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RESUMEN

La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) ha sido asociada con obesidad abdominal,
hipertension y diabetes. La resistencia a la insulina se considera mecanismo clave en la
patogenesis de la EHNA. Numerosas sustancias estan relacionadas con la presencia de
resistencia a la insulina, entre ellas la leptina y adiponectina. La leptina es una hormona
capaz de controlar la ingesta de alimentos y la expansion de la energia, sus niveles
correlacionan con el indice de masa corporal (IMC). La adiponectina es una proteina con
efectos antiinflamatorios, sus niveles correlacionan negativamente con el IMC vy
resistencia a la insulina. Se determin0 la expresion génica del ARNm de Leptina,
Adiponectina, Receptor 1 de Leptina (LepR) y Receptor 2 de Adiponectina (AdipoR2) en
sujetos con y sin esteatosis y con EHNA. Se obtuvieron 32 biopsias, divididas en 3
grupos: sin esteatosis(n=7), esteatosis(n=15) y EHNA(n=10). Se determino la expresion
del ARNm de Leptina, Adiponectina, LepR y AdipoR2 por transcripcion reversa (RT) y
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real usando como gen de
referencia B-actina. En sangre, se determinaron los niveles de leptina, adiponectina,
insulina, glucosa, triglicéridos, colesterol asi como también se determiné el IMC y el
indice de homeostasis (HOMA). La expresién del ARNm de leptina fue detectada en 1
muestra y de adiponectina en 4 del total de biopsias. Se encontré una correlacion inversa
entre la expresion de ARNm de LepR y el IMC (p=0.013,coef. 0.465); Los niveles de
expresion del ARNm de LepR fueron mas altos en el grupo de fibrosis grado 2 (n=12) en
relacién al grupo de fibrosis grado 0 (n=9) (0.7+.39 vs 0.38+0.25, p=0.034). Los niveles
de aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT), glucosa, insulina
e indice HOMA fueron mas altos en los grupos de EHNA en comparacién con los otros
grupos (p= 0.001, 0.006, 0.019, 0.024, 0.032). En nuestra poblacion la leptina y
adiponectina no juegan un papel en la patogénesis y progresion de la esteatosis a
EHNA. El IMC y su influencia sobre la expresién del receptor de leptina pueden tener un
papel importante en la patogénesis de la fibrosis hepatica en pacientes con EHNA. Los
valores de AST, ALT, glucosa, insulina y el indice HOMA pueden servir como predictores
de la progresién a esteatosis y EHNA

Palabras claves: esteatohepatitis no alcohdlica, esteatosis, obesidad, adiponectina,

leptina.



ABSTRACT

Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) has been associated with abdominal obesity,
hypertension and diabetes. Insulin resistance has been implicated as a key
mechanism in the pathogenesis of NASH. Numerous substances are related to
insulin resistance, including leptin and adiponectin. Leptin is a hormone capable of
controlling food intake and energy expansion, levels correlated with Body Mass Index
(BMI). Adiponectin is a protein with anti-inflammatory effects, levels negatively
correlated with BMI and insulin resistance. The gene expression of the mRNA leptin,
adiponectin, Leptin Receptor 1 (lepR) and Adiponectin Receptor 2 (AdipoR2) in
subjects with and without steatosis and NASH were determined. 32 biopsies were
obtained, and divided into 3 groups: no steatosis (n=7), steatosis (n=15) and NASH
(n=10). mRNA expression of leptin, adiponectin, lepR and adipoR2 were determined
by reverse transcription (RT) and real-time polymerase chain reaction (PCR) using as
a reference gen [(J-actin. In blood levels of leptin, adiponectin, insulin, glucose,
triglycerides, cholesterol, and were determined BMI and homeostasis Index (HOMA).
MRNA expression of leptin was detected in 1 sample and adiponectin in 4 of the total
number of biopsies. There was an inverse correlation between the mRNA expression
of lepR and BMI (p = 0,013, coef. 0,465); levels of mMRNA expression of lepR were
highest in the fibrosis group grade 2 (n=12) comparated with fibrosis group grade 0
(n=9) (0.7 £ .39 vs. 0.38 £ 0.25, p = 0.034). Levels of aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), glucose, insulin and HOMA index were higher
in the NASH group compared with others groups (p = 0,001, 0,006, 0,019, 0,024,
0,032). In our population leptin and adiponectin did not play a role in the pathogenesis
and progression of steatosis to NASH. The BMI and its influence on the leptin
receptor expression may play an important role in the pathogenesis of hepatic fibrosis
in patients with NASH. The values of AST, ALT, glucose, insulin and HOMA index
may serve as predictors of progression to steatosis and NASH.

