Omicas” han dado un enfoque amplio donde su aplicacion se ha
usado para identificar pacientes con alto riesgo (genémica) de padecerla, poder evaluar
el efecto de los tratamientos en mecanismos fisiopatoldgicos clave (transcriptémica) o

para desarrollar herramientas de diagndéstico no invasivas (metabolémica).

Aun hay desafios considerables que deben superarse para aumentar los
beneficios y la reproducibilidad de los resultados derivados del uso de estas tecnologias

en la investigacion de EHGNA:



a) Aspectos técnicos: el estudio en la mayoria de los procedimientos “émicos”
logra proporcionar resultados que son relativos y no absolutos para los parametros
medidos. Estos resultados relativos derivan a menudo después de la normalizacion al
indicio de la existencia de sindrome metabdlico. El ruido de fondo, la calidad de la
muestra, las diferencias en las capacidades entre las maquinas de espectrometria de
masas Y el nivel de confianza en la identificacién de las especies quimicas investigadas
(lipidos, proteinas, etc.) pueden tener un impacto importante en las concentraciones
relativas finales y poner en peligro la reproducibilidad de los resultados, especialmente

al validar herramientas de diagndstico no invasivas basadas en las “Omicas”.

b) Disefio del estudio - Aspectos clinicos: algunos aspectos metodoldgicos
relacionados con el disefio del estudio logran tener un impacto significativo en la
interpretacion de los resultados de las “dmicas”, principalmente en el desarrollo de
pruebas no invasivas. Por ejemplo, un modelo de diagndstico realizado en una poblacién
de pacientes de una clinica del higado, la cual tiene una alta prevalencia de fibrosis
avanzada, puede no funcionar de manera correcta usandose en poblacién general donde
la fibrosis avanzada es menos comun. Ademas, la mayoria de los estudios “6micos” se
han realizado hasta el momento en poblaciones pequefias o en cohortes con excluyentes
especificos. Por lo tanto, estos modelos a menudo no tienen en cuenta la heterogeneidad
de la poblacion, lo cual es crucial para la precision de todos los paneles de diagnéstico
no invasivos. Esto se ha demostrado repetidamente en estudios que se centraron en
pacientes con sobrepeso, obesidad y especialmente con DM-2. Se evaluaron varios y
diversos paneles de biomarcadores (incluidos SteatoTest, ActiTest, NashTest-2,
cytokeratin-18, FibroTest, OWLiver tests), pero ninguno de ellos demostrd un
rendimiento 6ptimo para diagnosticar EHNA, especialmente en pacientes con DM-2 (Bril,

et al., 2018) (Bril, et al., 2020).

c) Muy pocas pruebas han sido evaluadas con visién de futuro: es un paso
muy importante, donde otros algoritmos que son mas “simples” o algunos en modalidad
de imagenes no han podido atravesar(Bril, Barb, Lomonaco, Lai, & K., 2020). También,

dependiendo de su mecanismo de funcién, los medicamentos pueden tener diferentes



niveles de impacto en el perfil metabdlico en el higado, lo que puede afectar el
metaboloma circulante y su capacidad para reflejar el estadio de la enfermedad.

En conjunto, los modelos de diagnostico basados en las “Omicas” aun no han
logrado alcanzar niveles excepcionales de rendimiento, mientras que los estudios cuyos
resultados han sido satisfactorios deben analizarse con cautela y validarse
repetidamente en cohortes grandes de pacientes, tanto de manera transversal como

prospectiva.

Conforme se analizaron los estudios relacionados con estas ciencias “Omicas” se
dio un enfoque donde, en primer lugar, se pueda desarrollar modelos no invasivos que
sean capaces de identificar a aquellos pacientes que tienen mas probabilidades de
padecer o no padecer EHNA en la seleccién con biopsia hepatica del ensayo clinico,
acelerando asi el reclutamiento del estudio. Sin embargo, el objetivo final sigue siendo
poder reemplazar la biopsia hepética con pruebas diagnosticas no invasivas altamente
precisas y especificas tanto en ensayos clinicos como, en un futuro préximo, en la rutina
clinica diaria para poder incluir y establecer la importancia de esta patologia en la
poblacién mundial y, sobre todo, mexicana al conocer los datos donde nos colocan como

primer lugar en obesidad infantil.



OBJETIVOS

> General.

Revisar la literatura cientifica referente al estudio del Higado Graso No Alcohdlico
relacionada con su epidemiologia, diagndéstico, tratamiento y enfoques empleados
para su estudio. Se centrara el trabajo en la aplicacion de las ciencias “0micas”

para el estudio de este padecimiento.

» Particulares.
Establecer la importancia de esta patologia en la poblacion mundial y mexicana.
Realizar un analisis del Higado Graso No Alcohdlico con las comorbilidades
asociadas y/o sindrome metabdlico que se ven asociados a modificaciones
epigenéticas, generando cambios fenotipicos, que estan reportadas en la

literatura.

Analizar los estudios relacionados con las ciencias “Omicas” enfocados al Higado

Graso No Alcohdlico.



METODOLOGIA

Este trabajo es una revision de la literatura especializada en EHGNA, realizada
principalmente durante el periodo 2015 — 2023, considerando que pueda incluirse
informacion relevante publicado en afios anteriores. La consulta de la informacion se
realiz6 en diversas bases de datos cientificas como son PubMed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), ELSEVIER (https://lwww.elsevier.com/es-mx),
Science Direct (https://www.sciencedirect.com/), y bibliotecas digitales de la Universidad
Nacional Autonoma de México.

La busqueda en las bases de datos se realiz6 utilizando los siguientes términos: higado
graso, enfermedad del higado graso no alcohdlico, ciencias “6micas” en el higado graso,
técnicas de estudio del higado graso, gendmica, protedémica, transcriptomica y
metaboldmica en el higado graso no alcohdlico. Estos términos también se pudieron
emplear en idioma inglés. Los resultados obtenidos se analizaron y seleccionaron para

conformar el documento.



CAPITULO I: ANTECEDENTES

a) DEFINICION

El higado graso no alcoholico (HGNA) es una enfermedad frecuente y que puede
progresar a un dafio cronico, que comparte muchos elementos del sindrome metabdlico
(SM) el cual, es una entidad clinica caracterizada por la asociacion de varias

enfermedades vinculadas a través de la resistencia a la insulina.

Para poder diagnosticar SM en un individuo se requiere que el individuo tenga al
menos 3 de 5 condiciones que podian ocurrir por si solas, pero tienden a ocurrir juntas
(National Heart, 2021):

» Obesidad abdominal (didmetro abdominal mayor a 90 cm en mujeres y 102 cm
en hombres)

> Nivel alto de triacilglicéridos (>150 mg/dL)

> Nivel bajo de colesterol HDL (<50 mg/dL en mujeres y menor a 40 mg/dL en
hombres)

» Presion arterial alta (mayor a 130/85 mmHQ)

> Nivel alto de glucosa en sangre en ayunas (>100 mg/dL)

Las personas que tienen estos parametros anormales son mas propensas a
padecer enfermedades del sistema circulatorio, infartos cerebrales y del corazén, asi

como afecciones cronico-degenerativas, tales como la EHGNA y sus complicaciones.

Por otro lado, la acumulacion de triacilglicerol (TAG) dentro del higado proviene
de tres fuentes: 59% de los acidos grasos libres circulantes
(AGL); 26% de lipogénesis de novo (LDN);y el 14% de la dieta (Schwarz J.-M.,
2003). Los AGL que ingresan a la circulacion portal experimentan uno de tres destinos:
la B-oxidacion, re-esterificacion a TAG y su exportaciéon como VLDL (lipoproteina de muy
baja densidad); o la re-esterificacién y su almacenamiento dentro del higado. La LDN, es

el proceso mediante el cual los carbohidratos se convierten en lipidos, también


https://www.nhlbi.nih.gov/health/health-topics/topics/hbp

contribuye a la acumulacion de lipidos en el higado. La LDN aumenta en estados de
hiperinsulinemia como la resistencia a la insulina induciendo a una mayor acumulacion
de TAG en el higado. Esta acumulacién de TAG junto con el conjunto de comorbilidades
del sindrome metabdlico da progreso a la EHNA donde el higado empieza a tener una
infiltracion mayor del 5% de TAG ya mencionada para presentar un empeoramiento y
progresion a una fibrosis donde el hepatocito acumula colageno por el polimorfismo en
PNPLA3 1148M el cual se ha visto relacionado a favorecer la progresion de la EHGNA 'y
la fibrosis hepatica (Yu, 2018).

El escenario clinico-patoldgico es similar al observado en la lesion hepatica
inducida por alcohol; sin embargo, ocurre en sujetos sin antecedentes de uso o abuso
de alcohol. En la actualidad es un padecimiento que se presenta con mayor frecuencia y
puede progresar a etapas mas graves e incluso mortales (Figura 1) (Yu, 2018).

Se considera como Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA) y
esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA) a una acumulacion excesiva de grasa en el
higado en forma de triacilglicéridos; histolégicamente es una infiltracion >5% de

triacilgliceridos del volumen total de los hepatocitos (IMSS, 2014).

La EHGNA ha sido aceptada como una entidad patoldgica en los Ultimos afios del
siglo XX. Esta enfermedad ha tomado un papel muy importante mundialmente al ser
considerada una enfermedad silenciosa que avanza hasta ser detectada en,
posiblemente, un punto grave teniendo como compafiera la cirrosis criptogénica la cual
se define como una cirrosis de etiologia desconocida a pesar de un extenso estudio
clinico, de laboratorio y patolégico y constituye aproximadamente del 5 al 10% de todos

los casos de cirrosis (Nalbantoglu & Jain, 2019).
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Figura 1. Representacion esquematica de la progresién en la EHGNA. Se observa que el
camino natural de la enfermedad principia por una acumulacion de grasa hasta obtener en el 5%
del volumen total de hepatocitos una infiltracion de TAG. Esta infiltracion conlleva a EHNA donde
lo mas comun es progresar a una fibrosis El contraer hepatocarcinoma por higado graso no
alcohdlico es extremadamente raro por lo que existe mayor probabilidad de que progrese a una
fibrosis o cirrosis. Aunque EHGNA proviene en la mitad de los casos de cirrosis criptogénica,
existen una gran proporcién de pacientes con cirrosis donde no se conoce si son asociados a la
EHGNA. Modificado de Yu, 2018.

Actualmente los expertos llegaron a un consenso de que la EHGNA no refleja el
conocimiento actual ni el metabolismo (disfuncién) asociado a la enfermedad del higado
graso, se sugiri6 como un término mas apropiado y general “Higado
Graso Asociado a Disfuncion Metabolica”. Dado que el término EHGNA fue acufiado por
Ludwig en 1980 para describir la enfermedad del higado graso que surge en ausencia
de una ingesta de cantidad significativa de alcohol, la nomenclatura y los criterios para
un diagndstico no se han revisado. Para evaluar mejor la conciencia del médico, la
percepcion de la severidad de esta enfermedad, los patrones de practica para el
diagnoéstico y manejo de EHGNA y EHNA se realizé una encuesta donde la conclusion,
tanto para los médicos como para los pacientes es que ambos subestiman la gravedad

de la enfermedad del higado graso (Fouad, Gomaa, Semida, Ghany, & Attia, 2020).

Hay una falta sustancial de conocimiento sobre las diferencias entre EHGNA y
EHNA y, aunque se esta diagnosticando a pacientes con EHGNA/EHNA estos son

gestionados y atendidos a menudo fuera de las recomendaciones de directrices actuales.



El cambio de EHGNA a “Higado Graso Asociado a Disfuncién Metabdlica” parece
aumentar la concienciacion entre los médicos y pacientes. (Fouad, Gomaa, Semida,
Ghany, & Attia, 2020).

Esto abre la puerta a los esfuerzos de la comunidad cinetifica para actualizar la
nomenclatura y sub-fenotipo de la enfermedad con el fin de acelerar el camino de

traslacion hacia nuevos tratamientos (M., Sanyal, George, & Panel., 2020)

b) PREVALENCIA

La EHGNA es la enfermedad hepatica mas comun en los paises de Occidente,
con una prevalencia mundial reportada del 6-35%. La incidencia de cirrosis y EHNA estan
en aumento y, actualmente, es la segunda causa de trasplante hepatico en Estados
Unidos dénde se ha tenido un incremento del 170% entre 2004 y 2013 (Bellentani, 2017).

Se ha reportado que la prevalencia mas alta de EHGNA se encuentra en Medio
Oriente con un 31.79% y en América del Sur con un 30.45%; y la méas baja se reporta en
Africa con un 13.48% (Bellentani, 2017).

La region de Asia y el Pacifico alberga a mas de la mitad de la poblacion mundial
con EHGNA representando del 62 al 66% de las muertes mundiales por enfermedades
hepaticas en 2015, donde el 54% de estas muertes son ocasionadas por cirrosis de las
cuales del 72 al 77% de ellas son debido al carcinoma hepatocelular. Ademas, la
infeccidn crénica por el virus de la hepatitis B (VHB) causé mas de la mitad de las muertes
por cirrosis en la region, seguida por aquellas ocasionadas a consecuencia del consumo
de alcohol (20.8%), enfermedad del higado graso no alcohdlico (12,1%) e infeccién
cronica por el virus de la hepatitis C (VHC; 15.7%) (Sarin, et al, 2020). Aunque la EHGNA
se ha considerado un problema solo en los paises occidentales, varios estudios asiaticos
han informado de un aumento en su prevalencia (Méndez-Sanchez et al., 2018). La
creciente prevalencia de EHGNA en Asia se debe, como se ha mencionado
anteriormente, a la tendencia creciente de la obesidad en este continente, por lo que se
ha informado que la prevalencia actual de EHNA en Asia es de alrededor del 25% al

30% (Méndez-Sanchez, et al, 2018). Shanghai, Hong Kong y China central son las



ciudades con las tasas de prevalencia més altas de EHGNA con un 38.17%, 28.8% y
245%, respectivamente (Wei et al., 2015). Estos datos son alarmantes debido a que es
evidente que la obesidad y las enfermedades relacionadas se estan convirtiendo en un

problema grave a nivel mundial.

La prevalencia de la EHGNA en Europa se encuentra entre el 20 y el 30%, siendo
notable el aumento debido al incremento de la obesidad en las Ultimas cuatro décadas
en un es 23.7% (Pimpin, et al, 2018)

Como los datos indican la EHGNA afecta a casi un tercio de la poblacion
mundial, México es uno de los paises cuya poblacion tiene varios factores de riesgo
asociados a este padecimiento y su prevalencia podria superar el 50%. Segun Méndez-
Sanchez et al., 2018 la prevalencia mundial actual de EGHNA es del 59,.1%. En México,
se cuentan con pocos estudios que evallUen la prevalencia de EHGNA, por lo que no se
conoce con exactitud. Historicamente en el afio 2006 Lizardiy Cols. realizaron un analisis
de 2503 expedientes clinicos (1843 hombres y 660 mujeres) en un rango de edad de
entre 15 y los 80 afios, durante un periodo de tiempo comprendido de enero/1999 a
agosto/2002. Durante este estudio se encontré una prevalencia de 14.3% de EHGNA en
poblacién asintomética mexicana, de los cuales 84.12% eran hombres y 15.87% eran
mujeres. Posteriormente, en el afio 2012, un grupo de investigadores encontrdé que la
prevalencia de EHGNA en poblacion mexicana (193 participantes de los cuales fueron
122 hombres y 71 mujeres) que padecian sindrome metabdlico fue de 82.9%,
prevalencia que es mayor también en hombres (89.9%) que en mujeres (761%) (Castro-
Martinez, et al. 2012). Otro reporte sobre poblacion mexicana reciente demostré una
prevalencia de esteatosis hepética del 49.19% en la poblacién general (Brisefio P, et al.
2018).

Como se ha mencionado anteriormente la EHGNA se encuentra asociada a
diversas comorbilidades metabdlicas que se incluyen a continuacion, con su porcentaje

de mayor prevalencia en esta enfermedad:



e Dislipidemia (69.16%), al estar caracterizada por TAG elevados aumenta la
infiltracion de ellos en los hepatocitos dando paso a una acumulacion de grasa en
el higado (Mikhailidis, N. & Mantzoros, 2016).

e Obesidad (51.34%), la cual refleja un estado proinflamatorio generalizado con alto
riesgo de comorbilidades metabdlicas que estan muy influenciadas por la
distribucion del tejido adiposo. Esto podria implicar un aumento de la secrecion de
citosinas y adipocinas pro-inflamatorias por parte del tejido adiposo visceral y la
liberacion de AGL en el sistema portal y la circulacion sistémica, lo que causa
dislipidemia y resistencia a la insulina sistémica (Milié, Lulié, & Stimac, 2014)

e Sindrome Metabdlico (42.54%), su presencia predice un mayor riesgo de
desarrollo de la EHGNA en ambos sexos, haciendo improbable la regresion de
infiltracion de grasa al higado y facilitando la progresion hacia esteatohepatitis y
cirrosis (Brea & Puzo, 2010).

e Hipertension arterial (39.34%), existe un vinculo fisiopatoldégico entre las
principales enfermedades cardiovasculares y anomalias metabdlicas asociadas
con la esteatosis hepatica y la rigidez de la pared arterial. Este vinculo se podria
explicar por la generacion de especies reactivas de oxigeno en relacién con los
AGL en los hepatocitos, o que conduce a la peroxidacion de lipidos, produccion
de citocinas y activacion de vias inflamatorias que conllevan a respuestas

oxidativo-inflamatorias en la pared arterial (YC, et al, 2013).

e Diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) (22.51%), la diabetes y la EHGNA son factores de
riesgo reciprocos y, cuando se presentan juntos, aumenta la probabilidad de
desarrollar complicaciones en la diabetes y aumenta el riego de la EHGNA de
progresar a patologias como la cirrosis y el hepatocarcinoma (Hazlehurst, Woods,
Marjot, Cobbold, & Tomlinson, 2016).

En los ultimos 10 afios se ha identificado a la EHGNA como una enfermedad
multisistémica que afecta una gran cantidad de organos que generan enfermedades
como la Diabetes Mellitus (DM) y la enfermedad cardiovascular (ECV), entre otras. Se
ha reportado que mas del 76% de los pacientes con DM-2 tienen EHGNA (Younossi Z,
et al. 2016) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Comorbilidades que se encuentran presentes en EHGNA. Se observa el ejemplo
de un paciente con EHGNA, el cual presenta un conjunto de comorbilidades que aumentan la
probabilidad de padecer EHGNA. En los Ultimos afios se han encontrado algunas enfermedades
gue no se tenian consideradas dentro de la prevalencia de EHGNA como son la psoriasis y la
osteoporosis. Tomada de Lizardi-Cervera, Becerra, Chavez-Tapia, Ramos, & Uribe, 2006.

AOS: apnea obstructiva del suefio; DM: diabetes mellitus; EAP: enfermedad arterial periférica,;
CE: enfermedad coronaria; ECV: enfermedad cardiovascular; ERC; enfermedad renal crénica;
RI: resistencia una la insulina; SOP: sindrome de ovario poliquistico.

c) ETIOLOGIA

Los "estilos de vida" actuales han hecho que muchos de los padecimientos sean
universales, entre ellos la esteatohepatitis no alcohdlica que se relaciona estrechamente
con los habitos alimenticios, la composicion de los alimentos y la poca actividad fisica.
Esta relacion se debe a que los alimentos consumidos en los ultimos afios por la
poblacion tienen un alto contenido energético proveniente de carbohidratos
(generalmente fructosa). Durante el consumo excesivo y sostenido de fructosa, la tasa
de absorcion aumenta haciendo que haya un mayor transito de fructosa hacia el higado,
lo que sugiere una adaptacion fisiologica aumentando la tolerancia hacia los
carbohidratos ante el incremento en la ingesta dietética (Nelson, Lehninger, & Cox,
2013).

Una vez absorbida, la fructosa es transportada al higado, donde es fosforilada por
la enzima fosfofructoquinasa a fructosa-1-fosfato, que se convierte en gliceraldehido-3-

fosfato o dihidroxiacetona fosfato (Figura 1.2). Estas triosas fosfato podran entrar en la



via glucolitica hasta formar piruvato y oxidarse posteriormente a AcetilCoA. (Nelson,
Lehninger, & Cox, 2013)
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Figura 1.2. Metabolismo de la fructosa. La molécula de Acetil CoA provee los carbonos
necesarios para la sintesis de novo de acidos grasos de cadena larga, que posteriormente son
esterificados para formar triglicéridos. Por lo tanto, la fructosa contribuye a la produccion de
triglicéridos hepéticos proporcionando sustrato para la sintesis de acidos grasos y triglicéridos y
activando sistemas de sefializacién para mejorar la produccién de lipidos. Tomado de Baynes &
Dominiczak, 2019.

Es por esta razon que al consumir grandes cantidades de fructosa se estimulan
las vias glucolitica y lipogénica en la célula hepética, lo cual se ve favorecido por el hecho
de que, contrario a la glucosa, la molécula de fructosa entra a la via glicolitica sin pasar
por el punto de regulacion: la reaccion catalizada por la fosfofructocinasa (PFK) que trae
como consecuencia pasos no regulados que permite flujos metabdlicos deletéreos
cuando hay exceso de sustrato (Gugliucc & Rodriguez-Mortera, 2020) (Figura 1.3). La
PFK es inhibida alostéricamente por el citrato y el ATP esto ocurre porque la PFK existe

en dos estados conformacionales; uno llamado “R” y otro llamado “T” y ambos estan en



equilibrio entre si. Cada subunidad de la PFK tiene dos sitios de union para el ATP: un
sitio ATP inhibidor y un sitio ATP sustrato.