Keywords: non-alcoholic steatohepatitis, steatosis, obesity, adiponectin, leptin.



1. ANTECEDENTES DE LA EHNA.

En 1980, Ludwig y col. acufiaron el término esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA) para describir un patrén morfolégico de dafio hepético
en 20 pacientes evaluados en la Clinica Mayo sobre un periodo de 10
afos. Los pacientes presentaban evidencia histopatolégica de hepatitis
alcohdlica en biopsia hepatica en ausencia de una historia de abuso de
alcohol, presentandose predominantemente en personas con obesidad,
del género femenino, con Diabetes Tipo 2 (DT2) (Reid, 2001). Sin
embargo, los primeros reportes formales de esta enfermedad datan de

hace mas de 30 afios (Tabla 1) (Alvarez-Martinez y Pérez-Campos, 2002).

Tabla 1. Antecedentes de la EHNA.

Anos Avances en la EHNA

1950 Observacion de cirrosis en diabéticos

1970 Dafio hepatico similar al originado por alcohol en derivacion
yeyuno-ileal.

1979 /| Acufan el termino EHNA (8 articulos / afio)
80 Pequefias series en pacientes

EHNA como entidad benigna

1994 Espectro ampliado de la EHNA

1996 Induccion del citocromo P 2E1 (CYP2E1l) en modelos animales

Endotoxinas inducen inflamacion en higados con esteatosis.




1998 Induccion de CYP2E1 en humanos.
Primer conferencia sobre EHNA

Resistencia a la insulina como piedra angular

1998 Diversos modelos animales

Primeros ensayos clinicos

2002 60 articulos al afo
Primeras conferencias en foros internacionales

EHNA como parte del sindrome metabdlico

2005 Efecto protector de la adiponectina

Tomado de: Chavez, T.N.C. y col., 2007.

2. MARCO TEORICO

2.1. Esteatohepatitis no alcohdlica

2.1.1. Definicién

La esteatohepatitis no alcohdlica es una enfermedad hepatica
metabdlica crénica, en la cual, la acumulaciéon de grasa (esteatosis) esta
asociada con inflamacion lobular, dafio al hepatocito y/o fibrosis
hepética, puede evolucionar a cirrosis, insuficiencia hepatica e incluso a
hepatocarcinoma, y se presenta en pacientes que no tienen una historia
de consumo de alcohol (Farell y col., 2005; Méndez-Sanchez y col., 2004).
Esta enfermedad ha recibido distintas denominaciones incluyendo
hepatitis grasa, enfermedad de Laénnec no alcohdlica, hepatitis
diabética, hepatopatia parecida a la alcohdlica, y finalmente EHNA
(Méndez-Sanchez y col., 2004a).

2.1.2. Clasificacion



e Primaria: Es la forma mas comun de la enfermedad. Es |la derivada
de alteraciones metabdlicas como la obesidad o DT2 (Farell y col.,
2005).

e Secundarias: Aparece en personas con derivaciéon yeyuno-ileal,
nutricion parenteral, desnutricion, bulimia o enfermedad de Wilson;
incluso se ha asociado con el virus de la hepatitis C asi como con
la ingestion prolongada de algunos farmacos (Reid, 2001; Farell y
col., 2005).

2.1.3. Prevalencia

La enfermedad de higado graso no alcohdlico es un problema
comun y ha sido hoy en dia reportado en todos los continentes, excepto
en la Antartida. La verdadera prevalencia de EHNA no ha sido bien
establecida (Mc Cullough, 2002). Sin embargo, estudios en la poblacion
general, detectados con ultrasonido o0 tomografia computarizada
sugieren una prevalencia de entre el 2.8y el 25% de la poblaciéon general
(Méndez-Sanchez y col., 2004b).

La EHNA es diagnosticada histolégicamente en el 7-11% de los pacientes
que son sometidos a biopsia hepatica en Estados Unidos y Canada, pero
es encontrada solo en el 1.2% de pacientes sometidos a biopsia hepatica
en Japon (Reid, 2001).

En cuanto a la prevalencia en la poblacion mexicana, en un estudio
retrospectivo de 2,963 biopsias de higado procesadas durante 10 afios
en el instituto Nacional de Nutriciéon Salvador Zubiran (INNSZ) y

publicado en 1994, De la Mora reportd 16 casos de EHNA, por lo que



concluyé que la enfermedad era infrecuente en su institucién, reportando
s6lo 0.53% de prevalencia de la enfermedad (De la Mora y col., 1994). Sin
embargo, en un estudio realizado en derechohabientes del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), en el estado de Hidalgo, se encontré
prevalencia de EHNA de 18.5% en diabéticos y de 7.1% en no diabéticos,
con prevalencia global de la muestra de 10.3% (Bernal-Reyes y col.,
2000).

2.1.4. Factores de riesgo
Existen factores de riesgo que se encuentran relacionados con el
desarrollo de EHNA, los mas importantes so: la obesidad, DT2 y las

hiperlipidemias (Mufioz-Espinosay col., 2002).

2.1.4.1. Obesidad

A pesar de que la obesidad se encuentra fuertemente asociada a la
EHNA no se observa en el 100% de los casos. En diversas cohortes de
pacientes obesos la prevalencia de EHNA varia de un 39 a 95%. Los
habitos alimentarios son un factor importante en el desarrollo de la
enfermedad, de ellos, los que se asocian con mas frecuencia en
pacientes con EHNA es el porcentaje de energia total y el porcentaje de
grasa ingerida total, este Gltimo es seis veces mas alto en pacientes con
EHNA. De igual manera tienen un consumo mas alto de colesterol al diay
un consumo menor de grasa poliinsaturada y fibra (Méndez-Sanchez y
col., 2004b).

La obesidad y el consumo de alcohol estan asociados con el mismo
espectro a las enfermedades hepaticas; las alteraciones patoldgicas y su

historia natural similares sugieren que pueden estar involucrados



mecanismos patogénicos comunes (Alvarez-Martinez y Pérez-Campos,
2002). Las alteraciones del metabolismo de los lipidos que predisponen
al acumulo de acidos grasos en el higado, consisten en un incremento en
la captacion hepatica de acidos grasos secundario a un aumento en su
movilizacién desde los adipocitos periféricos, como resultado de la
resistencia a la insulina (Chitturi y Farrel, 2001).

2.1.4.2. Diabetes tipo 2

La EHNA ocurre con mayor frecuencia en pacientes con diabetes,
principalmente aquellos con DT2 considerandose un factor
independiente de riesgo de muerte por enfermedad hepatica y como
predictor independiente de fibrosis hepética. Puesto que también se ha
descrito en obesos un mecanismo patogénico comun entre esta entidad
y la DT2, puede ser que la resistencia a la insulina sea lo que favorece
una acumulacién excesiva de acidos grasos libres a nivel hepatico y que
sea lo que predispone a un estrés oxidativo intrahepatico por
estimulacion de la lipoperoxidacion, ademas del efecto estimulante de la

beta oxidacién mitocondrial (Alvarez-Martinez y Pérez-Campos, 2002).