El sitio ATP sustrato liga el ATP en ambos estados conformacionales en igual
forma, pero el sitio ATP inhibidor liga casi exclusivamente en estado T. El otro sustrato
(fructosa 6-fosfato) se liga al estado R, pero cuando la concentracién de ATP es alta y
se une al estado T, desplaza el equilibrio hacia dicho estado disminuyendo el estado R
por lo que disminuye la afinidad de la PFK, regulando, por lo tanto, la subsecuente
produccion de triacilglicéridos que aumenta los depdsitos de grasa en el higado, lo
anterior sumado a una actividad fisica reducida lleva a su progreso en la EHGNA

(Hannou, Haslam, McKeown, & Herman, 2018).
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Figura 1.3. Diferencias metabdlicas entre la glucosa y fructosa. 1) la glucosa entra al higado por
la vena porta, 2) conversion en glucégeno, 3) gran parte se va al torrente sanguineo para 4) alimentar
a los tejidos en medida que se libera la insulina, 5) ingresa a musculo y tejido adiposo, 6) da lugar a
glucdlisis, 7) se genera piruvato y posteriormente 8) Acetil CoA (AceCoA) mitocondrial que se usa para
la oxidacién de AGL y muy poca AceCoA sale para lipogénesis de novo (LDN). La fructosa no
abandona el higado en su mayor parte, en cambio, es rapidamente fosforilada por la fructoquinasa C,
evitando los pasos reguladores en la glucdlisis e inundando el sistema, 8) los metabolitos atrapados
tienen un solo destino posible, convertirse (directa o indirectamente) en grasa por LDN, 9) y 10) el
proceso disminuye la oxidacién de AGL por la mitocondria, ya que el Malonil CoA inhibe el transporte
de AGL a la mitocondria, 11) Las triosas también se transforman en un metabolito téxico, el Metilglioxal,
el cual mediante procesos de destoxificacion puede convertirse a D-lactato. Tomado de Gugliucc &
Rodriguez-Mortera, 2020.

Existe una alta asociacion entre esta enfermedad hepatica y el sindrome
metabdlico, donde la dislipidemia, particularmente la hipertriacilgliceridemia (HTAG),
también ha sido asociada con la esteatosis hepatica. Sin embargo, a pesar del hecho de
gue la mayoria de los pacientes tienen sobrepeso u obesidad, se ha observado que la
EHGNA también puede ocurrir en pacientes con normopeso y se le ha asociado como
un factor de riesgo cardiovascular independiente en este grupo poblacional (Velazco, et
al. 2019). El mecanismo que desencadena la EHGNA podria explicarse por la teoria de

doble impacto relacionado con la resistencia a la insulina (Day & James, 1998).

1.1 Hipétesis de “doble impacto” (Day & James, 1998)

La LDN hepética se puede ver aumentada mediante la activacion de factores de
transcripcion como la produccién de proteina de uniéon a elementos reguladores de
esterol-1 (SREBP-1), la proteina de union a elementos en respuesta a carbohidratos
(ChREBP) y el receptor gamma activado por proliferacion de peroxisoma (PPAR-y)
(George & Liddle, 2007). SREBP-1 es un factor de transcripcidbn presente en tres
isoformas: SREBP-1a, SREBP-1c que regula la activacién de LDN y es estimulado por

insulina y SREBP-2 el cual participa en la homeostasis del colesterol celular, por lo que



su desregulacion estéd involucrada en la acumulacion de grasa hepatica (Buzzetti,
Pinzani, & Tsochatzis, 2016). E| ChREBP es activado por glucosa y aumenta la LDN,

pero también proporciona mas sustrato para la sintesis de TAG y AGL.

La hipotesis de Day & James indica que existen dos impactos, en el "primer
impacto” se encuentra la reduccion en la capacidad celular para responder a la accién
de la insulina que provoca una hiperinsulinemia compensatoria o insulinoresistencia
debido a que, en los receptores de insulina, el sustrato de los receptores de insulina-2
(IRS-2) cuando se activa puede funcionar como regulador de SREBP-1c e influir en LDN
(Schreuder, Verwer, van Nieuwkerk, & Mulder, 2008). En estados de resistencia a la
insulina, el IRS-2 es regulado a la baja, por lo tanto, SREBP-1c se encuentra
sobreexpresado y la LDN esta regulado al alza (Buzzetti, Pinzani, & Tsochatzis, 2016).
Ademas, se inhibe la B-oxidacion de los AG en estados de resistencia a la insulina, lo
que promueve un aumento de la LDN y un incremento en la inhibicién de la lipdlisis del
tejido adiposo aumentando el flujo de acidos grasos al higado (Buzzetti, Pinzani, &
Tsochatzis, 2016)

La absorcion de glucosa disminuye en el masculo esquelético, mientras que en el
hepatocito la hiperinsulinemia, que es ocasionada por los AGL al inducir defectos en la
sefal de insulina a través de la activacion de serina-cinasas (aquellas que controlan
procesos celulares como el metabolismo) (Shoelson, Lee, & Goldfine, 2006), aumenta la
gluconeogénesis, disminuye la sintesis de glucégeno y aumenta la absorcién de AGL
alterando asi el transporte de triacilglicéridos como la lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL) e inhibe la B-oxidacion. Ademas, la insulina tiene una accion potente para
suprimir la lipélisis del tejido adiposo en estados de resistencia, esta supresion se ve
afectada, lo que resulta en aumento de la salida de AGL al higado

El tejido adiposo, mas alla de su funcion de un deposito de almacenamiento de
grasa es un 6rgano endocrino, capaz de producir y liberar proteinas biolégicamente
activas llamadas adipocinas, la cuales desempefian una funcion muy importante en la
regulacion de procesos metabdlicos, tanto locales como sistémicos, cumpliendo una
auténtica funcion endocrina. Estas adipocinas incluyen leptina, adiponectina, factor de

necrosis tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). Se ha sugerido que la liberacion de



adipocinas puede verse afectada de manera especifica y jugar un papel clave en la
fisiopatologia de las anomalias metabdlicas (Boutari & Mantzoros, 2019).

La adiponectina media el efecto de la sensibilizacion a la insulina mediante la
union a sus receptores AdipoR1 y AdipoR2, lo que lleva a la activacion de la cinasa
dependiente de adenosina monofosfato (AMPK) y el receptor alfa activado por
proliferacion de peroxisoma (PPAR-a). La concentracion plasmatica de la adiponectina
esta inversamente asociada con el peso corporal, el IMC y, mas importante, con la
obesidad central y la resistencia a la insulina, por tanto, los niveles de adiponectina se
asocian fuertemente con el riesgo de enfermedad hepatica (Polyzos, Kountouras, &
Mantzoros, 2019)

Por otra lado, la accion de la leptina es inhibir el apetito gracias a su isoforma
ObRb que activa el transductor de sefal y activador de la via de sefalizacion de
transcripcion-3 (STAT3) conduciendo a una disminucion de la expresion de
proopiomelancortina (POMC) y un fenotipo ligeramente encima del normopeso (Barrios-
Correa, Estrada, & Contreras, 2018); ademas, estimula la termogénesis ya que al estar
las adipocinas estrictamente reguladas por el Sistema Nervioso Simpatico (SNS) este
promueve la movilizacion de grasas estimulandola de esta manera (Caron, Lee,
Elmquist, & Gautron, 2018); también mejora la oxidacién de acidos grasos aumentando
la actividad de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) (enzima que ayuda a controlar el
crecimiento celular) y reduce los triglicéridos en el higado, en el corazén y el musculo
esquelético. La leptina reduce la actividad de la AcetilCoA carboxilasa aumentando asi
la actividad de AMPK, lo que resulta en un aumento de la oxidacién de acidos grasos
(Liu, et al, 2019); disminuye la glucosa activando la via de PI3K lo que aumenta la
sensibilidad de la insulina para reducir los niveles de glucosa en sangre (Buzzetti et al.,
2016)

Se ha reportado una asociacion de dos polimorfismos funcionales, -11377G/C y
+ 45T/G, del gen de la adiponectina con la presencia y severidad de EHGNA.
Observando que el genotipo mutante homocigoto para — 11377 (GG) y +45 (GG) se
asocio significativamente con la aparicion de EHGNA con respecto a otras variantes
genéticas identificadas como, -11426A / G, -11391G / Ay + 276G / T, ya que las



frecuencias alélicas fueron muy similares tanto en pacientes como en controles (Gupta,
et al, 2012). Se ha observado una correlacion significativa entre el aumento del IMC y
los niveles mas altos de leptina, lo que confirma que la leptina podria ser el factor que
promueve la esteatosis y la fibrosis hepaticas actuando como citocina
profibrética; ademas, podria ser el mediador (o al menos uno de los mediadores) que
explique la asociacion entre la obesidad y la aparicion de EHGNA (Bungau, et al, 2020).

La leptina aumenta la sensibilidad de las células a la insulina, lo que demuestra
que en pacientes con prediabetes existe una resistencia a la acciéon de la leptina que
conduce a un aumento de los niveles de insulina. La concentracion sanguinea de insulina
y leptina en pacientes obesos es elevada, demostrandose experimentalmente que la
insulina estimula la produccion y secreciéon de leptina por las células adiposas (Tiwari-
Heckler, Gan-Schreier, Stremmel, Chamulitrat, & Pathil, 2018). Por el contrario, los
niveles altos de insulina alteran la respuesta fisiol6gica del hipotalamo a la leptina para
reducir el apetito, de esta manera el sobrepeso y la obesidad generan por si mismos una
acumulacion de peso que generan un ciclo que se repite (Lustig, Sen, Soberman, &

Velasquez-Mieyer, 2004).

Se conoce como “segundo impacto” a la consecuencia de la oxidacion y estrés en
los hepatocitos, que inicialmente se compensa con mecanismos antioxidantes celulares.
Sin embargo, la sobrecarga hepatica de AGL genera radicales libres de oxigeno en la
mitocondria que actla sobre los 4cidos grasos de las membranas celulares provocando
peroxidacion lipidica conllevando a la pérdida de fluidez, una caida en el potencial de
membrana, aumento de la permeabilidad de la membrana a protones e iones calcio v,
finalmente a la ruptura de las membranas celulares debido a las deformidades (Catala,
2011). Las especies reactivas de oxigeno inducen en las células de Kupffer y los

hepatocitos la sintesis de citocinas proinflamatorias, tales como:

e El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), que activa la via de las caspasas y
conduce a la apoptosis de los hepatocitos

e El factor de crecimiento transformador -1 (TGF-$1);

e Elligando Fas que causa la muerte entre los hepatocitos adyacentes

e Lainterleucina-8 (IL-8), que es un potente quimiotactico de neutrofilos



La Figura 1.4 muestra el mecanismo de esta teoria de doble impacto.
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Figura 1.4. Mecanismo de teoria de doble impacto. Los factores dietéticos y ambientales sumados
a la obesidad que presenta el paciente conducen a niveles séricos elevados de &cidos grasos y
colesterol, desarrollo de resistencia a la insulina, proliferacion y disfuncién de adipocitos y cambios en
el microbioma intestinal. La resistencia a la insulina actia sobre el tejido adiposo aumentando la
disfuncion de los adipocitos, induce lipdlisis y la liberacién de adipocinas y citocinas proinflamatorias
tales como el TNF-a y la IL-6. En el higado, la resistencia a la insulina amplifica la LDN. El aumento
del flujo de AGL hepaticos que se deriva de los procesos anteriores y de una actividad alterada del
microbioma intestinal conduce a dos situaciones diferentes: sintesis y acumulacion de triglicéridos y
niveles “téxicos” de acidos grasos, colesterol libre y otros metabolitos lipidicos que causan disfuncién
mitocondrial con estrés oxidativo, asi como la produccion de especies reactivas de oxigeno y estrés
en el reticulo endoplasmico (RE) con la activacién de respuesta protéica desplegada (RPD), todo lo
cual conduce a inflamacion hepatica. Ademas, la permeabilidad del intestino delgado se puede mejorar
con el consiguiente aumento de los niveles circulantes de moléculas que contribuyen a la activacion
del estrés del RE, como el LPS, y a la liberacion de citocinas proinflamatorias. Tomado de Buzzetti
et al., 2016.

1.2 Hipoétesis de lipotoxicidad

La grasa se acumula en el higado de pacientes con EHGNA principalmente en
forma de triacilglicéridos. Los triacilglicéridos se derivan de la esterificacion de glicerol y
AGL. Una vez sintetizados, los triacilglicéridos entran en reservas de almacenamiento o

secretoras. Los AGL se derivan de la dieta o del tejido adiposo a través de lipdlisis y/o



de LDN hepético. Una vez en los hepatocitos, los AGL experimentan actividad de la Acil-
CoA sintetasa catalizando la sintesis de Acil-CoA de AGL de cadena larga para ser
transportados a la mitocondria donde entraran a esterificacion de p- oxidacion (Buzzetti
et al., 2016).

La inhibicién de la incorporacion de triacilglicéridos en las nuevas VLDL provoca
una secrecion alterada de triglicéridos y, por lo tanto, la acumulacion de triacilglicéridos
a células hepéticas sin dafio; por otro lado, la inhibicion de la expresion de la diacilglicerol
acetiltransferasa (DGAT2) (que cataliza la formacion de un enlace éster de Acil-CoA de
un AG de cadena larga y el grupo hidroxilo libre del diacilglicerol), una enzima clave
involucrada en la formacién de triacilglicéridos, da como resultado una reduccion de los
triglicéridos intrahepéticos y el consiguiente aumento de la oxidacién de AGL y con ello
la progresion de la esteatohepatitis (Buzzetti et al., 2016).

Por lo tanto, el aumento de la concentracion de triglicéridos es un epifenomeno
que ocurre simultdneamente con la generacion de metabolitos toxicos, lipotoxicidad y
dafo hepético (Figura 1.5). La LDN hepéatica se puede aumentar mediante la activacién
de factores de transcripcion como SREBP-1, ChREBP y PPAR. (Neuschwander-Tetri,
2017). SREBP-1 es un factor de transcripcion presente en tres isoformas: mientras que
SREBP-1c regula la activacién de LDN y es estimulado por insulina, SREBP-2 esta
involucrado en la homeostasis del colesterol celular, por lo tanto, su desregulacion esta
involucrada en la acumulacion de lipidos hepatica. La ChREBP es activada por glucosa
y aumenta la LDN, pero también proporciona mas sustrato para la sintesis de triglicéridos
y AGL.

La resistencia a la insulina es uno de los factores que predispone al desarrollo de
EHGNA vy la progresibn a EHNA, es fundamental para el establecimiento de la
lipotoxicidad, el estrés oxidativo y la activacion de la cascada inflamatoria (Koehler et al.,
2016).
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Figura 1.5. Lesion lipotéxica de patogénesis de EHNA. Los sustratos metabdlicos primarios provienen de
la glucosa y fructosa que se convierten en acidos grasos en el higado, ademas de los propios acidos grasos
gue se entregan al higado desde el tejido adiposo. Desde esta perspectiva, las anomalias mas préximas en la
patogenia de la EHNA son el suministro de un exceso de carbohidratos y acidos grasos en la dieta. Los
carbohidratos se pueden convertir en acidos grasos a través del proceso de mdltiples enzimas de LDN y el
factor de transcripcion SREBP1c. Los acidos grasos en el higado pueden ser oxidados por las mitocondrias o
convertirse nuevamente en triglicéridos para exportarlos a la sangre como VLDL. En el contexto de una
sobrecarga de sustratos de carbohidratos y acidos grasos o deterioro de las vias de eliminacion de acidos
grasos, 0 quizds mas probablemente una combinacién de ambos, los &cidos grasos pueden promover la
generacion de especies lipotoxicas (p. Ej., Diacilgliceroles (DAG), ceramidas, LPC que median el estrés del
reticulo endoplasmico, la disfuncién mitocondrial, la lesion hepatocelular, la inflamacién y la apoptosis para
producir el fenotipo histolégico actualmente llamado EHNA. Modificada de Neuschwander-Tetri, 2017.



1.3 Fisiopatologia

La EHGNA, esta asociada con obesidad, sindrome metabdlico, DM-2, resistencia
a la insulina, hiperlipidemia y enfermedad cardiovascular, que a menudo pueden cursar
juntas. El tejido adiposo es considerado un reservorio de grasa y un importante 6rgano
endocrino secretor de multiples moléculas, entre ellas factores inflamatorios
(lipotoxicidad). Los desérdenes que ocurren en el sindrome metabdlico son el resultado
de una produccion anormal de citocinas que dan entrada a una respuesta inflamatoria
donde existe un incremento de sustancias proinflamatorias en relacion con las sustancias

antiinflamatorias (Figura 1.6).

FISIOPATOLOGIA DE EHGNA
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Figura 1.6. Mecanismos de dafio celular de las dos vias. Ambas vias provienen del mismo
factor, la resistencia a la insulina, donde conducira a una esteatosis. La sobre nutricion conduce
directamente a la esteatosis hepatica y a la obesidad, situaciéon que lleva a la inflamacién del
hepatocito, por incremento de leptina conduciendo a una mayor resistencia a la insulina, esto
produce un aumento de los acidos grasos libres, el colesterol y la esteatosis hepatica. La DM-2
se ha mencionado que es factor reciproco de la EHGNA donde su descontrol lleva a una
progresion de la enfermedad. Autoria propia.

Los mecanismos de dafio celular en el hepatocito pueden ser de dos tipos
diferentes, aquellos mecanismos de dafio directo que estan relacionados con la
citotoxicidad de los hepatocitos donde existe una excesiva acumulaciéon de acidos grasos

intra hepatocitarios con disrupcion de la membrana en muy altas concentraciones y, por



otra parte, la inhibicién de la Na*/K* ATPasa y la desregulacién del calcio intracelular que
ocasiona dafio indirecto por efectos cito-tdéxicos de la peroxidacion lipidica de los &cidos

grasos (Coronel, et al. 2016).

En las dos vias de dafio hepético, los productos finales de la peroxidacién de
lipidos, el 4-hidroxinenal (HNE) y el monodialdehido (MDA), también estan involucrados
en la patogénesis del higado el dafio debido a la toxicidad de manera directa, y puede
intervenir en la formacién del cuerpo de Mallory que son inclusiones hialinas
citoplasmaticas de hepatocitos las cuales se pensaban que eran especificas de la
hepatitis alcohdlica y se ha demostrado que ocurren en enfermedades hepaticas como
la EHNA (Kurtovic & Limaiem, 2021). Esta formacion de cuerpos de Mallory genera un
aumento en la sintesis de coldgeno que lleva a la aparicion de células muertas en el
higado, estas células que han muerto poco a poco empiezan a tener gran importancia
en el higado ya que empiezan a formar en diferentes sitios una fibrosis y posiblemente
generan una fibrosis maligna que puede transitar a hepatocarcinoma (Velazco, et al.
2019).

Para las vias mostradas, existen algunos factores que se ven implicados en la

patogénesis de la EHGNA:

e Aumento en los niveles de ferritina sérica, asi mismo, la expresiéon de receptores
de transferrina aumenta el hierro en el higado generando asi radicales hidroxilos
(Datz, Muller, & Aigner, 2017).

e La adinopectina juega un papel muy importante debido a su capacidad
antiinflamatoria, antiaterosclerética, antilipogénica y sus efectos hipoglucémicos,
también se ha visto que tiene un mecanismo de proteccién para el desarrollo del
higado graso y su capacidad de actuar contra las células muertas inhibiendo la
fibrogénesis. Se han identificado dos receptores de adiponectina: el tipo | el cual
se encuentra en el musculo esquelético y el tipo 1l que se encuentra en el higado
(donde su disminucidon se ha asociado con un mayor grado de esteatosis)
(Shabalala, et al, 2020).



1.4 Influencia de la microbiota intestinal: eje intestino-higado.

Al recibir mas del 50% de su suministro de sangre, el higado es uno de los érganos
mas expuestos a las toxinas del intestino y también representa la primera linea de
defensa contra los productos derivados de bacterias. La comunicacion cruzada entre el
huésped y la microbiota en la interfaz de la mucosa intestinal es fundamental para el
desarrollo y la homeostasis del sistema inmunoldgico innato y adaptativo del huésped
(Ma, Zhou, & Li, 2017).

Se han caracterizado los cambios en la abundancia y diversidad de la microbiota
intestinal que la han relacionado con la progresion de la EHGNA. Cada etapa de EHGNA
tiene una firma de microbiota intestinal especial (Aron-Wisnewsky, et al., 2017). La
gravedad de EHGNA se ha asociado con disbiosis y pérdida de funciones metabdlicas

bacterianas comensales.

Bacteroides y Firmicutes representan mas del 90 % de la microbiota intestinal
humana, mientras que otros phyla de bacterias se encuentran menos representados tales
como Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria y Cyanobacteria
(Xiang, Sun, Liu, She, & Chen, 2022).

Existen tres clases principales de bacterias (Bacilos, Clostridia y Mollicutes) que
abarcan mas de 250 géneros se incluyen en Firmicutes, dentro de los cuales casi todos
son Gram positivos (Rinninella, et al., 2019). Por el contrario, todas las bacterias
intestinales pertenecientes al filo Bacteroidetes son Gram negativos, compuestos
principalmente por los géneros

de Bacteroides, Prevotella, Alistipes y Parabacteroides (Rinninella, et al., 2019).