2.1.5. Histologia

La EHNA es indistinguible histolégicamente de la hepatitis
alcohdlica. La mayoria de las caracteristicas histolégicas de EHNA estan
agrupadas en la Tabla 2. La excesiva heterogeneidad histolégica para
establecer el diagnéstico de EHNA se debe a las significantes

discrepancias clinicas y patolégicas (Mc Cullough, 2002).

Tabla 2. Principales caracteristicas histologicas de la EHNA.



Esteatosis macrovesicular Fibrosis perisinusoidal o periportal.

Inflamacién del parénquima. Cuerpos de Mallory.
Necrosis hepética. Nucleo glucogenado.
Balonamiento y degeneraciéon hepatica. Lipogranulomas.

Manchas hepéticas.

Tomado de: Reid, E.A. y col., 2001.

Los cambios en la grasa caracteristicos de la EHNA pueden afectar los
I6bulos hepéticos de forma difusa o primaria en las zonas centrales
causando acumulo de lipidos en los hepatocitos que desplazan al nucleo
a la periferia, ademas se produce necrosis e infiltrado inflamatorio

(cuerpos hialinos de Mallory) (Figura 1).

Figura 1. Esteatosis con distribucién perilobulillar. Tecnica de: Van Gieson 400x. Tomado de:
Instituto de Investigaciones Médicas "Alfredo Lanari" de la Universidad de Buenos Aires,

Argentina.

El grado de esteatosis se correlaciona con el indice de Masa Corporal
(IMC), y es generalmente mas severo en EHNA que en hepatitis
alcohdlica (Tabla 3). La inflamacion lobular de grados diversos se

encuentra presente en todos los casos y puede consistir en linfocitos,



células mononucleares y neutrdéfilos. El balonamiento de los hepatocitos
y/o necrosis hepéatica de diversos grados esta presente frecuentemente y
es requisito para el establecer el diagndstico de EHNA (Mc Cullough,
2002; Pichardo-Baenay col., 2004).

Los cuerpos de Mallory, pueden ser pequeiios, dispersos y han sido
descritos en 10% de los casos de EHNA, estos pueden ser prominentes
en EHNA severa. La fibrosis pericelular, perisinusoidal y periportal ha
sido descrita en 37-84% de pacientes con EHNA. La fibrosis muestra mas
prevalencia en la zona 3, y es mas prevalente en nifios que en adultos. La
cirrosis es encontrada en una biopsia inicial en 7-16% de los pacientes
con EHNA (Mc Cullough, 2002).

Tabla 3. Grados y etapas de las lesiones histolégicas en la EHNA.

Grados de Grado 1: <33% de hepatocitos afectados.
esteatosis Grado 2: 33% a 66% de hepatocitos afectados.

Grado 3: >66% de hepatocitos afectados.

Grados para la Grado 1, Ligera.
esteatohepatitis. Esteatosis: Predominantemente macrovesicular, involucra 66%
de los l6bulos.

Balonamiento: ocasionalmente observado; zona 3 del lobulillo

hepatico.

Inflamacién_lobular: dispersa e inflamacion aguda ligera.

Inflamacién portal: nada o ligera.
Grado 2, Moderada.
Esteatosis: cualquier grado, mezcla de grasa micro vy

macrovesicular.

Balonamiento: presente en la zona 3 de hepatocitos.

Inflamacién ___lobular: células polimorfonucleares pueden

asociarse a hepatocitos en baldn, fibrosis pericelular, puede



llegar a verse inflamacién crénica ligera.

Inflamacién portal: ligera a moderada.

Grado 3, severa.
Esteatosis: tipicamente involucra > al 66% de los hepatocitos.

Balonamiento: presente en la zona 3 de forma marcada.

Inflamacién _lobular: inflamaciéon crénica y aguda dispersa,

células polimorfonucleares concentradas en la zona 3 y fibrosis
perisunosoidal.
Inflamacién portal: ligera a moderada.

Etapas para fibrosis | Etapa 1: zona 3 perivenular, perisinusoidal o fibrosis pericelular,
focal o extensiva.

Etapa 2: igual que etapa 2, con fibrosis periportal, focal o
extensiva.

Etapa 3: puentes de fibrosis, focal o extensiva.

Etapa 4: cirrosis.

Tomado de: Martinez-Lépez y col., 2005.

2.1.6. Historia natural

A pesar que la EHNA es no progresiva y por lo general tiene un
prondstico benigno, se han descrito modelos epidemiolégicos donde
aproximadamente 70 a 90% de los pacientes con obesidad tienen
esteatosis hepatica, 10 a 20% presentan esteatohepatitis y 3 a 5%

desarrollan cirrosis (Farell y Larter, 2006; Chavez-Tapia y Uribe, 2007).

La EHNA es una entidad que en estadios de esteatosis sin inflamacion o
fibrosis parece tener una evolucion favorable, pero al haber fibrosis
establecida un porcentaje significativo puede progresar a cirrosis (Figura
2). Una vez ocurrida la cirrosis hepatica los pacientes tienen todas las

complicaciones y mortalidad de los pacientes con cirrosis por otras



etiologias, incluyendo carcinoma hepatocelular. El curso clinico suele
ser silente y llevar a la deteccion tardia de dicha neoplasia (Farell y
Larter, 2006; Liou y Kowdley, 2006).

Esteatosis EHNA Cirrosis
Obesidad ™ =—p == Hepato-

10-90% 10-20% 3.5%, carcinoma

Figura 2. Historia natural de la EHNA. El curso maligno de la enfermedad comienza con
esteatosis hasta su progresion a cirrosis pasando por estadios de fibrosis hepética.
Modificado de: Méndez-Sanchez y col., 2007.

2.1.7. Fisiopatologia

La infiltracion grasa del higado surge como respuesta a una gran
variedad de estimulos nocivos que incluyen hipoxia, toxinas, inflamacién
sistémica, neoplasias malignas, ayuno, deficiencias nutricionales, y
diversas alteraciones metabodlicas (Méndez-Sanchez y col., 2004). El
modelo actual para describir la patogénesis de la EHNA es llamado

también la hipotesis de los dos golpes, el cual fue propuesto por primera



vez por Day y James. (Kowdley, V.K., y col. 2006; Day, C.P. y James, O.F.
1998)

2.1.7.1. Primer golpe. Resistencia a la insulina

El mecanismo de la resistencia a la insulina es desconocido,
aunque se conocen posibles intermediarios tales como el aumento de la
concentraciéon de acidos grasos que inhibe la captacion periférica de
glucosa, y la induccién del péptido inhibidor Kappa Cinasa Beta (IKKB).
Este péptido activa al factor nuclear Kappa Beta (NF-kB), el cual, a su vez
promueve la trascripcion de una variedad de citocinas, entre las cuales,
la mas importante es el factor de necrosis tumoral alpha (TNFLD). Estas
citocinas ademas de jugar un papel fundamental en el componente
inflamatorio de EHNA, inhiben la fosforilacion y la activacion del receptor
para insulina IRS-1, ademéas de inhibir la expresion del transportador
para glucosa GLUT4. A su vez, el TNFL activa al IKKB, creandose un

circulo vicioso (Figura 3) (Méndez-Sanchez y col., 2004b).

Al existir entonces resistencia a la insulina hay por un lado una mayor
cantidad de acidos grasos libres circulantes y dentro del hepatocito. La
hiperinsulinemia es resultado del proceso que va a estimular la
glucdlisis, aumentando la Acetil CoA y contribuyendo ain mas a la
cantidad de acidos grasos libres disponibles intracelularmente. Existe
entonces una mayor concentracion de acidos grasos intracelulares,
inevitablemente se estimula la sintesis de triglicéridos dentro del
hepatocito. Existe ademéas una disminucién en la sintesis de
apolipoproteina B 100, que facilita la exportacion de los triglicéridos
como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Como resultado de

todo este proceso, se genera un acumulo de vacuolas de triglicéridos



dentro del hepatocito produciéndose la esteatosis macrovesicular. A
toda esta secuencia de eventos cuya resultante es la esteatosis hepatica,
se le suele denominar el primer golpe, ya que es la primera condicién
gue tiene que darse para que se produzca el segundo golpe, que
determinara la produccion de especies reactivas de oxigeno, estrés
oxidativo y génesis del proceso inflamatorio de EHNA (fig. 3) (Méndez-
Sanchez y col., 2004b).