Saltzman y colaboradores postulan en su estudio la teoria de que la EHGNA esta
intimamente asociada con la alteracién del equilibrio entre Firmicutes y Protoebacteria
de las cuales encuentran un aumento mientras que los Bacteroides disminuyen. Aunque
se sefala la asociacion entre el aumento de la abundancia de Firmicutes intestinales y
la EHGNA, Bastian y colaboradores confirman los resultados previamente mencionados

en los cuales el crecimiento excesivo de Bacteroides desempeiia un papel clave en el



desarrollo de la EHGNA. Ademés, a nivel de familia bacteriana se ha reportado un
aumento de Enterobacteriaceae, asi como una disminucion de
Rikenellaceae y Ruminococcaceae. Mientras que a nivel de género bacteriano
Escherichia, Dorea, Peptoniphilus estan aumentados y Anaerosporobacter,
Coprococcus, Eubacterium, Faecalibacterium y Provotella se encuentran disminuidos
(Aron-Wisnewsky, et al., 2017)

Los cambios de la microbiota en la EHNA se superponen con la esteatosis y se
identifican diferencias especialmente en aquellos diagnosticados con EHNA con
fibrosis. Por ejemplo, Eubacterium rectale aumenta en la EHGNA moderadamente
grave, pero disminuye en la EHNA con fibrosis gracias a los metabolitos derivados del
microbioma intestinal (lactato, etanol, TMAO) o la induccion en la disminucién de los
acidos biliares totales que a su vez pueden afectar la sefalizacion del receptor X
fernesoide (FXR) en la EHGNA. En comparaciéon con la esteatosis, el microbioma
intestinal asociado con EHNA se presenta con una mayor abundancia de Bacteroides
mientras que con fibrosis se presenta un aumento significativo de Ruminococcus
(Boursier, et al., 2016).

Schwimmer,et al., en 2019 estudiaron la microbiota intestinal de nifios del Centro
Clinico de San Diego con EHGNA e informaron que la EHGNA tenia una diversidad alfa
(la rigueza de especies de una comunidad a la que consideramos como homogénea y
esta diversidad puede ser medida segun el nimero de especies presentes o0 bien segun
la distancia filogenética que hay entre ellas) mas baja de microbiota intestinal en
comparacion con los controles sanos, mientras que EHNA tenia la diversidad alfa mas
baja. La expresion de genes implicados en la sintesis de lipopolisacaridos (LPS) en la
microbiota intestinal aumenté en EHNA en comparacién con la esteatosis, mientras que
el aumento de la expresion génica de la biosintesis flagelar en EHNA indico fibrosis
(Kolodziejczyk, Zheng, Shibolet, & Elinav, 2019).

Ademas, la gravedad de EHGNA se asocia con un aumento en la abundancia
fecal de Bacteroides, acompafiado de una disminucién en el nivel de Prevotella, este
hallazgo es consistente con la evidencia de que Bacteroidesy Prevotella son
competidores. Se sabe que la composicion de la dieta influye en el equilibrio



entre Bacteroides y Prevotella en el intestino: las dietas occidentales ricas en grasas,
proteinas animales y carbohidratos favorecen a Bacteroides; mientras que las dietas de
la sociedad agraria ricas en fibra, almidon y polisacaridos vegetales promueven
la abundancia de Prevotella (Boursier, et al., 2016) (Figura 1.10). Otra evidencia sugiere
qgue la abundancia fecal de Anaerosporobacter y Faecalibacterium es menor, mientras
que Allisonella y Parabacteroides son mayores en pacientes con EHNA (Chen & Vitetta,
2020). La secuenciacion del metagenoma reveld gue Bacteroides
vulgatus y Eubacterium rectale presentan la mayor abundancia en las heces de EHGNA
leve y moderada, mientras que Bacteroides vulgatus y Escherichia coli son los mas
abundantes en la fibrosis hepética (Chen & Vitetta, 2020).
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Figura 1.10. Relacion entre EHNA en la biopsia hepatica y Ila abundancia
de Bacteroides o Prevotellaen el intestino. a/b: Los pacientes con EHNA tenian una mayor
abundancia de Bacteroides intestinales (p=0,013) y una menor abundancia
de Prevotella (p=0,053). C: Como estas bacterias actian como competidores, la abundancia de
Bacteroides y Prevotella tuvo una relaciéon inversa. D: Tasa de pacientes con EHNA en funcién de los
terciles de recuento relativo de Bacteroides. La tasa de EHNA fue significativamente menor en
pacientes con baja abundancia de Bacteroides (tercil 1). * p<0.02 vs 1ler tercil. Tomada de Boursier, et
al., 2016.

Del Chierico y colaboradores demostraron en su estudio que, en comparacion con
controles sanos, las bacterias Ruminococcus, Blautia y Dorea aumentaron en pacientes
con EHNA, mientras que Oscillospira disminuyd. Ademas, la progresion de HGNA a
EHNA también se acompafia de cambios en la microbiota intestinal, pero los estudios
recientes son insuficientes. De manera similar, Schwimmer, et al., 2019 encontré que los
pacientes con EGHNA tenian una mayor abundancia de Oscillibacter, Lactonifactor,
Akkermansia y Enterococcus, mientras que los pacientes con EHNA estaban
acompafnados de una mayor abundancia de Lactobacillus y Oribacterium.

En conjunto, multiples estudios clinicos han demostrado que los cambios en la
composicion de la microbiota intestinal son comunes en pacientes con EHGNA/EHNA,
pero dichos cambios siguen siendo en gran medida inconsistentes y contradictorios
debido a la heterogeneidad de la distribucion relativa de la microbiota intestinal. Por lo
tanto, se necesitan con urgencia mas estudios para aclarar los cambios en la
composicion de la microbiota intestinal en cada etapa de EHNA, incluso comenzando
desde la etapa saludable, y esto tiene implicaciones positivas para los futuros
tratamientos de EHNA al enfocarse en la microbiota intestinal individual de pacientes con

los mismos criterios de inclusion y exclusion.

El lipopolisacéarido (LPS), es un compuesto estructural asociado a patdgenos
presente en la membrana externa de las bacterias Gram negativas, el cual se comporta
como una endotoxina ya que puede iniciar una fuerte respuesta inmunoldgica y sirve
como una sefal de advertencia temprana de una infeccion bacteriana. ElI LPS induce
inflamacion a través de la activacién del receptor tipo Toll 4 (TLR4), el cual se expresa
en células inmunitarias tales como los macrofagos en muchos otros tipos de células no

inmunitarias como los hepatocitos y los adipocitos.



Bajo condiciones normales el epitelio intestinal actia como una barrera para
prevenir la translocacion de factores derivados de las bacterias. Sin embargo, el aumento
de peso, la dieta alta en grasas y el aumento de la exposicion a los acidos grasos pueden
alterar la funcion de barrera intestinal permitiendo la translocacién de LPS (Schoeler &
Caesar, 2019). Esto da como resultado un aumento moderado en los niveles de LPS en
la sangre, lo que se define como una endotoxina metabdlica generando una condicién
relacionada con alteraciones metabdlicas como dislipidemia, resistencia a la insulina,

EHGNA y enfermedades cardiovasculares (Kitabatake, et al, 2017) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Dieta rica en grasas y resistencia a la insulina. La dieta alta en grasas modula la
microbiota e induce una alteracion en la barrera intestinal asociada con un aumento en la absorcion y
los niveles circulantes de LPS y aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) asi como una reduccion
en acetato, propionato, butirato y acidos biliares secundarios. El LPS induce inflamacién subclinica,
resistencia a la insulina y aumento de la masa adiposa. Un aumento en los BCAA circulantes se asocia
con un riesgo cinco veces mayor de desarrollar DM-2. Una disminucion afecta la expresion de
proteinas de unién estrecha, lo que contribuye a una mayor permeabilidad intestinal. Los acidos biliares
secundarios activan la secrecién del péptido 1 similar al glucagén (GLP1), que puede proteger contra
la resistencia a la insulina. Estas alteraciones contribuyen a desarrollar resistencia a la insulina. Los
LPS y una dieta rica en grasas provocan una respuesta inflamatoria similar en el tejido muscular,
adiposo y hepatico que viene determinada por el aumento de la expresién de TNF-q, interleucina-1 (IL-
1), interleucina-6 (IL-6) y el inhibidor 1 del activador del plasminégeno (PAI-1) promoviendo un
desarrollo de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina hasta provocar la DM-2 (Manco, Putignani, &
Bottazzo, 2010). Modificado de Saad, Santos, & Prada, 2016.

Ciertos patrones de diversidad de microbiomas pueden mejorar la permeabilidad
de la mucosa intestinal y provocar lipopolisacaridemia. Los pacientes con EHGNA tienen
una permeabilidad intestinal significativamente mayor y una mayor prevalencia de
sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado en comparaciéon con los controles

sanos (Buzzetti, Pinzani, & Tsochatzis, 2016).

También se ha demostrado que los acidos biliares influyen en el metabolismo de
los lipidos del huésped. Los acidos biliares primarios se sintetizan a partir del colesterol
y Se conjugan con taurina o glicina en el higado, se almacenan en la vesicula biliar y se
excretan en el duodeno después de la ingestion de alimentos para ayudar a la
emulsificacion de los lipidos de la dieta. La mayoria de los acidos biliares se reabsorben
y se recirculan al higado, pero la desconjugacién del grupo glicina o taurina, mediada por
bacterias, reduce la reabsorcion. Los &cidos biliares desconjugados se pueden
metabolizar aln mas a acidos biliares secundarios a través de la deshidrogenacion,
deshidroxilacion y epimerizacién por bacterias del colon. El procesamiento microbiano
da como resultado una reserva de acidos biliares mas hidrofébica y facilita la excrecion

en las heces (Arab, Karpen, Dawson, Arrese, & M., 2017).



Ademas los acidos biliares pueden actuar como moléculas de sefalizacién que
regulan el metabolismo del huésped al unirse al receptor X farnesoide del receptor
nuclear (FXR) y al receptor de acidos biliares acoplado a la proteina G Takeda, TGR5.
El receptor FXR participa en la regulacion del metabolismo de los lipidos, especialmente
en el trafico, la sintesis y la utilizacién de triglicéridos (Schoeler & Caesar, 2019) (Figura
1.8). Por lo tanto, el procesamiento microbiano de los acidos biliares puede influir en el

metabolismo de los lipidos a través de la interaccion con FXR.
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Figura 1.8. Mecanismo de FXR. FXR forma un heterodimero con el receptor retinoico X (RXR), lo que
suprime la expresion de CYP7A1L, la enzima limitante de la velocidad en la biosintesis de acidos
biliares, lo que conduce a una conversion hepética atenuada de colesterol en acidos biliares. La
supresion dependiente de CYP7AL por FXR esta mediada por dos mecanismos: (1) en el higado, FXR
induce la expresion del pequefio heterodimero asociado (SHP), que a su vez inhibe la expresién de
CYP7A1L; (2) en el intestino, FXR aumenta los niveles del factor de crecimiento de fibroblastos
circulante 19 (FGF19), lo que reduce la expresiéon de CYP7A1 y citocromo P45 12a-hidroxilasa B1
(CYP8B1), lo que conduce a la inhibicién de la sintesis de acidos biliares. Modificada de Shapiro,
Kolodziejczyk, Halstuch, & Elinav, 2018.

Los acidos biliares se han implicado en la patogenia de la EHGNA. Se ha
demostrado que los pacientes con EHNA tienen una composicion de acidos biliares
primarios (acido colico y quenodesoxicolico) fecales alterada en concentraciones altas y

correlacionando positivamente con esteatosis, edema celular y fibrosis (Mouzaki, et al.,

2016). Ademas, se ha informado una relacién inversa entre el factor de crecimiento de



fibroblastos 19 (FGF19), una hormona regulada por FXR producida en el ileon, y EHNA
(Alisi, et al., 2013). La importancia de comprender la interaccion entre la microbiota
intestinal, los acidos biliares y la homeostasis de los lipidos se destaca por los esfuerzos
para utilizar los acidos biliares como tratamientos para EHGNA y EHNA. Sin embargo,
hasta la fecha, no se ha realizado ningun estudio clinico dirigido a la microbiota intestinal
para modificar especificamente la sefializacion de FXR en EHGNA o EHNA.

La microbiota intestinal metaboliza los nutrientes que contienen metilamina, como
la colina, la lecitina y la L-carnitina para generar trimetilamina (TMA) (Figura 1.9), que
luego se procesa en N-6xido de trimetilamina (TMAO) mediante la enzima llamada flavin
monooxigenasas (FMO) en el higado. Los niveles de TMAO se han correlacionado con
el riesgo de eventos cardiovasculares (Arias et al., 2020). FMO3 es la enzima principal
que convierte TMA en TMAO. La caida de FMOS3 da resultado una reduccion de las
areas de las lesiones ateroscleroticas, un metabolismo alterado de los lipidos como el
colesterol y una disminucion de los niveles plasmaticos de TMAO (Shih, et al, 2015). Se
ha verificado que TMAO exacerba la esteatosis hepatica al bloquear la sefializacion de
FXR activada por acidos biliares (Ji, Yin, Sun, & Zhang, 2020). La expresiéon de FMO3
esta regulada por &cidos biliares por un mecanismo que involucra FXR, por lo tanto, el
procesamiento de los acidos biliares por la microbiota intestinal podria ser un mecanismo
alternativo por el cual la microbiota intestinal regula la produccién de TMAO (Arias, et al,
2020).
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Figura 1.9. Mecanismos que relacionan la microbiota intestinal con el metabolismo de los
lipidos y las condiciones fisiopatoldgicas asociadas con la dislipidemia. Los &cidos grasos
de cadena corta regulan el metabolismo de los lipidos del huésped al suministrarle energia y mejorandolo
en los tejidos periféricos. La microbiota intestinal transforma la colina y la L-carnitina en TMA. La TMA se
transforma en TMAO que puede promover un aumento de la aterosclerosis a través de mecanismos
relacionados con el metabolismo de los lipidos y la inflamacion. Los acidos biliares regulan el metabolismo
al unirse a FXR y a TGR5 en tejidos diferentes. La desconjugacion de los acidos biliares reduce la absorcion
y aumenta la excrecion de los &cidos biliares. El aumento de la permeabilidad intestinal facilita la
translocacion de LPS sobre el epitelio intestinal. Los LPS inducen inflamacion a través de TLR4 que puede
resultar en perturbaciones metabdlicas y contribuir al desarrollo de enfermedades metabdlicas. El HDL
puede neutralizar el efecto toxico del LPS. También se ha demostrado que el butirato y el propionato activan
PPARYy, la activacion de PPARYy inducida por los &cidos grasos de cadena corta modula el metabolismo de
los lipidos a través del aumento del gasto de energia, la reduccion del peso corporal y la disminucion de la
acumulacién de triacilglicéridos en el higado. Modificado de Schoeler & Caesar, 2019.

Abreviaturas: PPARYy, receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma; GPR43, receptores
acoplados a proteina G GPR43 (FFAR2); GPR41, receptores acoplados a proteina G GPR43
(FFAR3); AGCC, acido graso de cadena corta; PYY, péptido YY; TLR4, receptor tipo toll 4.



CAPITULO Il: LA GENOMICA EN EL ESTUDIO DE LA
EHGNA

La palabra genoma procede del latin “genus”, que puede traducirse como “linaje”,
“nacimiento” o incluso “estirpe”. Es el conjunto de la sucesién de nucleétidos que forma
el acido desoxirribonucleico (ADN) de una especie o de un individuo (Genoma, 2022).
Puede decirse, por lo tanto, que el genoma es el material genético. Cabe destacar que
los nucledtidos son compuestos organicos que se constituyen con un acido fosférico, una
base nitrogenada y un carbohidrato. En el caso del ADN, el carbohidrato en cuestion es
la desoxirribosa y el nucleétido recibe el nombre de desoxirribonucledétido.

La secuencia de desoxirribonucleotidos presente en el ADN determina el genoma.
Este contiene a los cromosomas, los cuales son filamentos condensados de ADN que
se hallan en el nucleo de las células, con un niumero constante en las células de cada
especie. El genoma comprende tanto al ADN del nicleo como al ADN mitocondrial donde
su conjunto define la forma completa de la naturaleza de un organismo vivo. El genoma
humano es considerado el patrimonio completo de informacién genética, comprendida
por veinte mil genes organizados en 46 cromosomas que estan ubicados en el nucleo
de las células (Drouet & Leon, 2017).

En el 2008 Romeo, et al., realizé el primer estudio de asociacibn de genoma
completo (GWAS) de HGNA en una poblacion multiétnica de 2000 pacientes (con
ascendencia europea, hispana y afroamericana) tomando mas de 9000 mutaciones no
sindnimas, definidas como sustituciones nucleotidicas que cambian un aminoacido por
otro. El estudio identificé que la mutacion o polimorfismo (mutacion en la secuencia de
ADN gue esta presente en al menos uno por ciento de la poblacion) (Polimorfismo, 2021)
no sindnima rs738409 C>G p.l1148M del dominio que contiene la enzima fosfolipasa-3
similar a patatina (PNPLA3) se asoci6 significativamente con el aumento de los niveles
de grasa hepética y la susceptibilidad a la EHNA. Los analisis posteriores demostraron
gue PNPLA3 rs738409 también se asocia con niveles de grasa hepatica y con
inflamacion hepatica aumentando la gravedad de la enfermedad y su progresion natural.
Ademas de que presenta una frecuencia mas alta de este alelo en poblacion hispana.



La proteina PNLPA3 es también conocida como adinopurina y en los mamiferos
incluye las hidrolasas lipidicas con especificidad a diversos sustratos como lo son TAG,
fosfolipidos y ésteres de retinol. Esta proteina de 481 aminoacidos comparte un papel
con PNPLA2 sumamente importante en el metabolismo de TAG al ser mediadora de la
velocidad en la hidrélisis de los TAG. El gen de PNPLA3 se encuentra en el cromosoma
22 (22913.31) el cual consta de 9 exones con una longitud de 2805 pb y la cual en
humanos posee una ubicacion transmembranal con una alta expresion en hepatocitos
debido a su actividad enzimatica a TAG previniendo la acumulacion de TAG hepaticos
(Drouet & Leon, 2017).

El polimorfismo de la proteina PNPLA3 (Figura 2.1) es peculiar porque al codificar
la sustitucion de isoleucina a metionina en la posicién 148 (1148M) lo hace cerca del
dominio catalitico y, por lo tanto, elimina la actividad hidrolasa (Funuyet-Salas J. , Martin-
Rodriguez, Rupert, & Pérez-San-Gregorio, 2020): Este polimorfismo ademas se presenta
en 77% de la poblacion de origen mexicano con una edad de entre 18 — 70 afios de
edad, las cuales poseen como criterio de seleccién contar con mas de dos generaciones
de familia con residencia en la Ciudad de México. Este porcentaje favorece la
insuficiencia hepética severa en pacientes con el alelo de riesgo incluso en aquellos con
masa corporal mas baja y en edades tempranas. (Martinez,
Kershenobich, & Torre, 2017).
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Figura 2.1. Funcién de PNPLA3. PNPLAS esta altamente expresado en hepatocitos y células
estrelladas hepaticas (células de Ito) humanas. En células humanas, PNPLA3 también es
regulado negativamente por los niveles de retinol intracelular; a nivel celular, PNPLA3 se ubica
en reticulo endoplasmico y membranas de vacuolas lipidicas En ambas células esta proteina se
encuentra en vacuolas lipidicas y tiene actividad hidrolasa frente a triglicéridos y ésteres de
retin en hepatocitos y células de Ito, respectivamente. La mutacion 1148M da como resultado la
pérdida de la funcién de la proteina con retencion de grasa hepatica en los hepatocitos y
retencion de retinol en las células de Ito. Esta mutacion también induce una reduccion en su
actividad de hidrolasa en los TAG monoinsaturados haciendo que su acumulacion reduzca la
secrecion de VLDL del hepatocito. Modificado de Trépo, Romeo, Zucman-Rossi, & Nahon, 2016.
La secrecion de VLDL representa la via de salida de grasa del higado y esta
reduccion puede explicar parcialmente el aumento de la grasa hepatica en portadores de

la mutacién de PNPLA3 (Trépo, Romeo, Zucman-Rossi, & Nahon, 2016).

La segunda mutacion mas estudiada es la no sindnima rs58542926 C>T en el gen
miembro 2 de la superfamilia transmembranal 6 (TM6SF2). La variante codifica para una
sustitucion de Glutamato (E) a lisina (K) en la posicion 167 provocando la retencién de
lipoproteinas de muy baja densidad en el higado y aumenta el contenido de TAG
intrahepatico. En los seres humanos, TM6SF2 se encuentra en el cromosoma 19 y
codifica una proteina de 351 aminoacidos, se expresa principalmente en el higado y el
intestino delgado, se ubica en reticulo endoplasmico y el complejo RE-Golgi. La
evidencia cientifica propuesta por Funuyet-Salas, et al., en 2020 sugiere que TM6SF2
regula la sintesis de colesterol y la secrecién de lipoproteinas (Figura 2.2) y esta
involucrado en el enriquecimiento de TAG a apolipoproteina B100 la cual es una proteina
que participa en la movilizacion del colesterol alrededor del cuerpo en la via de secrecion
de lipoproteinas de muy baja densidad de los hepatocitos.
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Figura 2.2. Funcidon de TM6SF. TM6SF introduce vacuolas lipidicas al aparato de Golgi para convertir
VLDL ricas en TAG (VLDL1), la variante induce la acumulacion de grasa hepética aumentando la
entrada de lipidos en el higado. En sujetos homocigotos para esta variante, hay un impacto especifico
en la sintesis y secrecion de VLDL1 ricas en TAG grandes pero ningln efecto en la secrecién directa
de las VLDL2 mas pequefias y menos ricas en TAG. Elaborado con BioRender

Curiosamente, TM6SF2-rs58542926 est4 asociado con una paradoja clinica,
donde el alelo T (Lys167) esta asociado con un aumento de EHGNA, pero protege contra
las enfermedades cardiovasculares al estar vinculada a una reduccion especifica en la
secrecion hepatica de apolipoproteina B100 teniendo consecuencias para los productos
de la lipolisis de VLDL que estan implicados en la aterosclerosis llevando a
concentraciones reducidas de TAG en plasma y menor riesgo de enfermedad
cardiovascular (Borén, et al., 2020).