2.1.7.2. Segundo golpe. Estrés oxidativo

El aumento intracelular de acidos grasos es en si mismo un factor
gue induce la actividad del citécromo P-450 2E-1 y P450 43, que generan
especies reactivas de oxigeno con potencial citotoxico. Dos de los
productos de esta oxidacion por rutas alternas son el 4-hidroxinonenal y
el malonaldehido, productos altamente toxicos a nivel intracelular actian
junto con la interleucina 8 como quimioatrayentes para
polimorfonucleares, asi mismo, estimulan al factor de crecimiento Beta
que a su vez es un potente inductor de la transformacion fenotipica de
células esteladas, las cuales pasan de un estado pasivo almacenador de
vitamina A, a un estado miofibroblastico capaz de producir colageno y
por tanto fibrosis. Estos compuestos producen dafo al citoesqueleto del
hepatocito perdiendo su forma cuboidal y produciendo un balonamiento
y agregados intracelulares que constituyen los cuerpos hialinos de
Mallory (Tagle, 2003).
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Figura 3. Fisiopatologia de la EHNA. Modificado de: Adams y col., 2005

2.1.8. Diagnéstico
Los estudios requeridos para establecer el diagndstico de EHNA vy
diferenciarla de otras patologias son los siguientes:

e Pruebas de enzimas del higado (aminotransferasas): Determinacion
de AST(aspartato aminotransferasa) y ALT(alanino
aminotransferasas) en suero (Méndez-Sanchez y col., 2004a).

e Mediciones antropométricas: peso, talla (usadas para calcular el
IMC), circunferencia de cintura y cadera (Méndez-Sanchez y col.,
2004a).

e Estudios de imagen: radiografia, ultrasonidos, tomografia axial
computarizada (TAC), resonancia magnética nuclear (Méndez-
Sanchez y col., 2004a).

e Biopsia de higado: es la unica forma de confirmar el diagndstico
EHNA vy distinguirla de otras patologias hepaticas (Méndez-

Sanchez y col., 2004a).

Tabla 4. Valores anormales de las pruebas diagndsticas para EHNA.



Prueba diagnostica

Valor anormal

Aminotrasferasas

Elevacion de 2 a 4 veces de las ALT y AST.
Relacion AST/ALT <1.

Mediciones

antropomeétricas

IMC > 25 kg/m?.

Estudios de imagen

Ultrasonografia: incremento de la ecogenicidad.
Tomografia: aumento de la radiolucencia

comparado con el rifién.

Biopsia hepética

Degeneracion grasa  macrovesicular de
moderada a severa con inflamacién, la cual
puede ser lobular o portal, con o sin cuerpos

hialinos de Mallory, fibrosis y/o cirrosis.

Otras

Consumo de alcohol mayor a 30 g/semana en
mujeres y mayor a 40 g/semana en hombres.
Presentar anticuerpos positivos contra el virus

de la hepatitis B y hepatitis C.

Contenido tomado de: Martinez-Lépez y col., 2001.

2.1.9. Tratamiento

El tratamiento de la enfermedad esta enfocado principalmente a

modificar o eliminar

los factores comuUnmente asociados con la

enfermedad, dentro de estos se incluyen la disminuciéon de peso, el

control glucémico adecuado, el tratamiento de las dislipidemias y la

interrupcién del consumo de farmacos potencialmente hepatotéxicos

(Tagle, 2003).

2.1.9.1. Tratamiento nutricional

Reduccién de peso



Las guias para la pérdida de peso generadas por el panel de
expertos del Nacional Heart, Lung and Blood Institute y el National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, recomiendan
una pérdida gradual de peso del 10% (0.5 a 1 kg / semana) con respecto
del peso basal en 6 meses para conseguir modificaciones en las
variables bioquimicas, mejoramiento de la sensibilidad a la insulina y
cambios histopatoldgicos en los pacientes con EHNA; lo cual, se logra
por medio de las modificaciones en la dieta, actividad fisica, terapia de
comportamiento, farmacoterapia y cirugia; la recomendacion de una
modalidad de tratamiento debe ser individualizada, considerando el IMC
y la presencia de factores de riesgo asi como enfermedades

concomitantes (Angulo, 2004).

Suplementos nutricionales

Vitamina E es un potente antioxidante que disminuye el dafo
hepatico reduciendo las endotéxinas estimuladas por lipopolisacaridos,
inhibiendo la activacién de NFkB y la produccién de TNF y bloqueando la

activacion de las células hepéticas esteladas (Cave y col., 2007).

S-Adenosilmetionina disminuye la peroxidacién lipidica, asi como
también la evidencia histoldgica de dafio hepatico manteniendo la
permeabilidad mitocondrial. Reduce la inflamacién debido a que inhibe
citocinas proinflamatorias como TNF y aumentar citocinas
antiinflamatorias como IL-10 después de la estimulacién con
lipopolisacaridos (Cave y col., 2007).

Betaina protege a las células del estrés y del daifio hepatico
reduciendo la cantidad y concentracion de grasa en el higado ya que

facilita la conversion de homocisteina a metionina (Cave y col., 2007).



Zinc protege contra dafo hepético inducido por toxinas iniciando la
inhibicién de la producciéon de TNF y reduciendo el estrés oxidativo
(Cavey col., 2007).

2.1.9.2. Tratamiento farmacologico

El uso de agentes sensibilizadores a la accién de la insulina es una
de las estrategias que fisiopatolégicamente parece ser mas eficaz. El uso
de tiazolodinedionas en estudios pilotos de un afio de duracion muestran
resultados positivos con una adecuada tolerancia al tratamiento
(Angulo., 2004).

El uso de rosiglitazona ha mostrado disminucion de los niveles de
enzimas hepaticas, que va de forma paralela a la disminucion de la
resistencia a la insulina. Otro de los sensibilizadores a la insulina es la
metformina, la cual en modelos animales ha ocasionado disminucion de
la hepatomegalia y el grado de esteatosis, asi como normalizacién de los

niveles de aminotransferasas (Angulo., 2004).

2.2. Adipocitocinas

El tejido adiposo funciona como un 6rgano endocrino capaz de participar en la
regulacion del metabolismo mediante la secrecién por los adipocitos de moléculas
conocidas como citocinas o adipocitocinas; entre las que destacan la leptina, el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF alfa), el inhibidor del activador de plasminégeno (PAI

1), la resistina y la adiponectina (Lozano, 2002; Tsochatzis y col., 2006).

2.2.1. Adiponectina



La adiponectina es una proteina, miembro de las adipocitocinas, de 30
kDa, que se sintetiza exclusivamente en el tejido adiposo blanco y es
producida durante la diferenciacion del adiposito (Sitio del laboratorio de
nutricion., 2007). La adiponectina fue identificada inicialmente a
mediados de 1990 por cuatro grupos independientes (Kadowaki y
Yamauchi., 2005).

e Scherer, y col. y Hu, y col. 1995. clonaron la adiponectina, llamada
Acrp 30 o Adipo Q, respectivamente a través de la clonacion de
genes expresados durante la diferenciaciéon del adiposito (Hironori
y Tontonoz., 2007).

e Maeda, y col. 1996. clonaron adiponectina, llamada apM1 como uno
de los genes mas abundantemente expresados por los adipocitos
(Hironori y Tontonoz., 2007).

e Nakano, y col. 1996. purificaron adiponectina a partir de plasma
humano como una proteina ligada a la gelatina, GBP28 (Hironori y
Tontonoz., 2007).