Todas estas mutaciones en diferentes proteinas y genes ocasionan que el
hepatocito sufra una respuesta inflamatoria crénica donde logra cambiar su fenotipo de
célula almacenadora de retinol a células analogas activadoras de miofibroblastos que
secretan el colageno responsable de la fibrosis hepatica (Trépo, Romeo, Zucman-Rossi,
& Nahon, 2016). En general el papel de PNPLA3 en la acumulacién de grasa
intrahepética y sus mecanismos moleculares que conectan esta enzima con la

inflamacion y la fibrogénesis siguen sin estar claros.

Otro polimorfismo encontrado se encuentra en la glucocinasa (GCKR) la cual
regula la lipogénesis de novo y la concurrencia de glucosa en los hepatocitos. La
mutacion GCKR (rs1260326) genera una pérdida de funcion de la proteina que codifica
la mutacion de la proteina P446L que se le asocia una reducida capacidad para controlar

la glucoquinasa en respuesta a la fructosa-6-fosfato al no poder unirse alostéricamente



a la proteina reguladora de GCKRP. Esto da como resultado una mejora de las vias
lipogénicas y un aumento de la acumulacion de lipidos hepéticos (Funuyet-Salas et al.,
2020).

Una cuarta mutaciéon de riesgo de EHGNA se encuentra en rs641738 C>T en el
gen tipo canal transmembranal 4 (TMC4) el cual esta vinculado a la region 3' UTR del
dominio de la O-aciltransferasa unido a membrana 7 (MBOAT7). Esta mutacion fue
identificada por primera vez por medio del uso de la metodologia GWAS en pacientes
con cirrosis alcohdlica la cual se correlaciona con una disminucion de la funcion hepatica,
expresion y actividad de MBOAT7; en informes posteriores se ha demostrado que se

asocia con el espectro histologico completo de EHGNA (Buch, et al., 2015) (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Mutaciones de relevancia en EHGNA con sus respectivos genes y funciones Tomada de
Buch, et al., 2015.

Gen Funcion Fenotipo Mutacion Impacto
PNPLA3 Hidrolasa con Aumento en rs738409 C>G Pérdida, a favor
especificidad a frecuencia de de la aparicion
sustratos EHGNA, de la
EHNA, fibrosis enfermedad
y HCC
MBOAT7 Metabolismo de Aumento del rs641738 C>T Pérdida, a favor
fosfolipidos riesgo de de la aparicién
EHGNA, HCC de la
enfermedad
TM6SF2 Secrecion de Aumento en rs58542926 Pérdida, a favor
VLDL frecuencia de C>T de la aparicién
EHGNA, de la
EHNA, fibrosis enfermedad
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rs780094 A>G

rs3750861
G>A

rs12979860
C>T

rs4880 C>T

rs12137855
C>T

rs13412852
C>T

Pérdida, a favor
de la aparicion
de la
enfermedad
Pérdida,
proteccion
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Perdida,
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Protector contra
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Continuaciéon Tabla 2.1.

UCP2 Metabolismo de Disminucion rs695366 G>A Ganar, protector
(Abbasalizad | lipidos de aparicion contra la
Farhangi, mitocondirales  de EGHNA EGHNA
Mohseni,

Farajnia, &

Jafarabadi,

2016)

IRS1 (Bhatt & | Sefalizacion de Aumento de rs1801278 Pérdida, a favor

Guleria, 2021) | insulina fibrosis A>C de la aparicion
de la
enfermedad

MERTK (Cai, | Inmunidad Disminucion rs4374383 Pérdida,

et al., 2020) innata de fibrosis G>A protector contra

la enfermedad

EHGNA es un rasgo hereditario y complejo cuyo componente genético se ha
estudiado en gemelos logrando contribuir al conocimiento de la susceptibilidad genética
de enfermedades complejas comparando el riesgo genético de una enfermedad entre
gemelos monocigoticos y dicigoéticos. Los estudios de asociacion de genes candidatos
se centran en loci seleccionados sobre la base de su funcién conocida o supuesta o de
su plausibilidad bioldgica en la fisiopatologia de la enfermedad. Finalmente, los estudios
funcionales y experimentales tienen como objetivo proporcionar informacion del

mecanismo sobre el papel de una variante o locus de interés en el fenotipo explorado.

Debido a que el enfoque GWAS se denomina "método libre de hipotesis”, puede
identificar genes o vias bioldgicas no informados previamente. Por otro lado, no siempre
podemos entender como los loci identificados contribuyen a la progresion de la
enfermedad. Ademas, GWAS no puede comprobar todos los factores genéticos
asociados a una enfermedad, y los resultados dependen de los sujetos del estudio. Sin



embargo, es mas probable que los GWAS identifiquen el riesgo genético que los estudios
de genes candidatos.

Segun los datos disponibles, las estimaciones de heredabilidad oscilan entre el
20 y el 70 %, segun el disefio del estudio, la etnia y la metodologia utilizada para
caracterizar el fenotipo. Palmer, et al., 2014 encontraron que la esteatosis hepatica era
hereditaria en un 20% a un 34% en familias afroamericanas e hispanoamericanas
después de tener en cuenta la variacion asociada con la edad, el sexo y el consumo de
alcohol. Dentro de este andlisis encontraron que las variantes en o cercade
PNPLA3 (rs738409), PPP1R3B (rs4240624) y NCAN (rs2228603) estaban asociadas en
afroamericanos y PNPLA3 (rs738409) en hispanoamericanos. Speliotes, et al., 2011
informaron que las estimaciones de heredabilidad de la esteatosis hepatica eran del 26%
al 27% en una muestra grande (n = 6629) de sujetos de ascendencia europea.

Todos estos estudios tienen pacientes que se habian sometido a una biopsia de
higado como parte del estudio de diagnéstico de rutina por sospecha de EHGNA que
originalmente se identific6 debido a pruebas bioquimicas anormales (ALT y/o gamma-
glutamiltransferasa) y/o un higado asociado con caracteristicas del sindrome
metabdlico; 0 tener pruebas bioguimicas anormales (ALT y/o gamma-
glutamiltransferasa) y apariencias macroscopicas de un higado esteatdsico en el
momento de la cirugia bariatrica. Se excluyeron los diagnésticos que incluian ingesta
excesiva de alcohol (ingesta de alcohol <20 g/dia para mujeres; <30 g/dia para hombres),
hepatitis viral crénica (hepatitis B y hepatitis C), enfermedades hepaticas autoinmunes,
hemocromatosis hereditaria, deficiencia de a1-antitripsina , enfermedad de Wilson y

dafio hepético inducido por farmacos (Anstee, et al., 2020).

2.1 Epigenética de la EHGNA:

La epigenética es el estudio de la expresion génica y variacion fenotipica que no
es causada por cambios en la secuencia de ADN (Eslam, Valenti, & Romeo, 2018). Las

modificaciones epigenéticas pueden ser causadas por alteraciones en la metilacién del



ADN, modificaciones a las proteinas histonas o la remodelacién de cromatina, asi como
mecanismos basados en ARN como los ARN no codificantes.

Los cambios epigenéticos son alteraciones relativamente estables que pueden
transmitirse a la progenie a través de la division celular, explicando asi los efectos
ambientales sobre el fenotipo, y parte de la heredabilidad faltante de enfermedades
comunes como EHGNA, que no se explica por las variantes de la genética comun.
(Choudhary & Duseja, 2021).

2.1.1 Metilaciones de histonas:

Las modificaciones de los extremos amino terminales de las histonas son factores
clave en el mantenimiento de la estructura de la cromatina y la expresién génica donde
las principales modificaciones son las acetilaciones relacionadas con la activacion de la
transcripcion genética y catalizadas por histonas acetiltransferasas (HAT), y las
desacetilaciones, implicadas en la represion de genes y catalizadas por histonas
desacetilasas (HDAC). El desequilibrio entre ambas enzimas parece influir en la
expresion del gen fenotipico en EHGNA, lo que resulta en dafio hepatico (Del Campo,
Gallego-Duran, Gallego, & Grande, 2018).

La histona desmetilasa que contiene el dominio Jumonji (JMJD)-1C regula
positivamente la expresion de genes implicados en el metabolismo de los lipidos. La
supresion de JIMJD-1C en modelos animales protege de EHGNA inducida por la dieta y

su sobreexpresion aumenta el contenido de grasa en el higado (Hyun & Jung, 2020)

El estrés metabdlico y las lesiones hepéticas agudas pueden inducir la escision
de la proteina H de unién a elementos sensible al monofosfato de adenosina ciclico
(CREBH) quien es mediada por la proteasa del sitio 1 (SP1) y la proteasa del sitio 2
(SP2) siendo importantes al procesar las proteinas de union a los elementos reguladores
de esterol segun las demandas de la biosintesis de lipidos o esterol. La modulacién de

la acetilacion de CREBH puede afectar significativamente la actividad transcripcional de



CREBH y conducir a la alteracion de la homeostasis lipidica asociada con la esteatosis
hepética y la hiperlipidemia (Del Campo, Gallego-Duran, Gallego, & Grande, 2018).

Se sabe que la desacetilasa sirtuina-1 (SIRT1) media la modulacion nutricional y
hormonal del metabolismo energético hepético. La activacion de SIRT1 muestra
potencial contra los mecanismos fisioldégicos relacionados con EHGNA, y se ha
encontrado que sus niveles plasmaticos estdn aumentados en pacientes obesos con
EHGNA (Mariani, y otros, 2015). El efecto beneficioso de la activacién de SIRT1 se ha
relacionado con la modulacion de la actividad de PPAR-a y la oxidacion de acidos grasos

mas que a la remodelacién de la cromatina (Mukhopadhyay, et al., 2017).

Por tanto, SIRT1 podria desempefiar un doble papel, por un lado, como posible
objetivo terapéutico y también como biomarcador no invasivo de EHGNA (Choudhary &
Duseja, 2021).

2.1.2 Metilacion del ADN:

La metilacién del ADN es la adicion de un grupo metilo a una citosina con guanina
como el siguiente nucledétido (llamadas islas CpG) catalizada por ADN metiltransferasas
(DNMT). La metilacién del ADN juega un papel central en la regulacién de la expresion
génica, lo que representa un nivel de regulacién epigenética cominmente asociado con
la represién transcripcional y la accesibilidad a la cromatina. Los patrones aberrantes de
metilacion del ADN afectan la homeostasis celular al representar uno de los cambios
epigenéticos importantes que pueden causar una expresion génica anormal en
EHGNA. Muchas metilaciones tienen lugar en el higado, por lo que la esteatosis hepatica
se ve comunmente desde el punto de vista de la desregulacion del metabolismo del

carbono (Del Campo, Gallego-Duran, Gallego, & Grande, 2018).

La EHGNA se ha asociado principalmente con la hipometilacion muy
probablemente causada por un desequilibrio en el suministro de donantes de metilo
(niveles reducidos de folato) (Juanola, Martinez-Lépez, Francés, & Gbémez-Hurtado,

2021). Ademas, se sabe que varios genes, cuya transcripcion depende de la metilacion



del ADN en EHGNA, se correlacionan con la gravedad de la enfermedad. Los genes
involucrados en la fibrogénesis como TGF-$1, Colageno 1A1 y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) estaban hipometilados y su expresion aumentaba en
etapas mas graves de progresion de EHGNA, lo que indica riesgo de desarrollar fibrosis
(Gerhard, et al., 2018). La proteina de union al factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFBP)-2) a menudo se reprime en pacientes con EHGNA y EHNA a través de la
metilacion. Se ha observado una reduccion de los niveles circulantes de IGFBP2 en
adultos obesos (Hyun & Jung, 2020) y su estado de hipermetilacion se ha correlacionado
con el riesgo de desarrollar DM2 (Juanola, Martinez-Lopez, Francés, & Gémez-Hurtado,
2021), lo que sugiere que el estado epigenético dependiente de la dieta de IGFBP2
podria desempefiar un papel en la patogénesis y la interconexion entre estas

enfermedades.

Los primeros estudios en animales han demostrado que la esteatosis hepética
puede ser inducida por el trastorno del metabolismo de un carbono, asociado con dietas
deficientes en nutrientes de donantes de metilo y reduccion de la metilacion del ADN
hepético (Lee, Kim, Friso, & Choi, 2017). Los nutrientes donantes son folato, metionina,
serina, betaina y colina que finalmente se utilizan para la sintesis de S-adenosilmetionina
(SAM) en el metabolismo de un carbono. Curiosamente, los nutrientes donantes de
metilo solian llamarse "lip6tropos" porque su deficiencia resultdé en una infiltracién grasa
del higado. Después de transferir el grupo metilo, SAM se convierte en S-
adenosilhomocisteina (SAH) perdiendo asi capacidad de metilacion una disminucién en
SAM o un aumento en SAH (Lee, Kim, Friso, & Choi, 2017).

Se ha visto que la perturbacién del metabolismo de un carbono, especialmente el
desequilibrio celular de SAM y SAH, puede alterar el metabolismo de los lipidos
hepaticos para producir higado graso (Zhao, 2018). Por ejemplo, se ha demostrado que
la deficiencia de folato induce acumulacion hepatica de TAG y afecta la expresion de
genes involucrados en la sintesis de acidos grasos (Lee, Kim, Friso, & Choi, 2017). La
deficiencia de folato, transfiere grupos metilo a la ruta de remetilacion de metionina en el
metabolismo de un carbono, reduce la produccion de SAM y, posteriormente, disminuye

la sintesis de novo de fosfatidilcolina acumulando TAG en el higado (Zhao, 2018).



Pirola, et al, en el 2013 utilizO muestras de biopsia de higado de pacientes
humanos con EHGNA, encontr6 que el estado de metilacién del gen deshidrogenasa 6
codificado mitocondrialmente (MT-NDG6) fue significativamente mayor en pacientes con
EHNA que en pacientes con una simple esteatosis. Ademas, la proporcion de ADN
metilado/no metilado de MT-ND6 se asocid significativamente con la puntuacion de
actividad de EHGNA.

En un estudio de casos y controles de pacientes con EHGNA, la metilacion del
promotor del ADN hepatico en el coactivador 1 alfa de PPARy (PGC1-a) quien es un
factor clave en la regulacion de la biogénesis mitocondrial, se correlacion6

significativamente con resistencia periférica a la insulina (Lee, Kim, Friso, & Choi, 2017).

Un estudio epigendmico reciente sugirié que diferencialmente los genes metilados
podrian distinguir a los pacientes con EHNA avanzada de aquellos con esteatosis simple
(Zeybel, et al., 2015), se informaron sitios CpG metilados (76 % hipometilados, 24 %
hipermetilados) en pacientes con EHNA avanzada en comparacion con aquellos que
poseinan esteatosis simple. En EHGNA avanzado, en muchos tejidos habian genes de
reparacion que estaban hipometilados en el higado, mientras que los genes para las vias
metabolicas, incluido el metabolismo de un carbono, fueron hipermetilado (Zeybel, et al.,
2015).

Otro gen destacado pero ahora hipermetilado en EHGNA es el coactivador
gamma del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1a), un regulador
maestro de varios aspectos del metabolismo energético, especialmente la oxidacion de
acidos grasos y la biogénesis mitocondrial, las cuales son caracteristicas involucradas
en la patogénesis de la grasa en el higado. Los pacientes de EHGNA tienen una
expresion disminuida de PGC1a debido a la metilacién del promotor, que se correlaciona
con defectos mitocondriales y resistencia a la insulina (Juanola, Martinez-Lépez,
Francés, & Gomez-Hurtado, 2021).

La metilacion anormal del ADN parece ser el punto de partida de la carcinogénesis,
especialmente en el carcinoma hepatocelular relacionado con EHGNA. Los metabolitos

derivados del sindrome metabdlico, como la insulina, la glucosa o los lipidos, podrian



alterar la regulacion génica a nivel epigenético, llevando al organismo a un estado

proinflamatorio que altere las vias metabdlicas (Xu, et al., 2017).



CAPITULO lll: LA TRANSCRIPTOMICA EN EL
ESTUDIO DE LA EHGNA

Hasta la fecha, los esfuerzos para examinar los cambios transcriptomicos que
ocurren a medida que avanza la EHGNA han utilizado, en gran medida, técnicas basadas
en microarreglos (Anexo 1) y, por lo tanto, han carecido del enfoque integral
proporcionado por secuenciacion global de ARN (Teufel, et al., 2016) o se han limitado
a cohortes de pacientes relativamente pequefios que no representan adecuadamente a
la enfermedad completamente desde el higado normal pasando por HGNA hasta llegar

a EHNA, exhibiendo etapas progresivas de fibrosis y cirrosis (Gerhard, et al., 2018).

El estudio de la transcriptomica de un organismo en una condicion dada puede
realizarse con diferentes técnicas; estas pueden ser basadas en hibridacion o
secuenciacion. Las técnicas basadas en hibridacion, como los microarreglos, requieren
el conocimiento previo de los transcritos de interés para generar las sondas. Ademas,
se introduce ruido por posibles hibridaciones cruzadas que son inherentes al proceso de
disefio de sondas lo que limita el rango de deteccion a genes previamente descritos
(Rodriguez Cubillos, Perlaza Jiménez, & Bernal Giraldo, 2014). Por su lado, las técnicas
basadas en secuenciacidén tienen mayor alcance; técnicas como SAGE (Serial Analysis
of Gene Expression), CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) y MPSS (Massively
Parallel Signature Sequencing) se basan en la secuenciacion de cDNA, o librerias de
ESTs con Sanger. El nuevo enfoque de interés de la transcriptémica es la secuenciacion
masiva y profunda de RNAs, la cual se denomina RNA-Seq que tiene como objetivo
principal catalogar todos y cada uno de los transcritos (RNA) expresados por una célula

en una condicion especifica.

Gerhard et al., utilizando biopsias de higado de individuos blancos inscritos en el
Programa de Cirugia Bariatrica en el Centro Clinico Geisinger para Nutricion y Control
de Peso realizé un analisis de perfiles de ARNm basado en secuenciacion de muestras
de higado de individuos obesos con hallazgos histologicos normales (forma hexagonal
de hepatocitos, existencia de drenaje venoso por vena porta, conducto biliar,

revestimiento sinusoidal) (Murli Krishna, 2014) y pacientes con EHGNA identificando



genes regulados positivamente solo en la fibrosis, tales como la proteina 1 de union a
AE (AEBP1), la dermatopontina (DPT), la proteina de activacion de fibroblastos a (FAP),
la subunidad B de la integrina 1 (ITGBL1), la proteina A6 de unién al calcio S100
(S100A6), la osteopontina (SPP1)y la estatmina 2 (STMN2) con roles en procesos
biolégicos relevantes para la fibrosis (mantenimiento de matriz extracelular, cicatrizacion
de heridas o funcion del citoesqueleto) o se han asociado previamente con fibrosis

EHNGA en modelos de ratdon con la enfermedad (Wang, et al., 2017).

Este estudio encontr6 16 genes que mostraron una expresion diferencial en la
relacion de fibrosis y cirrosis, dentro de los cuales se encuentran los siguientes:
complemento C7 (C7), molécula CD24, quitinasa 3 similar a 1 (CHI3L1), colageno tipo 1,
cadena a 1 (COL1A1), colageno tipo 1, cadena a 2 (COL1A2), colageno tipo lll, cadena
a 1 (COL3A1), proteina 2 que contiene el dominio Doublecorting (DCDC?2), proteina 1 de
matriz extracelular tipo fibulina contenedora de EGF (EFEMP1), receptor A3 de EPH
(EPHA3), fibulina-5 (FBLN5), proteina de union a GTP sobreexpresada en el musculo
esquelético (GEM), ITGBL1, subunidad de laminina a 2 (LAMA2), proteina de matriz
extracelular codificada por el gen Lum (LUM), SPP1 y proteoglicano de matriz
extracelular codificado por el gen VCAN.

Varios de estos genes han estado implicados en la cirrosis humana. Por
ejemplo, COL1A1 el cual codifica para una proteina de matriz ampliamente expresada
gue contribuye a la fibrosis en una variedad de etiologias de cirrosis (Ma, et at., 2019),
mientras que la regulacidon positiva de COL1A2 en células estrelladas hepaticas se ha
implicado en la fibrosis hepatica inducida por etanol (Ao, Guan, Wang, & Wang, 2019). La
expresion de COL3AL se ha asociado con la fibrosis hepatica por virus de hepatitis C y
EHNA (Kuivaniemi & Tromp, 2019), ITGBL1 interactia con TGFB1 (factor de crecimiento
transformante B 1) para regular la progresion de la fibrosis en pacientes con hepatitis B
(Wang, et al., 2017). Los niveles plasmaticos de SPP1 se han asociado con un mayor
riesgo de fibrosis hepatica en EHNA (Wang, et al., 2022), enfermedad hepatica alcohdlica
(Lazaro, et al., 2015), mientras que los niveles sanguineos de CHI3L1 pudieron distinguir
entre las etapas temprana y avanzada de la fibrosis hepdtica, incluida la cirrosis, en

pacientes con EHGNA (Zhang, et al., 2021). La expresion de LUM, un proteoglicano que



regula el ensamblaje de las fibrillas de colageno aumento con la gravedad de la EHNA 'y
se correlacion6 con la tasa de sintesis fraccional de colageno en la fibrosis por EHNA
(Chang, He, Xiang, & Li, 2021).

Suppli, et al., en 2019 menciona que el uso de marcadores inmunohistoquimicos de
hepatocitos dara un diagndéstico mas efectivo de EHGNA ya que se encontro que muchos
genes encargados de la organizacion y remodelacion de la matriz extracelular, la

apoptosis y proteinas antioxidantes se encuentran sobre expresados (Tabla 3.1)

Tabla 3.1. Genes sobre expresados en EHGNA.

Gen Nombre del gen  Funcion Via de accién Efecto  sobre
EHGNA
MMP2 Metaloproteinasa Remodelaciéon de Organizacion de Inicio de
de matriz 2 matriz extracelular matriz fibrosis
extracelular hepatica

FMNL3 Poteina similar a Adhesién célula- Transduccién de Progresién de
la formina célula, sefal la enfermedad

proliferacion

celular
OTOA Otoancorina Adhesion célula- Metabolismo de Progresion de
célula proteinas la enfermedad

CPXM1 | Carboxipeptidasa Remodelacion de No identificado  Desarrollo de

X1 probable matriz extracelular cirrosis
PROCR | Receptor de Serina proteasa, Hemostasia Progresion de
proteina C Proliferacion la enfermedad
celular

MMP24 | Metaloproteinasa Remodelacién de Organizacién de Progresion de
de matriz 24 matriz extracelular matriz la enfermedad

extracelular




Continuacion taba 3.1.
TNNT1 Troponina T1 de Proteina Contraccion Progresion de
musculo regulatoria de muscular la enfermedad
esquelético lento  filamento
GPC3 Glipican 3 Proliferacion Metabolismo de Progresion a
celular proteinas carcinoma
ADGRGL1 | Receptor de Adhesion célula- No identificado  Progresion de
adhesién G1 célula, receptor de la enfermedad
acoplado a colageno
proteina G
MRC2 Receptor de Remodelacion de Sistemainmune Progresion a
manosa C tipo 2 matriz carcinoma
extracelular,
proliferacion
celular

Pettinelli, et al., en 2018 evaluo el gen AKR1B10 de la familia de las aldo-ceto
reductasa 1 B10 encontrando que se encuentra altamente sobre expresado en pacientes
con EHGNA en comparacion con donadores sanos de higado. La sobre expresién
encontrada podria disminuir el &cido retinoico favoreciendo que esta enfermedad
progrese a un hepatocarcinoma (Figura 3.1). También observé que la expresion
hepatica de AKR1B10 estaba altamente regulada al alza en pacientes con EHGNA en
comparacién con donadores sanos. Una sobre expresion de AKR1B10 acompafada de
una subexpresion de ALDH1A2 y ALDH1A3 puede favorecer la progresion de EHGNA a

hepatocarcinoma.
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Figura 3.1. Metabolismo intracelular del retinol (vitamina A) en el higado. El retinol lo proporciona
nuestra dieta y se transporta a través de quilomicrones al higado, donde se une a la proteina fijadora
de retinol (RBP). El retinol se convierte en éster de retinilo mediante la lecitina retinol aciltransferasa
(LRAT), para su almacenamiento. El retinol se convierte en all-trans-retinal en el higado a través de
dos pasos oxidativos. El primer paso enzimético es la oxidacion reversible de retinol a retinal por tres
tipos de enzimas: 1) miembros de la familia retinal deshidrogenasa (RDH5, RDH10, RDH11), 2) alcohol
deshidrogenasas (ADH1, ADH1B y ADH1C); y 3) deshidrogenasas/reductasas de cadena corta unidas
a la membrana (DHRS3 y DHRS4), todas involucradas en el mantenimiento de un equilibrio entre la
retina y el retinol. El segundo e irreversible paso es la oxidacion del retinal a acido all-trans-retinoico
por parte de la familia retinaldehido deshidrogenasa 1, miembro Al, A2 y A3 (ALDH1A1, ALDH1A2y
ALDH1A3). El exceso de acido all-trans-retinoico, que se une a las proteinas de unidn al &cido retinoico
celular (CRABP1 y CRABP2), no se recicla de nuevo a retinol y debe oxidarse para ser eliminado del
cuerpo por los miembros de la familia CYP26A1 y CYP26B1 del citocromo P450. El acido all-trans-
retinoico recién sintetizado se puede unir a CRABP2. Acido all-trans-retinoico que ingresa al nucleo,
se une a un heterodimero receptor de acido retinoico/receptor X retinoico (RAR/RXR) y estimula la
transcripcion de genes diana. El signo mas (+) indica una expresién aumentada de la enzima
AKR1B10, mientras que el signo menos (-) indica una expresion reducida de las enzimas ALDH1A2 y
ALDH1AS3. Modificado de Pettinelli, et al, 2018.



En un higado sano, las células de Ito mantienen un fenotipo inactivo no
proliferativo que almacena entre el 70 y el 80 % del retinoide hepatico total (vitamina A).
Cuando las células se activan, pierden su reserva de vitamina A intracelular, que conduce
a la transformacion en miofibroblastos productores de colageno dandole una gran
relevancia a AKR1B10 (Pettinelli, et al, 2018). El higado es el érgano mas importante
para el almacenamiento y el metabolismo del retinol y contiene las enzimas para el
metabolismo del retinol. Los pacientes con EHGNA tenian una gran expresion de los
genes: DHRS4 (deshidrogenasa/reductasa 4), RDH11 (retinol deshidrogenasa 11),
ADH1B (deshidrogenasa alcohdlica) y RDH10 (retinol deshidrogenasa 10) que estan
relacionados con el metabolismo del retinol, lo cual podria llevar a una biosintesis
alterada del acido retinoico (Juanola, Martinez-Lépez, Francés, & Gomez-Hurtado,
2021).

En los ultimos afos, el interés se orienta al estudio de ARN largos no codificantes
(INcRNA) (transcritos no codificantes mayores a 200 nucleétidos) con respecto al
desarrollo o progresion de la fibrosis EHGNA (Atanasovska, et al., 2017).
Sorprendentemente se han encontrado indicios de que estas moléculas son
contribuyentes clave a los procesos bioldgicos subyacentes a la enfermedad.

La investigacion de Atanasovska, et al., 2017 revela que Inc18g22.2 mostré
niveles de expresion elevados en el tejido hepatico de pacientes con EHGNA. Ademas,
propusieron que este INcCRNA puede desempefiar un papel importante en la regulacion
de la funcién hepatica, aportando perspectivas alternativas a la regulaciéon de la viabilidad

de los hepatocitos en la EHNA.

3.1 miARN:

Los miARN son una clase de pequefias moléculas de ARN no codificante de
cadena sencilla que actuan como reguladores de la expresion génica y participan en la
traduccion de proteinas. Pueden interferir con todos los aspectos de la actividad celular,

como la diferenciacion y el desarrollo, la proliferacion, el metabolismo, la apoptosis y la



carcinogénesis (Del Campo, Gallego-Duran, Gallego, & Grande, 2018). Estas moléculas
estan recibiendo una atencién cada vez mayor ya que comunmente se desregulan en
situaciones patoldgicas y actualmente son los factores epigenéticos mas estudiados en
la EHGNA.

Los microARN circulan protegidos de la degradacion de las ARNasas contenidas
en los fluidos corporales y actualmente se estan estudiando ampliamente para el
diagndstico no invasivo de una serie de enfermedades hepéticas, incluida la EHGNA (de
Conti, et al., 2017). Estos hallazgos sugieren que la expresion que se aparta de lo normal
o la expresion aberrante de miARN puede tener un significado en el desarrollo de la
carcinogénesis hepatica asociada a EHNA y puede servir como un indicador para el

desarrollo de hepatocarcinoma (HCC) derivado de EHGNA.

La alteraciéon con mas solidez que se ha observado en EHGNA esté representada
por la regulaciéon a la baja de miR-122, que es el miARN hepatico mas expresado (70%
de la abundancia total) (Zarrinpar, Gupta, Maurya, Subramaniam, & Loomba, 2016). De
hecho, la regulacién a la baja de miR-122 favorece la lipogénesis, ademas, en modelos
de ratén in vivo, la delecion hepatica de miR-122 se asocia con el desarrollo espontaneo
de EHNA debido a que existe una mayor lipogénesis y alteracion de la secrecién de
lipidos conllevando a un hepatocarcinoma (Gerhard & DiStefano, 2015). La reduccion de
miR-122 también est& involucrada en la regulacién positiva de vias fibréticas mediante
la induccion del factor 1-a inducible por hipoxia (HIF1a) y la proteina activada por
mitdégeno quinasa 1 (MAPK1) (Csak, et al., 2015).

Estos datos sugieren que la regulacién a la baja de miR-122 tiene un papel causal
en la patogenia de EHGN junto con la participacion de otros miRNAs Sin embargo, cada
vez hay mas pruebas de que la regulacion al alza de miR-21 y miR-34a estan
involucrados en el patogénesis de EHGNA, a través de la regulacion de la lipogénesis
hepatica y la secrecion de lipidos. (Figura 3.2).
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Figura 3.2. miRNAs que rigen el metabolismo de la glucosal/lipidos y las vias inducidas por el
estrés en el higado. Representacion esquematica de los miRNAs que estan desregulados en EHGNA
y contribuyen al desarrollo de esteatosis al alterar el metabolismo hepético de glucosa y lipidos, la
autofagia y el estrés ER. Todos estos procesos metabdlicos estdn estrictamente regulados por
miRNAs. Dado que los niveles elevados de glucosa alimentan LDN, las alteraciones de la glucdlisis
hepética, la gluconeogénesis y el metabolismo del glucégeno dependientes de miARN también son
factores patoldgicos clave siendo mecanismos que contribuyen al desarrollo de EHGNA. Tomado de
Gjorgjieva, Sobolewski, Dolicka, Correia de Sousa, & Foti, 2019.

Liu, et al., 2016 menciona que miR-34a (Tabla 3.2) puede ser un indicador mas
sensible de EHGNA que hepatocarcinoma celular. En el estudio se puede observar
niveles elevados de miR-34a en el suero y el higado de pacientes con EHGNA sugiriendo
que miR-34a podria distinguir la EHGNA no solo de los controles sanos sino también de
otras enfermedades hepaticas usandolo como huella digital extrahepatica regulando a la

baja SIRT1 llevando a la desfosforilacion de la proteina quinasa activada por monofosfato

de adenosina (AMPK) y a la acumulacion de colesterol (Fan, et al., 2021).



Tabla 3.2. Asociacion de miRNA especificos con el desarrollo y progresién de EHGNA en

humanos.

Tomada de Del Campo, Gallego-Duran, Galleao, & Grande, 2018.

MiARN Via de accion Efecto sobre EHGNA
miR-122 Metabolismo lipidico, Progresién de la
carcinogénesis enfermedad
miR-192 Activacion de macréfagos Progresion de la
enfermedad
miR-34a, miR-16 Metabolismo de los Progresion de la
lipidos enfermedad
miR-21, miR-34a Metabolismo de los Progresion de la
lipidos enfermedad
miR-1290, miR-27b-3p y Varios Biomarcadores
miR-192-5p
miR-301a-3p, miR-34a- | Biomarcadores Biomarcadores
5p y miR-375
miR-182 Fibrogénesis Progresion de la
enfermedad
miR-155 Via inflamatoria y dafio Progresion de la
hepatico enfermedad

Los otros miRNA (Figura 3.3) involucrados en la regulacién de la biosintesis de
colesterol y acidos grasos son miR-33a y miR-33b, los cuales son miRNAs intronicos
ubicados dentro de los genes del factor de transcripcion de union al elemento regulador
de esteroles (SREBF) 2 y SREBF 1, respectivamente, regulando negativamente los
niveles del miembro 1 de la subfamilia de transportadores ABCA (ABCAL), que controla
la biogénesis de lipoproteinas de alta densidad, promoviendo asi altos niveles de VLDL

y triglicéridos circulantes (Juanola, Martinez-Lopez, Francés, & Gomez-Hurtado, 2021).



miR-33a y b controlan directamente la expresion de varias proteinas involucradas en la
B-oxidacion de acidos grasos, estos incluyen la carnitina O-octanoiltransferasa (CROT),
gue ayuda a descomponer los acidos grasos de cadena muy larga (>20 carbonos) en los
peroxisomas, asi como la carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A) que es el
transportador limitante de los acidos grasos hacia las mitocondrias, asi como la
hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (HADHB) la cual es una subunidad de la enzima
trifuncional directamente involucrada en la B-oxidacion de acidos grasos mitocondriales
(Khan, Gupta, & Mahapatra, 2022).

Curiosamente, un estudio de ratones knock-out para sirtuina 6 (SIRT6) especifico
del higado revelé un aumento de la glucdlisis hepatica, la lipogénesis y la produccion de
triglicéridos, lo que resulté en hepatoesteatosis (Kim, et al, 2010). Se demostré que
SIRT6 regula directamente los genes diana de SREBP-1 relevantes para la produccién
de &cidos grasos, tales como acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1), el estearoil-CoA
desaturasa 1 (Scdl) y el acido graso sintasa (FASN). Esto sugiere que la inhibicién de
miR-33 de la expresion de SIRT6 puede resultar en un aumento de la acetilacion de la
cromatina y la desrepresion de los genes de biosintesis de acidos grasos dependientes
de SREBP y una lipogénesis elevada.

MiR-33a y miR-33b también actuan sobre la subunidad a de la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK), uno de los reguladores centrales del metabolismo celular y
del organismo en eucariotas (Han, et al., 2020). A niveles bajos de energia, AMPK
disminuye los procesos que consumen energia, como la biogénesis de acidos grasos
para promover la sintesis de ATP, mientras que la inhibicion de la expresién de AMPK a
través de miR-33 aumenta los niveles de colesterol y TG intracelulares (Juanola,
Martinez-Lopez, Francés, & GOomez-Hurtado, 2021). Por el contrario, la inhibicién de
miR-33a/b mejora la oxidacién de acidos grasos y la sensibilidad a la insulina, lo que
sugiere que miR-33a/b podria ser un objetivo molecular potencial en el tratamiento del
sindrome metabdlico y EHGNA (Han, et al., 2020).
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Los factores de transcripcion de SREBP actian de forma coordinada con sus miARN intrénicos para
regular la homeostasis de &cidos grasos, triglicéridos y colesterol. La transcripcién de SREBF1 y
SREBF2 da lugar a los factores de transcripcion SREBP-1 y SREBP-2 y los miARN miR-33a/b.
SREBP-1 activa genes involucrados en la sintesis de acidos grasos, fosfolipidos y triglicéridos,
mientras que SREBP-2 activa genes involucrados en la sintesis de colesterol/absorcion. miR-33a 'y b
acttan para reprimir los genes que funcionan en la 3-oxidacioén de &cidos grasos y salida de colesterol.

En el caso de miR-34, se sabe que se sobreexpresa en pacientes con EHGNA

donde se dirige a SIRT1, una desacetilasa involucrada en la regulacion de la

homeostasis energética como se menciond. Ademas, miR-34 puede reprimir la lipofagia

al reducir la oxidacion mitocondrial, lo que favorece la acumulacion de lipidos en el

higado (Juanola, Martinez-L6épez, Francés, & Gomez-Hurtado, 2021).



CAPITULO IV: LA PROTEOMICA EN EL ESTUDIO DE
LA EHGNA

El "proteoma” se puede definir como el contenido global de aquellas proteinas que
se encuentra dentro de una célula y se caracteriza con respecto a su localizacion,
interacciones, modificaciones postraduccionales y rotacion, en un momento
determinado. El término "protedmica" se utilizé por primera vez por Marc Wilkins en 1996
para denotar el "complemento PROTein de un genOMA” (Aslam et al., 2017). La mayor

parte de la informacion funcional de los genes se caracteriza por el proteoma.

Las proteinas son efectoras de la funcion biologica y los niveles no solo dependen de
sus correspondientes niveles de ARNm, sino que también sobre el control y la regulacién
del paciente. Por lo tanto, la proteémica se consideraria como el conjunto de datos mas
relevantes para caracterizar un sistema biolégico. El uso de esta ciencia en el estudio de
EHGNA ha demostrado brindar informacién importante sobre la patogénesis. El analisis
de alguna muestra biologica (por ejemplo, suero o plasma) permite la determinacion de
perfiles protedmicos y la identificacion de las proteinas en estas muestras, que se pueden
utilizar como una huella dactilar para el diagnéstico en la EHGNA (Sveinbjornsson, et al.,
2022).

Desde el 2005 Younossi, et al, tomaron 98 pacientes del Inova Fairfax Hospital y su
base de datos donde estudiaron los perfiles proteémicos de 91 pacientes con diagnéstico
patolégico de EHGNA y 7 controles obesos destacando 12 proteinas sin poder ser
identificadas, que tenian diferencia significativa en su expresion respecto los pacientes
con diagnéstico patolégico comparado con los controles obesos.

Por ello Niu, et al, se centrd en la investigacion del perfil del proteoma plasmatico de
pacientes con EHGNA empleando 48 pacientes con una media de edad de 57 afios; los
resultados obtenidos en el estudio reportaron seis proteinas que se encontraron

significativamente desreguladas que se muestran en la siguiente tabla (Tabla 4.1).



Tabla 4.1. Proteinas desreguladas (a la alza) con diferencia significativa en pacientes con EHGNA

VS. sanos.

Tomado de Harrison, et al, 2016.

Proteina Nombre Funcion Efecto sobre EHGNA

ALDOB Fructosa-bisfosfato  Glucdlisis Desatrrollo de
aldosa B esteatohepatitis

APOM Apolipoproteina M Transporte de lipidos Progresion a cirrosis

LGALS3BP | Galectina-3 proteina Candidato a Desarrollo de fibrosis
de union biomarcador para la Yy cirrosis

fibrosis relacionada a

Hepatitis C y cirrosis.

PIGR Receptor de Receptor de union de Progresion a cirrosis
inmunoglobulina IgA e IgM
polimérico
VTN Vitronectina Progresibn de la
enfermedad
AFM Precursor de Proteina de unibn a Desarrollo de
afamina vitamina E esteatohepatitis

AFM y LGALS3BP ya se han sugerido como posibles marcadores de EHGNA
(Wood, et al, 2017). AFM es una proteina de union a vitamina E humana en plasma que
se expresa principalmente en el higado y se secreta en la circulacion y esta fuertemente
asociada con componentes del sindrome metabdlico (Niu, et al, 2019) y EHGNA.
Curiosamente, galectina-3, el ligando de LGALS3BP, también se asocia con fibrosis en
diversos tejidos, por ejemplo, rifién, pulmon, higado y corazén. Su papel fundamental en
la fibrosis ha dado lugar a estudios en curso para desarrollar farmacos antifibréticos
dirigidos a la galectina-3.

Inamine y Schnabl en 2018 encontraron una regulacion positiva en la
Inmuniglobulina A (IgA) la cual fue propuesta como un biomarcador para dafio hepético,
mientras que en las inmunoglobulinas G (IgG) y M (IgM) no se encontré evidencia de
alguna anormalidad en pacientes sanos. Por otra parte, Niu y colaboradores observaron

gue habia cadenas de inmunoglobulinas que se regulaban al alza en la cirrosis (IgA, IgM



e IgG) las cuales indicaban una respuesta inmune elevada en pacientes con EHGNA que

Se encuentran con Cirrosis.

Como es conocido los trastornos metabdlicos como obesidad y diabetes tienen
relacion con una mala funcién hepatica y, de esta manera, con EHGNA. La existencia de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) en pacientes con EHGNA que tienen alteraciones
en su composicion proteica ha tenido gran importancia en los trastornos metabdlicos lo
que conlleva a una pérdida de la funcion teniendo una relacion con el riesgo de presentar

una enfermedad cardiovascular (Heeren & Scheja, 2021).

El mantenimiento de la homeostasis de los lipidos celulares proporciona un
ejemplo de actividades coordinadas entre organulos que involucran varios procesos de
reacciones enzimaticas, mecanismos de deteccion de metabolitos y respuestas celulares
reguladas que ocurren en un sinfin de ubicaciones sub-celulares como: membrana
plasmatica, el reticulo endoplasmico (RE), los peroxisomas, las mitocondrias y los
organulos lipidicos (OL) (Li & Olzmann, 2018). La investigacion de la patogénesis de
EHGNA ha mostrado importancia en el estudio de OL que se forman en el RE como una
serie de vesiculas de gemacion que se fusionan almacenando triacilglicéridos vy

fosfolipidos.

En el 2018 Krahmer y colaboradores asignaron localizaciones subcelulares a
aproximadamente ~6000 proteinas y mas de 16000 fosfopéptidos en higados aislados
de ratones alimentados con una dieta rica en grasas (DRG) durante 3 0 12 semanas. A
las 3 semanas de la DRG, cuando los ratones mostraban una resistencia a la insulina
pero no mostraban niveles normales de triacilglicerol, se observé la relocalizacion en
varios reguladores de las vias de sefializacién y en los factores de transcripcion. Sin
embargo, los cambios que mas llamaron la atencién se encontraron después de 12
semanas de la DRG, siguiendo el desarrollo de EHGN donde sumado de la regulacion
positiva de las proteinas relacionadas con el metabolismo de los lipidos, mas del 20 %
del proteoma exhibié localizaciones alteradas y una porcién significativa
(aproximadamente de 6 %) se redistribuyé en fracciones de OL. La asociacion de
proteinas con OL se ve afectada por la aglomeracion de proteinas y la competencia por
una superficie de membrana limitada (Kory, Thiam, Farese, & Walther, 2015). Por lo



tanto, los OL desproporcionadamente grandes en EHGNA pueden proporcionar una
mayor area de superficie accesible, lo que permite la insercién anérmal de proteinas en
los OL y actia como un "sumidero” de proteinas (Figura 4.1), causando probablemente

deficiencias en una amplia variedad de procesos celulares.
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Figura 4.1. Reorganizaciéon subcelular y alteracion de la secrecién de OL en EHGNA. (Ay B) El
desarrollo de EHGNA estéd asociado con una reorganizacion subcelular dramética, que incluye el
secuestro de proteinas aberrantes en las OL y el aumento de las interacciones de las OL con la
membrana plasmatica, las mitocondrias y el aparato de Golgi. Las proteinas del sitio de contacto de la
membrana VPS13A/D (ER-mitocondriay ER-OL) y ESYT2 (ER-membrana plasmatica) mostraron una
distribucion parcial de OL después del desarrollo de EHGNA. Esta observacion plantea la intrigante
posibilidad de que el aumento de la formacion de contactos de OL con la membrana plasmatica, el RE
y las mitocondrias facilite el flujo de lipidos absorbidos en OL para su almacenamiento durante EHGNA.
La microscopia electrénica confirmd una mayor asociacidon de las OL con las mitocondrias, lo que
podria permitir la transferencia de acidos grasos a las mitocondrias para la B-oxidacion. Las
alteraciones en la fosforilacion de VPS13A/D y ESYT2 se correlacionaron con su redistribucion, pero
se desconoce si estos eventos de fosforilacion afectan su localizacion y/o las funciones de anclaje de
organulos. COPI: Proteina del complejo de cubierta |, COPII: Proteina del complejo de cubierta Il
Modificado de Li & Olzmann, 2018.

Por otra parte, Zhi y colaboradores realizaron un estudio con un grupo de ratones
a los cuales sometieron a una dieta rica en grasas (DRG) para establecer el modelo de
ratbn con EHGNA mientras que otro grupo de ratones fueron alimentados con una dieta
normal durante 16 semanas. En este estudio se realizo el analisis bioinformatico de 362
proteinas expresadas diferencialmente (PED) las cuales se asociaron con el proceso
metabdlico de lipidos, el proceso metabdlico de acidos grasos, el proceso metabdlico de

acidos organicos y el proceso de oxidacion-reduccion (Figura 4.2D). Como era de



esperar, las PED aumentaron respecto a los controles en la mitocondria y el peroxisoma,
donde tuvo lugar la catalisis metabodlica de los organulos (Figura 4.2E). El analisis
demostré que las vias relacionadas con el metabolismo, incluidas la sefalizacion de
PPAR, la sefalizacion de AMPK, la sefializacion de insulina y la sefializacion metabdlica
de 4cidos grasos, se veian en aumento (Figura 4.2F). Con base a las PED se construyo
una red de procesos biolégicos con reguladores ascendentes presentes en estas vias
mediante un analisis de vias con dos componentes: la importancia y su valoracion, donde
se demuestra que el exceso de lipidos podria activar PPAR-a, PPAR-y, SREBP, ESRR
e INSR en los hepatocitos del grupo con DRG dando como resultado la activacion de

oxidacion de acidos grasos y formacion de OL (Figura 4.2G).
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Figura 4.2. Proteémica de cuantificacién de higados de ratones alimentados con DRG y dieta
normal. (D) Las proteinas altamente enriquecidas se asociaron con el proceso metabdlico de lipidos,
el proceso metabdlico de acidos grasos, el proceso metabdlico de acidos organicos y el proceso de
oxidacién-reduccion (E) Los PED se enriquecieron significativamente en la mitocondria, el peroxisoma
donde tuvo lugar la catdlisis metabdlica de los organulos (F) El analisis de enriquecimiento de la via
demostré que las vias relacionadas con el metabolismo, incluidas la sefalizacion de PPAR, la
sefializacion de AMPK, la sefializacion de insulina y la sefializacion metabdlica de acidos grasos, eran
principalmente vias enriquecidas. (G) Con base en los PED la red que muestra que el exceso de lipidos
podria activar PPAR-a, PPAR-y, SREBP, ESRR e INSR en los hepatocitos, lo que resulta en la
activacién de oxidacion de acidos grasos y formaciéon de gotitas de lipidos. El azul representa la
inhibicién de la proteina/proceso bioldgico, el naranja representa la activaciéon de la proteina/proceso
biologico. Tomada de Zhi, et al, 2022

Para la funcion molecular, el 69% de las PED eran proteinas con actividad
catalitica (Figura 4.3A), entre las cuales Acly, Acox1, Accl, Hadha y Acadm fueron las
5 enzimas cataliticas de alto peso en los resultados del analisis de distribucion de peso.
Otras funciones moleculares altamente enriquecidas en el grupo de la DRG incluyeron
la unién de iones, la union de ATP y la union de acidos nucleicos (Figura 4.3A), lo que
indica que la alteracion del metabolismo de los hepatocitos fue el principal
desencadenante de la EHGNA. Ademas, en este estudio se observo que 56 PED tenian
capacidad de union a &cidos nucleicos, incluidos factores de transcripcion (FT) y
proteinas de union a ARN. Teniendo en cuenta el papel crucial de los FT en la regulacion
de la expresion génica y la transduccion de sefiales, se seleccion6 11 FT expresados
diferencialmente para un analisis adicional (Figura4.3B y Tabla 4.2). Luego se construyo
la red de procesos bioldgicos, que reveld las interacciones de estos 11 FT con proteinas
clave en el metabolismo de los lipidos, como SREBP1, AMPK, PPARa, FASN y Accl
(Figura 4.3C). Este resultado sugiere que estos 11 TF pueden regular los genes

implicados en el metabolismo de los &cidos grasos.
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Figura 4.3. Analisis bioinformético de los PED que revelo los FT relacionados con la disfuncion

metabdlica. (A) Funciones moleculares altamente enriquecidas que incluyé la unién de iones, la unién
de ATP y la unién de &cidos nucleicos, lo que indica que la alteracion del metabolismo de los
hepatocitos fue el principal desencadenante de EHGNA. (B) Mapa de calor de TF de abundancia
diferencial, los cuales tienen un papel crucial en la regulacion de la expresion génica y la transduccion
de sefales. (C) Red de interaccién proteina-proteina sugiere que estos 11 TF pueden regular los
genes implicados en el metabolismo de los acidos grasos. El verde representa los PED regulados a la
baja, el rojo representa los PED regulados al alza, el gris representa los reguladores aguas arriba de
los PED. Tomado de Zhi, et al, 2022.



Como se muestra a partir de la Figura 4.3C los factores de transcripcion
candidatos relacionados con EHGNA son: TCEA1l, RBBP4, ILF2, NPM1, RUVBLZ2,
PURA, SRA1, CACYBP, IPO5, SNU13 y SRNPN70 los cuales se encuentran en los
mismos grupos relacionados con proteinas asociadas con la EHGNA previamente
descritas. En particular, RUVBL2 y SRA1 fueron dos factores de transferencia que se
encontraron regulados a la alza en el tejido hepéatico con EHGNA lo que confirma su

regulacion en la acumulacion de lipidos en los hepatocitos (Zhi, et al, 2022).

Tabla 4.2. Factores de transcripcién diferencialmente expresados.

Nombre de Nombre de Funcion Efecto sobre
genes proteinas EHGNA
Tceal | Factor de la Habilita la actividad de la Progresion de la
elongacion de la union al ADN enfermedad
transcripcion A-1
Ruvbl2 | RuvB-like 2 Esencial para la Aumento de la

recombinaciéon homologay esteatosis

la reparacion de roturas de

doble cadena de ADN

Npm1 | Nucleofosmina 1 Varios procesos celulares  Progresion de la
como la duplicacion del enfermedad
centrosoma, el

acompafamiento de

proteinas y la proliferacion

celular

Nucbl | Nucleobindina-1 Homeostasis del calcio del  Progresion de la
aparato de Golgi y en los enfermedad
eventos de transduccion de

sefales regulados por

Caz+
Pc | Piruvato Codifica la piruvato Aumento de la
carboxilasa carboxilasa, que requiere esteatosis

biotina y ATP para catalizar

la carboxilacion de piruvato

a oxaloacetato. Se

encuentra exclusivamente

en la matriz mitocondrial

Pura | Proteina A de union Control tanto de la Progresion de la
a elementos ricos replicacion como de la enfermedad

en purinas transcripcion del ADN




Continuaciéon Tabla 4.2.

Sral | Activador de ARN Regulacion de actividades  Aumento de la

del receptor de como el metabolismo, la esteatosis
esteroides 1 adipogénesis y la

organizacion de la

cromatina

Preb | Proteina de unién Union a un elemento de Progresion de la

al elemento unién a Pitl del promotor enfermedad
regulador de la de la prolactina (PRL).
prolactina También puede actuar

como un regulador
transcripcional.

Carhspl | Proteina Regulacion de la Progresion de la
termoestable estabilidad del ARNm enfermedad
regulada por calcio
1

Rbbp4 | Proteina de union Remodelacion de la Proteccion contra
al factor de cromatina y la represién esteatosis

remodelacion de la  transcripcional
cromatina RB

[1f2 | Factor de unién al Factor de transcripcion Proteccion contra
potenciador de necesario para la LDN
interleucina 2 expresion de células T del

gen de la interleucina 2

De los 11 FT previamente mencionados, se determiné que la deficiencia de
Rbbp4, Tceal e ILF2 promueve la acumulacién de lipidos en los hepatocitos observando
gue, en comparacion con el control, la eliminacibn de estos factores aumento
significativamente la acumulacion de lipidos celulares. Se puede concluir que estos tres
FT regulan la expresién de los genes del metabolismo de los lipidos ejerciendo efectos

benéficos al suprimir la acumulacién de lipidos.

El hallazgo mas importante de este estudio fue el descubrimiento de la 17f3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa-13 (173-HSD13) como una nueva proteina asociada a
LDN la cual puede estar involucrada en la patogénesis de la EHGNA. Dentro de este
estudio se validaron los hallazgos proteémicos de 173-HSD13 en un modelo de ratones
donde se confirmd su participacion en la lipogénesis hepatica en el higado de raton sano,
por lo tanto, se puede deducir que la enzima 173-HSD13 se podria considerar como un

candidato terapéutico para la enfermedad del higado graso.



Perakakis y colaboradores indicaron que la proteémica en biopsias de higado
identifico casi 220 proteinas cuyos niveles difieren significativamente en pacientes con
EHGNA en comparacion con individuos obesos metabolicamente sanos. Las areas
localizadas con proteinas reguladas al alza (Grupo A) incluyen la region extracelular (28
%), el citoplasma (22 %), el nucleo (22 %) y la membrana plasmética (11 %). Dentro de
estas proteinas reguladas al alza que se localizaban en la region extracelular contenian
a la proteina FBLNS5, la proteina de union a acidos grasos (FBP5), la cadena alfa de
fibrinogeno (FGA), la cadena beta de fibrinbgeno (FGB), la cadena de colageno alfa-1
(XVIII) (COL18A1). Mientras que las proteinas reguladas negativamente (Grupo B) se
localizaron principalmente en las mitocondrias (44 %), el citoplasma (28 %) y la region
extracelular (11 %). Dentro de las proteinas reguladas a la baja localizadas en las
mitocondrias contenian DHRS2, la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK2), la alfa-
aminoadipico semialdehido sintasa (AASS), la D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa
(D2HGDH), la acil-CoA deshidrogenasa especifica de cadena corta/ramificada
(ACADSB). Muchas de las proteinas en las que sus niveles aumentaron en EHGNA
participan en la sefializacion de PPAR q, la cual es una proteina de aproximadamente
56 kDa que pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares. Esta proteina
desempefia un papel central en la homeostasis de los lipidos, regulando las vias
anabdlicas y catabdlicas de los mismos. También se encontré un aumento en los niveles
de las interacciones matriz extracelular-receptor, mientras que las proteinas en las que
sus niveles se redujeron se localizaron principalmente en las mitocondrias y participaron

en la fosforilacion oxidativa (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Localizacién subcelular de las 220 proteinas expresadas diferencialmente. Tomada
de Perakakis, Stefanakis, & Mantzoros, 2020

De la misma manera Perakakis y colaboradores (2020), indicaron que han sido
investigadas las diferencias protedmicas entre los tejidos hepaticos de pacientes obesos
con DM-2 vs sin DM-2. El analisis identificO 850 proteinas, de las cuales 27 eran
significativamente diferentes entre los dos grupos. Los niveles de proteinas implicadas
en el metabolismo de la metionina y especialmente del glutation se redujeron mientras
que los niveles de otras proteinas implicadas en el estrés oxidativo aumentaron en el
grupo de DM2 (Perakakis et al., 2020). Younossi y colaboradores (2018) realizaron un
analisis combinado de fosfoproteoma hepatico y proteoma sérico de 67 sujetos con
EHGNA diagnosticada por biopsia en la cual se reconoce que la via de la quinasa
reguladora de la sefial de apoptosis 1 de la familia de las proteinas quinasas activadas
por mitbgenos ASK1-MAPK, la cual es activada por IL-10, es importante para la fibrosis
hepatica ya que se observa una fuerte asociacion entre esta via y un porcentaje mas alto
de colageno hepatico (Figura 4.5). Esta via esta involucrada en enfermedades humanas
graves que incluyen patologias inflamatorias, cancer y enfermedades
hepéticas. Ademas, en la muestra de suero de este estudio, la alfa-2 macroglobulina y



el factor de coagulacion V se asociaron fuertemente con el colageno hepatico, por lo
tanto, se ha sugerido que estas vias podrian servir como potenciales dianas terapéuticas.
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Figura 4.5. Via compuesta de IL-10, ASK1. Las proteinas de sefializacion fosforiladas en el tejido
hepatico que se correlacionan con una mayor deposicion de colageno se dirigen a la via ASK1-
MAPK. Ademas, se observo la activacion de p38 MAPK T180/Y182 que son miembros de la familia
MAPK. En particular, la fosforilacion de p38 MAPK T180/Y182 participa en una cascada de
sefializacion que controla las respuestas celulares a las citocinas inflamatorias y al estrés. También es
importante tener en cuenta que ASK1 S83 es una proteina inmunorreguladora que desempefia un
papel fundamental en la sefializacion de la apoptosis, la inflamacion y la fibrosis en el contexto de un
aumento del estrés oxidativo, asociado con la patogenia de la EHGNA. La expresién de IL-10 en el
higado se asocio con la presencia de una mayor deposicion de colageno hepatico en EHGNA. De
hecho, la via de sefializacién de IL-10 implica la fosforilacion y activacion de una serie de vias que
pueden ser importantes en la patogenia de la EHNA vy la fibrosis relacionada con la EHNA, estas
incluyen la via ASK1-MAPK, la transcripcion del activador del transductor 3 y otras vias de
supervivencia (sustrato del receptor de insulina 2 a través de la fosfoinositida-3 quinasa clase 1A y sus
efectores aguas abajo, la proteina quinasa-1 dependiente de 3-fosfoinositida, el polipéptido 1 de la
proteina S6 quinasa ribosomal y homologo del oncogén v-Akt). Por otra parte, la a2M sérica y el factor
V de la coagulacion se asociaron de forma independiente con un mayor % de depdésito de colageno
hepético, lo que sugiere su papel potencial en el depdsito de colageno hepatico en EHNA. Ademas,
a2M se correlaciona fuertemente con los factores de transcripcion posteriores Met Y1234/1235 y
LIMK1 T508/LIMK2. Estas fosfoproteinas hepéticas se han asociado de forma independiente con un
aumento del coldgeno hepatico, conectando aun mas el proteoma sérico con el fosfoproteoma hepético
y sus funciones potenciales en el depésito de colageno y la fibrosis hepatica. Tomado de Younossi, et
al., 2018.

En otro estudio, Yuan y colaboradores (2020), evaluaron el proteoma de tejidos
hepaticos de ratones con EHGNA que desarrollaron HCC. Se observaron diferencias en
los genes supresores de tumores entre ellos la proteina S100A11, que es secretada por
las células cancerosas y estimula la proliferacion y migracién celular, se identificé y se

asocio con hepatocarcinoma (HCC) de alto grado y mal prondéstico.

Mas recientemente Wang y colaboradores en el 2022 usando silibinina (SIL), el
cual es el principal componente de la silimina (extracto estandarizado de cardo marino),
en un modelo de ratones con la EHGNA inducida por una dieta rica en grasas, ratones
con una dieta normal y un grupo de ratones con dieta rica en grasas + SIL. Sus resultados
indicaron que SIL puede inhibir el aumento de peso inducido por la dieta sin afectar la
ingesta de alimentos, reducir la deposicion de lipidos en el higado y regular el
metabolismo de la glucosa (Figura 4.6). Esto indic6 que SIL desempefid un papel

importante en la supresion del "primer golpe" de la EHGNA.
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Figura 4.6. Comparacion del contenido de TAG en el higado de ratones con diferentes tipos de
dieta. a) El contenido hepético de TAG aumentd significativamente en el grupo con una DRG en
comparacion con el grupo con una dieta normal (P < 0,01). El contenido hepatico de TAG en el grupo
DRG+SIL (silibilinina) se redujo significativamente en comparacién con el del grupo con una DRG (P <
0,01). b) La estructura del tejido hepatico en el grupo de dieta normal estaba intacta, los hepatocitos
estaban bien dispuestos, los lébulos hepaticos eran regulares, el citoplasma era uniforme y no se
observaron células inflamatorias ni esteatosis. En el grupo con una DRG, la estructura del lI6bulo
hepatico estaba desordenada, los hepatocitos estaban hinchados, se observo una gran cantidad de
OL y vacuolas en el citoplasma de los hepatocitos. Habia un gran numero de infiltracién de células
inflamatorias en el area de los I6bulos. En el grupo DRG+SIL, la infiltracién de células inflamatorias de
los hepatocitos se redujo y el grado de esteatosis se redujo significativamente. En la segunda columna,
se realizo la tincion con aceite rojo O. No se encontraron OL significativas en el grupo de dieta normal.
Se encontré un gran niamero de OL y una disminucion significativa de OL en el grupo DRG y el grupo
DRG+SIL, respectivamente. Tomada de Wang y colaboradores, 2022.

En este estudio se identificaron 30 PED superpuestas, que estaban reguladas al

alza o a la baja encontrando cuatro para un andlisis mas detallado, incluyendo la



perilipina 2 (PLIN2) la cual recubre los organulos intracelulares de almacenamiento de
lipidos donde su aumento de la expresion en el higado provoca esteatosis hepética e
intolerancia a la glucosa, y su desactivacion especifica reduce la esteatosis hepatica
acompafada con una dieta rica en grasas y mejorar la IR. Sus resultados fueron
consistentes con estudios previamente reportados, lo que sugiere que PLIN2 podria ser
un objetivo potencial para el tratamiento de la EHGNA (Wang, et al, 2022) (Figura 4.7).

Otra proteina que mostré diferencias significativas es la lipina 1 (LPIN1), una
enzima fosfohidrolasa del 4cido fosfatidico dependiente de iones magnesio que cataliza
el penultimo paso en la sintesis de triacilglicéridos. En el higado de ratones con obesidad
inducida por dieta y resistentes a la insulina, se incremento la expresion del gen LPIN1,
el cual codifica para esa proteina, lo que se relaciona con la activacion de su transcripcién
regulada por el factor TORC2 el cual tiene como funcion regular la transcripcién de genes
de la gluconeogénesis hepética (Wang, et al, 2022). Wang indica que “la eliminacion de
la expresion de LPIN1 puede reducir los niveles de TAG en el higado para regular el
metabolismo de los lipidos” demostrando con su estudio que en el higado de los ratones
con una DRG, hay un incremento en la expresion de LPIN1 mientras que después del
tratamiento con SIL, LPIN1 aument6 en el higado (Figura 4.7).

La tecera proteina de interés de este estudio fue la farnesil difosfato sintasa
(FDPS) que codifica una enzima que cataliza la produccién de pirofosfato de geranilo y
pirofosfato de farnesilo a partir de pirofosfato de isopentenilo y pirofosfato de dimetilalilo
y su producto resultante, farnesil pirofosfato (FPP). Esta enzima es un intermediario clave
en la biosintesis de colesterol y esteroles; un sustrato para la farnesilacion y
geranilgeranilacion de proteinas y, un ligando o agonista para ciertos receptores de
hormonas y receptores de crecimiento que, tabajando en conjunto con el glutation S-
transferasa alfa 1 (GSTA1) logran tener un papel particular en la proteccion de las células
frente a las especies reactivas de oxigeno y los productos de la peroxidacion
especulando de estamanera que SIL usaba FDPS como objetivo para regular el
contenido de FPP in vivo, reduciendo asi de manera efectiva la deposicion de lipidos en

el higado. (Figura 4.7).



Finalmente la cuarta proteina que genero un interés mayor dentro de este estudio
fue la FPP la cual es una de las enzimas clave en la via del mevalonato y cataliza la
sintesis de FPP. Inicialmente se encontr6 que FPP puede inhibir efectivamente la
acumulacion de TAG en el higado, lo que indica que la via del mevalonato puede estar
asociada con la regulacion del metabolismo de los lipidos en el higado (Wang, et al.,
2022). Posteriormente se estudié el mecanismo molecular de accion de FPP. Y se
observo que FPP promueve la farnesilacion de quinasa hepatica B1 (LKB1), activando
asi la via de sefializacion de proteina quinasa activada por AMP (LKB1/AMPK) e inhibe
la sintesis de &cidos grasos (Liu, et al., 2018). Por otra parte, FPP activa la via de
sefializacion del receptor farnesoide x (FXR)/ polimero hiperramificado supramolecular
(SHP), inhibiendo asi la activacion de SREBP-1 y la LDN (Wang, et al., 2022). El nivel
de FPP juega un papel importante en la regulacion del metabolismo de los lipidos en el
higado por lo que si se puediera aumentar el nivel de FPP, esto podria ser un mecanismo

de gran importancia para el tratamiento de la EHGNA.
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Figura 4.7. La expresién proteica relativa de PLIN2, LPIN1, FDPS y GSTAL en el higado. Para
verificar las expresiones de proteinas diferenciales en el andlisis de proteémica Wang realizd un
Western Blot en gel SDS-PAGE, posterior lo transfirio a una membrana de difluoruro de polivinilideno
para detectarlo mediante quimioluminiscencia mejorada. Los resultados mostraron que las expresiones
de PLIN2 (P < 0,05) y LPIN1 (P < 0,01) aumentaron significativamente en el grupo DRG, mientras que
la expresion de FDPS disminuyd significativamente (P < 0,01). Después del tratamiento con SIL, la
expresion de estas proteinas se invirtio (P < 0,05). La expresion de GSTA1 (P < 0,05) disminuyo
significativamente en el grupo DRG. La expresién de GSTAL no fue significativamente diferente entre
el grupo DRG+SIL y el grupo DRG (P > 0,05). Tomada de Wang, et al, 2022.



En otro estudio Nardo y colaboradores (2022) usando ratones con una DRG y
ratones entrenados para hacer ejercicio se demostré que el entrenamiento fisico induce
una marcada remodelacion del proteoma de los hepatocitos, y que los factores
secretados por los hepatocitos de los ratones ejercitados mejoran el metabolismo de los
acidos grasos y la accion de la insulina en los tejidos glucorreguladores (como el higado,
los musculos, el pancreas y el tejido adiposo).

Una proteina que desperto su interés fue Syndecan-4 (SDC4) que aumenta en el
plasma durante el ejercicio en humanos (Lee, Kolset, Birkeland, A., & Reine, 2019) y los
polimorfismos existentes estan asociados con la grasa abdominal (De Nardo, et al, 2022).
En particular, la expresion de SDC4 aumenté significativamente en los higados de los
ratones entrenados en ejercicio en comparacion con los ratones con una DRG. Durante
la evaluacion del numero y tamafio de las OL se encontr6 una reduccion general del area
total de gotas de lipidos con SDC4, que se asocié con un cambio en la distribucién del

tamarfio de los OL.

La sobreexpresion de SDC4 aumenté el numero de OL "mas pequefias" sin alterar
el numero de OL mas grandes (Figura 4.8). Sin embargo, en relacion con el niumero total
de OL, hubo una reduccién del 40% en los OL con un area mayor a 50 ym? en ratones
que sobreexpresaban SDC4 en el higado y, lo que es mas importante, el area promedio
de OL "mas grandes" (>50 um?) se redujo en SDC4 en comparacién con el grupo control
(Figura 4.9). A pesar de la remodelacion significativa de las OL, no observé ninguna
diferencia en los niveles totales de triacilglicéridos hepaticos segun lo determinado por
la evaluacién bioquimica (Figura 4.10). En conjunto, esta remodelacion del tamafio y el
ndmero de OL indic6 un papel plausible para SDC4 en la regulacion del metabolismo de

los lipidos hepaticos.
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Figura 4.8. Numero de OL en higados presentado en funcidn del tamafio de las OL.
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Figura 4.9. Area promedio de OL que destaca una reduccion en el area de OL mas grandes en

ratones SDC4 frente a Control.
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Figura 4.10. Contenido de triacilglicéridos hepaticos.

De acuerdo a la literatura, los OL mas pequefios son considerados "mas
saludables" que las OL mas grandes (Daemen, et al, 2018), tal y como lo demuestra la
evidencia de Gemmink y colaboradores (2021) en su estudio, donde se observa que el
entrenamiento fisico reduce el tamafio de OL en las células musculares pero sin alterar
la cantidad de los OL en aquellos pacientes con DM-2 y que los atletas, en comparacion
con las personas con obesidad y DM-2, tienen una reduccion en el area de los OL y el
tamafio de las OL "mas grandes", independientemente de los cambios en el nimero total
de OL.

Los estudios protedmicos han tenido una contribucion bastante limitada en el
desarrollo de farmacos en contra de la EHGNA hasta ahora. La mayoria de los objetivos
de tratamiento se han identificado mediante estudios en animales respaldados por
estudios epidemiolégicos o de fisiologia humana. Independientemente de la
identificacion de nuevos objetivos terapéuticos en el futuro, la proteémica también puede
ayudar potencialmente al desarrollo de farmacos a través de otros enfoques. Por



ejemplo, la protedbmica dirigida ha logrado identificar cambios (en la mayoria de los
casos) en las concentraciones de transportadores de farmacos hepaticos en personas
con EHGNA en comparacion con las personas sanas.lLa reducciéon de los
transportadores de farmacos hepaticos puede tener un impacto importante en la
farmacocinética y puede impulsar las decisiones de desarrollo clinico, asi como las

recomendaciones posoldgicas (Vildhede et al., 2020).



CAPITULO V: LA METABOLOMICA EN EL ESTUDIO DE
LA EHGNA

La metabolémica se refiere a la investigacion de moléculas pequefias y productos
metabolicos por medio de la identificacion y cuantificacion sistemética de todos ellos en
un organismo o muestra biolégica. Gracias a la resolucion proporcionada por la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas
(MS), apoyado con un potente software quimiométrico, permite la determinacion y

comparacion simultdneas de miles de entidades quimicas.

Hablar de metabolomica necesariamente nos incluird en la lipidomica al
considerarse parte de la metabolomica y se refiere a la investigacion de los lipidos
contenidos en una célula bajo condiciones determinadas. En este apartado, nos
centraremos especialmente en los cambios robustos y extensos que se observan tanto
en el higado, asi como en el lipidoma circulante, lo que ha llevado al desarrollo de
numerosos modelos de diagnéstico para la EHGNA, asi como a la identificacion de

nuevas dianas terapéuticas.

El aumento de la acumulacién de triacilglicéridos en el higado se asocia con la
formacién de intermediarios toxicos (Figura 5.1) que son los principales responsables
del inicio de procedimientos inflamatorios y posteriormente de cambios fibréticos en la
EHGNA (Perakakis, et al., 2019). Especificamente, la acumulacion de acidos grasos
saturados (AGS) se asocia positivamente con la gravedad de la enfermedad hepética. En
los hepatocitos, los AGS estimulan la secrecion de citocinas proinflamatorias mediante
la activacion de la via del receptor 4 tipo toll, aumentan el estrés del reticulo
endoplasmico, aumentan las especies reactivas de oxigeno (ROS), disminuyen la beta-
oxidacion mitocondrial y de peroxisomas mediante la activacion de las quinasas c-Jun
N-terminal (JNK) e inducen la apoptosis mediante la activaciéon de la via de sefializacién
TRAIL-2 (Win, et al., 2018) (Musso, Cassader, Paschetta, & Gambino, 2018).

Los acidos grasos monoinsaturados (AGM) y los &cidos grasos poliinsaturados
(AGP) también participan en la patogénesis de EHGNA (Figura 5.1). Los AGM mejor
estudiados y abundantes son el acido palmitoleico (C16:1) y el acido oleico (C18:1). Los



AGP consisten en dos clases, los AG w-3 y w-6 que reciben su hombre de la posicion
del primer doble enlace del extremo metilo del acido graso. Los w-3 que se consideran
importantes son el acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) y el &cido docosahexaenoico
(DHA, 22:6n-3) y los w-6 mas importantes son el acido dihomo-y-linolénico (20:3n- 6) y
acido araquidonico (AA, 20:4n-6). La mayoria de los AG w-3 y w-6 se reciben a través
de la dieta donde el 5-10% derivan de &cidos grasos de 18 carbonos, mientras que en la
sintesis de AG altamente insaturados como EPA, DHA y AA estan involucradas
diferentes enzimas, como las enzimas elongasa y desaturasa (acido graso desaturasa-
102; FADS1 0 FADS2, y la A9 desaturasa SCD-1) (Gormaz, Rodrigo, Videla, & Beems,
2010). En EHGNA, se observa una desregulacion importante en los procesos de
desaturacion de acidos grasos de cadena larga hepatica, lo que da como resultado una
proporcion elevada de w-6 a w-3 y un aumento del flujo en la via w-6. Las
concentraciones aumentadas de w-6 conducen a la sintesis de eicosanoides por su
oxidacion enzimatica con propiedades proinflamatorias como prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos que inducen inflamacion hepatica. Esto ocurre a expensas
de la sintesis de SPM que acttan principalmente para restaurar la funcién celular normal
y, por lo tanto, reducen la inflamacion crénica y la fibrosis (Chiappini, et al, 2017).
Finalmente, la alta proporcion de w-6 a w-3 se asocia con una actividad FADS1
deteriorada que puede afectar la composicion de fosfolipidos de la membrana celular, lo
gue resulta en una deficiencia de la membrana, necrosis celular y depdsito extracelular
de lipidos lipotdxicos que pueden agravar la lesiébn hepatica (Chiappini, Desterke,
Bertrand-Michel, Guettier, & Le Naour, 2016).

Las lisofosfatidilcolinas (LPC) tienen efectos hepaticos desfavorables al estimular
el estrés del RE (Figura 5.1), causan disfuncion mitocondrial y aumentan la apoptosis.
Ademas, estimulan la liberacion de vesiculas extracelulares hepaticas de los hepatocitos
gue desencadenan procesos inflamatorios (Perakakis, Stefanakis, & Mantzoros, 2020).
Ademas, el aumento de la actividad de la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) que cataliza la
formacion de LPC a partir de fosfatidilcolina (FDC), conduce al rapido agotamiento de
FDC que afecta la integridad de la membrana de los hepatocitos y da como resultado la
apoptosis de los hepatocitos, una alta liberacion de lipidos lipotéxicos y un aumento de

la inflamacion (Sanchez-Vinces, et al., 2023). Ademas, la deficiencia de FDC reduce la



secrecion de VLDL, lo que da como resultado una mayor degradacion de lipidos
intrahepéticos y la formacion de intermediarios téxicos. Ademas, la baja relacion
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamida afecta la estabilidad de OL, lo que conduce a la
formacion de OL mas grandes. Finalmente, la LPC es metabolizada por la enzima
autotaxina a é&cido lisofosfatidico fosfolipido que estimula la fibrosis hepatica y el
desarrollo de HCC (Kaffe, et al, 2017).

Las ceramidas son un tipo de esfingolipidos cuyos niveles hepéticos aumentan en
la EHGNA (Figura 5.1) y se correlacionan positivamente con la gravedad de la
enfermedad (Chiappini, et al., 2017). En los hepatocitos, la ceramida promueve la
resistencia a la insulina al inhibir la sefializacion de la insulina mediada por Akt, altera la
beta-oxidacién, induce la producciéon de ROS, estrés RE y secrecion de citocinas
proinflamatorias, aumenta la lipogénesis de novo, la sintesis de colesterol y la
acumulacion de triglicéridos induciendo de esta manera la apoptosis (Musso, Cassader,
Paschetta, & Gambino, 2018).
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Figura 5.1. Alteraciones en el perfil lipidémico relacionadas con la fisiopatologia de EHGNA.
La lipdlisis descontrolada del tejido adiposo, el aumento de la ingesta dietética de TAG vy la
lipogénesis de novo regulada al alza observada en EHGNA conduce a una proporcion elevada de
AGS, LPC, ceramidas y AGP w6/w3. Los AGS estimulan la secrecién de citocinas inflamatorias a
través de TLR4 y la apoptosis a través de TRAIL2, mientras que aumentan el estrés oxidativo, el
estrés del RE y alteran la B-oxidacion en las mitocondrias de los hepatocitos. En las células
estrelladas estimulan el reclutamiento de macréfagos, mientras que en las células de Kupffer y
macréfagos los AGS inducen su polarizacion al estado proinflamatorio M1. El aumento de la
activacion de la enzima PLA2 conduce a la formacién de LPC y al agotamiento de PC. Las PC son
importantes para la estabilidad de los OL y su deficiencia conduce a la formacion de gotas grandes
y a una secrecion inadecuada de VLDL. Los LPC elevados también desencadenan mecanismos de
alteracién de la B-oxidacién, apoptosis, fibrosis y HCC. Las altas concentraciones de ceramida
hepatica aumentan la sintesis de colesterol y la acumulacion de TAG, promueven la resistencia a la
insulina al bloquear la sefializacion de insulina mediada por Akt, inducen la secrecién de citocinas
proinflamatorias y estimulan la apoptosis al aumentar la generacion de ROS, el estrés del RE y el
deterioro de la B-oxidacién. En las células estrelladas, aumentan el depdsito de matriz extracelular y
la secrecidn de factores proangiogénicos que promueven la fibrogénesis. Finalmente, la alta relacién
w6/w3 conduce a una mayor sintesis de moléculas proinflamatorias, como prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos a expensas de la sintesis de AGS antiinflamatorios, lo que resulta en un
resultado neto proinflamatorio y profibrotico. MPE: mediadores prorresolutivos especializados.
Modificada de Perakakis, Stefanakis, & Mantzoros, 2020.

En el 2017 Dong, et al., investiga las correlaciones de sus estudios cuantitativos
entre las etapas de la enfermedad y la metabolomica para determinar los mecanismos
moleculares involucrados en el desarrollo de EHGNA. Se analizaron 45 pacientes con
EHNA, 33 pacientes con EHGNA y un grupo control de 30 pacientes sanos donde se
concluyé que se destacan 32 metabolitos con diferencia, segun los estdndares de
bibliotecas metabolomicas, de los cuales encontraron que el &cido indolelactico, acido 3-
indolacético, L-carnitina y el acido piroglutdmico se ven enriquecidos en cinco vias
metabdlicas: via de las pentosas fosfato, biosintesis de hormonas esteroides, secrecion
de bilis, metabolismo del carbono y metabolismo del glutation. Tres de estas vias
(pentosas fosfato, metabolismo del carbono y metabolismo del glutatién) podrian estar

estrechamente asociados a los procesos patoldgicos de EHGNA.

En este estudio de Dong et al., se diferencia en los metabolitos de aminoacidos y
acidos nucleicos con los pacientes sanos y con la enfermedad en la cual la hipoxantina
es menor en aquellos pacientes con la enfermedad en cualquier nivel de progresion. La
hipoxantina y xantina caracterizan a la EHGNA en los trastornos del metabolismo ya que

conducen a la peroxidacion de lipidos y al estrés oxidativo conllevando a una presencia



mayor de radicales libres; las concentraciones de hipoxantina y xantina pueden utilizarse

para estimar el grado de lesion de los hepatocitos.

Este estudio también demostré que la concentracion de carnitina era mucho
menor en los pacientes con EHGNA que en los pacientes sanos. El trabajo de la
carnitina, aparte de aportar energia por la via f-oxidacion de acidos grasos al formar una
micela para transportar el triglicérido por la sangre hasta el interior de la mitocondria, es
eliminar los radicales libres que pueden desestabilizar las membranas celulares al ser un

secuestrador (scavenger) o mediante el incremento de las enzimas antioxidantes.

Yang et al., en el 2018 sugiere que alteraciones en el metabolismo de aminoacidos
de cadena ramificada como la leucina, isoleucina y valina se han pueden conducir al
desarrollo de resistencia a la insulina en el catabolismo de estos aminoacidos activa las
vias que causan la disfuncién mitocondrial, pero no esta claro si la disfuncién mitocondrial
causa resistencia a la insulina. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para verificar si
los niveles elevados de estos aminoacidos en la obesidad y la DM2 causan resistencia
a la insulina, que se ha demostrado que es estrechamente asociado con EHGNA en
pacientes adultos, mientras que en adolescentes muchos estudios nos dan resultados

contradictorios.

Mas recientemente en el 2021 Masarone, et al., estudi6 78 pacientes con EHGNA,
23 pacientes con EHNA y 43 con cirrosis informando que encontré 15 metabolitos cuya
concentracion fue mayor en pacientes con cirrosis relacionada a la EHGNA: galactosa,
acido urico, ribitol, acido glicérico, acido butanoico, histidina, fenilalanina, acido estearico,
treonina y &cido palmitico (Figura 5.2). La isoleucina, la valina y la asparagina mostraron
gran relevancia al concluir que el aumento de aminoacidos esenciales conlleva a una
mayor tasa de acumulacion de proteinas, que puede ser indicativa de un aumento de la
tasa de procesos catabdlicos, que, a su vez, puede estar relacionado con la inflamacién
y la progresion de la enfermedad a fbrosis y cirrosis. Ademas, los aminoacidos de cadena
ramificada y, en particular, la isoleucina se ha asociado con la gluconeogénesis,
resistencia a la insulina y mayor riesgo en el desarrollo de DM-2, asi como el riesgo

cardiometabolico (Gaggini, et al., 2018).
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Figura 5.2. Mapa de sistemas metabdlicos. Se resume la ruta mas corta que puede explicar las
interacciones entre los 15 metabolitos. Existe una clara interaccién de varias vias que implican:
biosintesis de acidos grasos de novo; ciclo de la urea y metabolismo de la arginina, prolina, glutamato,
aspartato y asparagina; metabolismo de biopterina; sintesis de &cidos biliares; metabolismo del
butanoato; metabolismo de la tirosina; glucdlisis y gluconeogénesis; metabolismo de las purinas.
Tomada de Masarone, et al., 2021.

También inform6 una reduccién de la cantidad de xantina en sueros de pacientes
durante la progresion de EHGNA. La oxidacién de la xantina es una reaccion limitante
en la produccién de &cido Urico y ya se ha informado como un candidato entre EHGNA
e hiperuricemia (Xu, et al., 2015). Fisiolégicamente la xantina oxida a urato y peroxido de
hidrogeno, permitiendo la produccion de ROS, al haber un nivel sérico bajo de xantina
puede asociarse con niveles altos de ROS acertando lo que inform6 Dong, et al.,
(Gaggini, et al., 2018).

Muchos estudios han reportado varios modelos de diagnéstico basados en
metaboldémica, lipidomica sola o combinada con otros parametros bioquimicos y clinicos
para el diagnostico y estadificacion de EHGNA (Tabla 5.1). Los modelos tienen como
objetivo diagnosticar la fibrosis avanzada (=3) (en la mayoria de los estudios), diferenciar
la EHGNA del estado de salud, distinguir entre EHNA y EHGNA o EHNA frente a no
EHNA (en muchos estudios) o detectar la presencia de fibrosis independientemente de

su estadio. (en pocos estudios). Los avances en los métodos de espectrometria de



masas Y los esfuerzos por estandarizar la forma de reportar los lipidos identificados han

ayudado a mejorar la metodologia en los ultimos afos.
Tabla 5.1. Estudios metabolémicos y lipidémicos para el diagndstico de EHGNA.

Comparaciones Metabolitos de prediccion Sensibilidad

Esteatosis vs. cualquier tipo de EHGNA
a) Eh = 5% frente a EH> 6% a-cetoglutarato 80%

b) Eh < 5% frente a EH 6-30%
c) eh = 5% frente a EH 31-60%
(Rodriguez-Galleg, et al., 2015)

a) Control vs. EHGNA a) TAG 16: 0/18: 0/18: 1, PC 18: a) 69%
b) Prediccion del porcentaje de | 1/22: 6, PC (O-24: 1/20: 4) b) 73%
grasa hepatica (Perakakis, et al,
2019) b) TAG (48: 0), PC (18: 1 / 22: 6),

PC (0-24: 1/20: 4)
Pediéatrico vs. adolescente C vs. 73%

EHGNA (Khusial, et al, 2019) 11 metabolitos y 3 variables clinicas
(indice de sensibilidad a la insulina
de todo el cuerpo, TAG)

HGNA vs. EHNA
No EHNA vs. EHNA (Zhou, et al, | AST, insulina, genotipo PNPLA3, 86%

2016) glutamato, isoleucina, glicina
HGNA vs. EHNA (Perakakis et | Perfil metabdlico dependiente del 62%
al., 2020). IMC de 292 metabolitos y 51

variables no identificadas




A)
b)

Control vs. HGNA

Control VS. EHNA
c) HGNA vs. EHNA
(Dong et al., 2017)

A) Control vs. EHGNA

b) HGNA vs. EHNA
HGNA
A) Control vs HGNA vs. EHNA

b) FO frente a F1-F4
(Perakakis et al., 2020)
a) FO-F2 VS. F3-F4
b) Sin EHNA vs. EHNA

(Caussy, et al, 2019)

a) EHNA 1-4 frente a EHNA 25

b) FO-F1 frente a F2-F4
(Yoo, et al, 2017)
a) FO-F2 Vs F3-F4
b) Control vs F3-F4

Balo
Baloncin (Yang, Vijayakumar, &

Kahn, 2018)

Continuacién Tabla 5.1.

a) Acido indoxilsulfirico en orina

b) Acido indolacético en orina

c) Acido piroglutamico en orina
a) 11 especies de TAG e IMC

b) 20 especies de TAG e IMC
vs. EHNA vs fibrosis
a) 19 modelos con 10-29 variables

(lipidos, glucanos, hormonas)

a) 10 metabolitos

b) 31 metabolitos

Fibrosis
a) C15: 0, C18: 1n7c, AST, ferritina

b) C15: 0, C16: 1n7t, C18: 1n7c,
C22: 5n3, edad, ferritina.

Los 10 principales metabolitos de
esteroides urinarios, IMC y edad

ncin hepatocelular
Colageno IV 7 s, colina plasmatica,
LPE (e-18: 2)

No presenta

a) 88%
b) 88%

a) 91%
b) 97%

a) 90%
b)
indicada

no

a) 73%

b) 82%

No indicada

89%



Continuaciéon Tabla 5.1
Estudios de validacion

a) Control VS. EHGNA | a) Panel de 11 especies de TAG e No indicada
IMC

b) HGNA VS. HENA

(Bril, et al, 2018) b) Panel de 20 especies de TAG e
IMC

La sensibilidad representa los valores de cohorte elegido por los autores, cuando no se
especifican puntos de cohorte éptimos, se incluyeron los valores con mayor sensibilidad.



CAPITULO VI: BIOLOGIA DE SISTEMAS

La EHGNA es una enfermedad que depende de muchos factores tanto internos
como externos del ser humano que conjuntamente van desarrollando el avance de la

enfermedad que preocupa cada vez mas a la salud publica.

La biologia de sistemas es una rama computacional de la biologia que se basa en
suposiciones donde el estudio del todo el cuerpo, o sistema del organismo vivo, es mas
poderoso que sus sistemas individuales (Funuyet-Salas J. , Martin-Rodriguez, Conrad,
& Pérez-San-Gregorio, 2020). Integra una recopilacién de multiples disciplinas cientificas
(tales como bioinformatica, biologia, informética, fisica) que se ocupan de un sistema
biolégico en el que su comportamiento se vuelve predecible y al momento de tener
condiciones que llegaran a modificar sus condiciones poder tener una pronta respuesta
a este. Gracias a esto podemos obtener una construccion de modelos predictivos multi
escala, facilitando a los investigadores el descubrir nuevos biomarcadores de
enfermedades y disefiar estrategias terapéuticas que estén orientadas a la gendmica,

transcriptdmica, proteGmica y metabolémica.

La apariciéon de las tecnologias "6émicas" ha generado los datos necesarios para
describir las redes en una escala mucho mayor de lo que era posible anteriormente. Esto
ha llevado al desarrollo de enfoques que infieren relaciones entre los componentes de la

red que cambian de la misma manera después de la perturbacion del sistema de interés.

A la fecha se ha tenido una creciente en los avances tecnolégicos proporcionando
una recopilacion de muchos datos que no fueron analizados conjuntamente llevando a
una transicién de la “Omica” a “multi-Omicas” por lo cual su analisis es necesario,
ofreciendo una ventana mas amplia en la fisiopatologia de la enfermedad dandonos
como resultado diferentes puntos de vista (Figura 6.1). Se han desarrollado
herramientas de biologia de sistemas que integran datos “Omicos” como las redes
metabdlicas a escala genomica. Estas herramientas son ampliamente utilizadas por los
investigadores para revelar las causas de las enfermedades humanas (Funuyet-Salas J.

, Martin-Rodriguez, Conrad, & Pérez-San-Gregorio, 2020). La investigacion de EHGNA



incluye, en su mayor parte, estudios de modelos humanos y animales para tener como

resultado la aplicacion de nuevas estrategias en la biologia de sistemas lo cual podria

ser beneficioso en la explicacion de la fisiopatologia y algan tratamiento de EHGNA,

ayudando al desarrollo de nuevos diagndsticos que no sean invasivos 0 menos invasivos.

La fisiopatologia de EHGNA tiende a variar de un paciente a otro por lo que el estudio

de la enfermedad por medio de un analisis de biologia de sistemas nos ayuda a que la

naturaleza de EHGNA tenga un enfoque personalizado de la salud del paciente

obteniendo una "firma molecular" de la fisiopatologia en el paciente.
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Figura 6.1 Descripcién general de las modificaciones 6micas en la patogénesis de EHGNA y su
papel potencial como biomarcadores de diagndstico. ACY1l: aminoacilasa 1, ANPEP: alanil
aminopeptidasa, APOE: apolipoproteina E, CHL1: molécula de adhesion celular similar a L1, CTSZ:
catepsina Z, RE: reticulo endoplasmico, AGL: 4cido graso libre, GSN: gelsolina, GCKR: gen regulador
de la glucoquinasa, HDAC: histona desacetilasas, HAT: histona acetiltransferasas, IGF: factor de
crecimiento similar a la insulina, INcRNA: ARN largo no codificante, mi-ARN: microARN, AGM: acido
graso monoinsaturado, nc-ARN: acidos ribodesoxinucleicos no codificantes, PPRARYy: receptor
gamma activado por proliferador de peroxisomas, PIGR: receptor polimérico de inmunoglobulina, AGP:
acido graso polisaturado, PNPLA3: fosfolipasa similar a la patatina que contiene el dominio 3, ROS:
especies reactivas de oxigeno, SREBP1: proteina de unién a elementos reguladores de esteroles 1,
SERPINC1: miembro 1 de la familia de serpinas C, AGS: acido libre saturado, SHBG: globulina
transportadora de hormonas sexuales, SNP: polimorfismo de un solo nucleétido, TGFB1: factor de
crecimiento transformante beta 1, TAG: triacilglicéridos, TM6SF2: miembro 2 de la superfamilia
transmembrana 6, VLDL: lipoproteina de muy baja densidad. Modificado de Martinou, Pericleous,
Stefanova, Kaur, & Angelidi, 2022.

A pesar del enorme éxito que ha sido GWAS al mostrarnos cientos de variantes
genéticas comunes que estan asociadas con enfermedades humanas (Buniello et al.,
2019), los genes, vias diana y las variantes asociadas a la enfermedad no estan
completamente claras. En uno de las primeras aplicaciones de la biologia de sistemas
(Mékinen et al.,2014) se integraron 16 GWAS humanos, que vivian con enfermedad
cardiovascular que se ha comprobado que tiene alta relevancia en la EHGNA, con datos
de transcriptomas de tejido y la expresion de loci de rasgos cuantitativos (eQTL) del
higado, el tejido adiposo, la sangre y las células endoteliales vasculares para de esta
manera vincular variantes genéticas con posibles genes basado en la regulacion génica
especifica de tejido. Al hacerlo, este estudio recapitulé todas las vias previamente
conocidas involucradas en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares (como
el colesterol y el metabolismo de los lipidos, la disfuncion vascular y la inflamacion), a su
vez, revelaron nuevas vias: la neuroproteccion mediada por eritropoyetina a través de
NF-kB, el ciclo celular, el estrés celular y la espliceosoma. Otro enfoque para integrar y
explotar una gran cantidad de datos heterogéneos para poder proporcionar predicciones
es la presentacion de modelos metabolomicos y genémicos a escala (GEMSs). La clave
es que los datos de protedmica, transcriptomica, metaboldmica y gendmica junto con el
conocimiento de las vias biologicas se puede integrar para permitir el calculo de las
modulaciones de flujo de la enfermedad. Por ejemplo, utilizando datos de secuenciacion

de ARN apropiados del higado, podemos inferir miles de cambios en la naturaleza del



flujo hepético que ocurren entre higado con alimento y en ayunas, o entre tejido hepatico
tratado y no tratado.

“ Z

En la era del descubrimiento de biomarcadores no invasivos, la “Omica” es un
enfoque revolucionario prometedor, ya que proporciona el beneficio de un analisis a gran
escala de las muestras de los pacientes (Niu, et al., 2021). El avance en la tecnologia
“‘dmica” ha permitido la identificacion de nuevos biomarcadores prometedores en un
enfoque libre de hipétesis. Ademas, las metodologias basadas en el aprendizaje
automético evolucionan constantemente para descubrir paneles de marcadores
“multiomicos” y explorar su precision diagnostica (Wong, Adams, de Lédinghen, Wong,
& S., 2018). Los estudios pioneros ahora estan investigando la integracién de datos
“multibmicos” con caracteristicas clinicas para construir clasificadores de componentes

multiples para diagnosticar EHGNA.

El propodsito final de reemplazar la biopsia hepéatica con biomarcadores no
invasivos precisos y altamente especificos permanece (Perakakis, Stefanakis, &
Mantzoros, 2020). A pesar de los notables avances en las tecnologias “multiomicas”, los
modelos “multiomicos” de diagndéstico aun no han alcanzado el nivel deseado de
rendimiento para incorporarse a la practica clinica debido a los desafios existentes, como

el alto costo y la disponibilidad reducida (Perakakis, Stefanakis, & Mantzoros, 2020).

Sin duda, con el avance de las tecnologias de secuenciacion “mica”, el software
de biologia computacional y la inteligencia artificial, en el futuro se llevaran a cabo
estudios “Omicos” a mayor escala para ayudar al descubrimiento de biomarcadores de
diagnéstico en EHGNA. En la era del descubrimiento personalizado de biomarcadores
no invasivos, la integracion de datos “Omicos”, caracteristicas clinicas e informacion de
imagenes facilitara el diagndstico, la estratificacion y el prondstico de los pacientes con
EHGNA (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Direcciones futuras en la era del diagnostico no invasivo de EHGNA mediante la
integracion de grandes datos “6micos” con informacién e imagenes clinicas. Modificado de
Martinou, Pericleous, Stefanova, Kaur, & Angelidi, 2022.

En el futuro el diagnéstico personalizado podria ser una combinacién de todos los
datos recopilados del estudio de las ciencias “émicas” en las redes metabdlicas
mencionadas en capitulos anteriores conduciendo a medicamentos y tratamientos
personalizados. El diagnéstico personalizado podria mejorar nuestro conocimiento

cientifico detras de la biologia de la enfermedad, permitiendo mejores intervenciones.



CONCLUSIONES

En conclusion, las “Gmicas” estan contribuyendo al gran avance que se ha observado
en la investigacion de salud hepéatica en los ultimos afios, que se caracteriza por el uso
de grandes y diversos datos analizados por herramientas matematicas vy
computacionales avanzadas para identificar nuevas formas de entender la biologia
humana y su salud. El poder de estas tecnologias crea oportunidades significativas para
abordar necesidades clinicas no satisfechas, como el diagnostico y tratamientos no
invasivos de EHGNA. En este contexto, parece razonable considerar los primeros
estudios de prueba de concepto en esta area de la investigacion como contribuciones a
la comprension y establecimiento de la metodologia de las herramientas necesarias para
lograr grandes avances en el tratamiento en el futuro cercano de nuestros semejantes

gue sufren esta enfermedad.



ANEXOS

Anexo 1. Metodologia de microarreglos.

Una microarreglo contiene de miles a millones de fragmentos de ADN
complementario (ADNc) u oligonucleétidos (llamados sondas) que se hibridan con
moléculas de ARN especificas en una muestra. Se usa ampliamente para examinar la
expresion génica perfiles de multitud de células y tejidos. Esta tecnologia se basa en la
hibridaciéon de ARN de tejidos o células a ADNc inmovilizado en un chip de vidrio o, en

casos cada vez mas raros, en una membrana de nailon.

En un esfuerzo por estandarizar los miles de experimentos de microarreglos, La
sociedad Microarray Gene Expression Database (MIAME) establecié pautas que
requieren que los investigadores se ajusten a ellas. MIAME describe la informacién
minima sobre un experimento de microarreglos que se requiere interpretar los resultados
del experimento y compararlo con otros experimentos de otros grupos. En resumen,

estas pautas incluyen:

1. Disefio del arreglo: se refiere a la informacion sobre la plataforma del arreglo,
descripcion del clones y oligbmeros, y numeros de catdlogo para arreglos comerciales.
Esto también deberia incluya la ubicacion de cada caracteristica, asi como las

explicaciones de la anotacion de caracteristicas.

2. Disefio experimental: una descripcién y los objetivos del experimento,
justificacion para células/tejidos y tratamiento utilizado, pasos de control de calidad y

enlaces a cualquier bases de datos necesarias.

3. Seleccion de muestras: criterios para la seleccién de muestras, descripcion de
los procedimientos utilizados para la extraccion de ARN y etiquetado de muestras.

4. Hibridacién: condiciones de hibridacion, incluido el blogueo y lavado de

portaobjetos.

5. Andlisis de datos: descripcidon de los datos en bruto, asi como de las imagenes
originales, hardware y software utilizados, asi como los criterios utilizados para el

procesamiento y normalizacion de los datos.



Anexo 2: Metodologia ARN-seq.

La secuenciacion de &cido ribonucleico (RNA-seq) permite la identificacion y
cuantificacion de moléculas de ARN a partir de una muestra biolégica. En un experimento
de RNA-seq, se introduce una anotacion del genoma después del paso de
secuenciacion, lo que permite volver a analizar el mismo conjunto de datos utilizando
diferentes software y referencias, manteniendo la relevancia de los conjuntos de datos
después de las actualizaciones de anotaciones gendémicas y del genoma (Simoneau,
Dumontier, Gosselin, & Scott, 2021).

Los resultados de cuantificacion en RNA-seq estan sujetos a diferentes tipos de
ruido que generalmente se clasifican como de naturaleza técnica o bioldgica. El ruido
técnico representa variaciones debidas a las manipulaciones de laboratorio, desde la
extraccion de ARN hasta la secuenciacién mientras que el ruido bioldgico incluye una
gama mas amplia de fuentes, segun el disefio experimental. Para una canalizacion de

analisis computacional de RNA-seq se realiza conforme a la Figura siguiente:

Figura A.2. Secuenciacion de metodologia ARN-seq.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Cohorte: el término se refiere a “un grupo de personas con caracteristicas
definidas que son objeto de seguimiento para determinar la incidencia o la mortalidad por
alguna enfermedad especifica, todas las causas de muerte o algun otro resultado” (Wang
& Kattan, 2020).

Un estudio de cohorte observa a las personas como dos o mas grupos, desde la
exposicion hasta el resultado. Una caracteristica clave del disefio del estudio de cohorte
es gue los sujetos son objeto de seguimiento a lo largo del tiempo. Comienza con sujetos
gue estan expuestos y no expuestos a un factor y luego evalla la ocurrencia posterior
de un resultado. A diferencia de los estudios transversales, que a menudo se utilizan
para determinar la prevalencia, los estudios de cohortes se utilizan para estudiar la
incidencia, las causas y el prondstico (Belbasis & Bellou, 2018). En la investigacién
clinica, los estudios de cohortes son apropiados cuando existe evidencia que sugiere
una asociacién entre una exposicién y un resultado, y el intervalo de tiempo entre la
exposicidon y el desarrollo del resultado es razonable. Los estudios de cohortes son el

disefio de eleccion para determinar la incidencia y la historia natural de una afeccion.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AASS: alfa-aminoadipico semialdehido sintasa.

ABCAL1: miembro 1 de la subfamilia de transportadores ABCA.
ACADSB: acil-CoA deshidrogenasa especifica de cadena corta/ramificada.
ACC1: acetil-CoA carboxilasa 1.

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADH1B: deshidrogenasa alcohdlica.

AGM: acidos grasos monoinsaturados.

AGP: acidos grasos poliinsaturados

AEBPL1: proteina 1 de unién a AE.

AGCC: acido graso de cadena corta.

AGL: acidos grasos libres.

AINEs: antiinflamatorios no esteroideos.

AMPK: cinasa dependiente de adenosina monofosfato.

BCAA: aminoacidos de cadena ramificada.

CAGE: cap analysis of gene expression

CAP: parametro de atenuaciéon controlada.

ChREBP: proteina de union a elementos respuesta a carbohidratos.
CHI3L1: quitinasa 3 similar a 1.

COL1A1: colageno tipo 1, cadena a 1.

COL1AZ2: tipo colageno 1, cadena a 2.



COL3A1: colageno tipo Ill, cadena a 1.

CREBH: proteina H de unién a elementos sensible al monofosfato de adenosina ciclico.
CPT1A: carnitina palmitoiltransferasa 1A.

CROT: carnitina O-octanoiltransferasa.

CYP8B1: citocromo P45 12a-hidroxilasa B1.

C7: complemento C7.

DAG: diacilglicerol.

DCDC2: proteina 2 que contiene el dominio Doublecorting.
DGAT?2: diacilglicerol acetiltransferasa.

DHRS4: deshidrogenasa/reductasa 4.

DM: diabetes mellitus.

DM-2: diabetes mellitus tipo 2.

DNMT: ADN metiltransferasas.

DPT: dermatopontina.

DRG: dieta rica en grasas.

D2HGDH: D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa.

E: glutamato.

ECV: enfermedad cardiovascular.

EFEMP1: proteina 1 de matriz extracelular tipo fibulina contenedora de EGF.
EH: ecografia hepatica.

EHG: enfermedad de higado graso.

EHGNA: enfermedad del higado graso no alcohdlico.



EHNA: esteatosis hepatica no alcohdlica.
EPHAS: receptor A3 de EPH.

ERC: enfermedad renal cronica.

ERM: espectroscopia de resonancia magneética.
FAP: proteina de activacion de fibroblastos a.
FASN: acido graso sintasa.

FBLNS5: fibulina-5.

FBP5: proteina de union a acidos grasos.

FDC: fosfatidilcolina.

FDPS: farnesil difosfato sintasa.

FGA: cadena alfa de fibrindgeno.

FGB: cadena beta de fibrindgeno.

FGF19: factor de crecimiento de fibroblastos 19.
FMO: flavin monooxigenasas.

FPP: farnesil pirofosfato.

FT: factores de transcripcion.

FXR: receptor X farnesoide del receptor nuclear.
GCKR: glucocinasa.

GCKRP: proteina reguladora de la glucoquinasa.
GEM: proteina de union a GTP sobreexpresada en el musculo esquelético.
GGPRA41.: receptores acoplados a proteina G.

GLP1: péptido 1 similar al glucagon.



GPRA43: receptores acoplados a proteina.
GSTA1L: glutation S-transferasa alfa 1.
GWAS: estudio de asociacion de genoma completo.
HADHB: hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa.
HAT: histonas acetiltransferasas.

HCC: hepatocarcinoma.

HDAC: histonas desacetilasas.

HDL: lipoproteina de alta densidad.
HGNA: higado graso no alcohdlico.

HNE: 4-hidroxinenal.

HSL: hormona sensible a lipasas.

HTAG: hipertriacilgliceridemia.

IL-1: interleucina-1.

IL-6: interleucina-6.

IL-8: interleucina-8.

IMC: indice de masa corporal.

IgA: inmunoglobulina A.

IgG: inmunoglobulina G.

IgM: inmunoglobulina M.

IRS-2: receptores de insulina-2.

ITGBL1: subunidad 8 de la integrina 1.

JNK: quinasas c-Jun N-terminal.



K: lisina.

LAMAZ2: subunidad de laminina a 2.

LBP: proteina de union a LPS.

LDN: lipogénesis de novo.

LncRNA: ARN largos no codificantes.

LKB1: quinasa hepética B1.

LKB1/AMPK: via de sefializacién de proteina quinasa activada por AMP.
LPC: lisofosfatidilcolinas.

LPINZ1: lipina 1.

LPS: lipopolisacéridos.

LRAT: lecitina retinol aciltransferasa.

LUM: proteina de matriz extracelular codificada por el gen Lum.
MBOATT7: O-aciltransferasa unido a membrana 7.

MDA: monodialdehido.

MT-NDG6: gen deshidrogenasa 6 codificado mitocondrialmente.
MPSS: massively parallel signature sequencing.

MS: espectrometria de masas.

OL: organulo lipidico.

PAI-1: inhibidor 1 del activador del plasminégeno.

PCK?2: fosfoenolpiruvato carboxicinasa.

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PED: proteinas expresadas diferencialmente.



PFK: fosfofructoquinasa.

PLAZ2: fosfolipasa A2.

PLIN2: perilipina 2.

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa.

PNPLA3: fosfolipasa 3 similar a patatina.
PPAR-a: receptor alfa activado por proliferacion de peroxisoma.
PPARYy: receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma.
POMC: proopiomelancortina.

PYY: péptido YY.

RBP: proteina fijadora de retinol.

RDH10: retinol deshidrogenasa 10.

RDH11.: retinol deshidrogenasa 11.

RE: reticulo endoplasmico.

RMN: resonancia magnética nuclear.
RNA-seq: secuenciacion de &cido ribonucleico.
ROS: especies reactivas de oxigeno.

RPD: respuesta proteica desplegada.

SAH: S-adenosilhomocisteina.

SAGE: serial analysis of gene expression.
SAM: S-adenosilmetionina.

SCD1: estearoil-CoA desaturasa 1.

SDC4: sydecan-4.



SHP: polimero hiperramificado supramolecular.

SIL: silibina.

SIRT1: desacetilasa sirtuina-1.

SIRT6: sirtuina 6.

SM: Sindrome metabdlico.

SNS: sistema nervioso simpético.

SPP1: osteopontina.

SP1: proteasa del sitio 1.

SP2: proteasa del sitio 2.

SREBF: factor de transcripcion de union al elemento regulador de esteroles.
SREBP-1: proteina de unién a elementos reguladores de esterol-1.
STAT3: via de sefializacion de transcripcion-3.

STMN2: estatmina 2.

S100A6: proteina A6 de union al calcio S100.

TAG: triacilglicerol.

TC: tomografia computarizada.

TGF-B1: factor de crecimiento transformador -1.

TGRS5: receptor de acidos biliares acoplado a la proteina G Takeda.
TLRA4: receptor 4 tipo toll.

TMA: trimetilamina.

TMAO: N-6xido de trimetilamina.

TMC4: gen tipo canal transmembranal 4.



TM6SF2: gen miembro 2 de la superfamilia transmembranal 6.
TNF-a: factor de necrosis tumoral-a.
VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad.

17B-HSD13: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-13.
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