2.2.1.1. Estructura

En base a su estructura la adiponectina pertenece a la familia de
proteinas de complemento 1q, que consisten de un dominio globular
carboxilo terminal y un dominio colageno amino terminal (Hironori y
Tontonoz., 2007; Meier y col., 2004). La adiponectina es una proteina de
247 aminoéacidos, con una masa molecular de 30 kDa y 4 dominios: una
secuencia amino terminal seguida de un dominio variable de 28
aminoéacidos, un dominio colageno formado por 22 tripletas de glicina
por tirosina y finalmente un dominio globular carboxilo terminal (Figura

4). Esta estructura primaria es similar al factor de complemento globular



Clg. Sin embargo, su estructura cristalografica se asemeja al factor de
necrosis tumoral -00O(TNF- ) (Meier y col., 2004; Sitio de laboratorio de
nutricion., 2007).

SECUENCIA DE
SENALIZACION

SECUENCIA NO HOMOLOGA

SITIO DE UNION A LA TRIPSINA AA 104

\ /

COOH
NH2

| A A

DOMINIO COLAGENO DOMINIO GLOBULAR

Figura 4. Estructura de la adiponectina: proteina formada por una secuencia amino terminal,
seguida de un dominio variable de 28 aminoacidos, un dominio colageno formado por 22
tripletas de glicina por tirosina y un dominio globular carboxilo termina. Modificado de: Meier
y col., 2004.

2.2.1.2. Sintesis

La adiponectina es inducida durante la diferenciaciéon del adipocito, y su
secrecion se encuentra estimulada por la insulina (Yamauchi y col.,
2003). La sintesis y secrecion de adiponectina se encuentra regulada por
diversos mecanismos. Los adipocitos secretan hormonas
sensibilizadoras de la insulina como: adiponectina, leptina, y otras
hormonas como péptidos. La hipertrofia de adipocitos, inducida por una
dieta alta en grasas, causa disminucidon en la produccion y secreciéon de
hormonas sensibilizadoras de insulina e incremento en hormonas

promotoras de resistencia a la insulina, iniciando la resistencia a la



insulina en obesidad. La reduccién en la actividad de PPAR-g, miembro
de la familia de receptores nucleares, confiere proteccién contra la
obesidad y diabetes tipo 2 inducida por una dieta alta en grasas. La
adiponectina disminuye la sintesis de lipidos y la produccién de glucosa
en el higado y causa disminucién en las concentraciones de glucosa y
acidos grasos en la sangre. Ademas, la produccién de triglicéridos se
encuentra disminuida y la oxidacién de acidos grasos y disipacion de
energia en el musculo se encuentran incrementados (Meier y Gressner,
2004).

La insulina incrementa la sintesis de adiponectina en tejido adiposo
blanco. La sintesis y secrecion de adiponectina se encuentra disminuida
en presencia de exceso calérico, presumiblemente asociado con
deficiencia o resistencia a la leptina. La proteina puede también
incrementar la sensibilidad de los hepatocitos a la insulina, ya sea a
través de accion directa o indirectamente disminuyendo las
concentraciones de lipidos circulantes via accién en musculo. Por tanto,
la administracion de adiponectina puede mejorar la sensibilidad a la
insulina y la tolerancia a la glucosa y puede corregir la hiperglicemia

asociada con obesidad (Saltiel, 2001).

2.2.1.3. Gen de adiponectina (ACRP 30)

El gen que codifica para adiponectina se encuentra en el cromosoma 3
en la posicidon 3q27; esta formado por 3 exones y 2 intrones (Figura 5) y
esta regulado principalmente por PPARg, CEBP y ADD1, factores de
trascripcion claves en la adipogénesis (Sitio de laboratorio de nutricion.,
2007).
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Figura 5. Estructura del gen que codifica para la adiponectina; conformado por 3 exones
separados por dos intrones de 8.5y 1.6 kb respectivamente.
Tomado de: Musir, M,M. Universidad de Barcelona, 2004

La proteina circula en el plasma como estructura trimérica, hexamérica y
polimérica. La adiponectina monomérica no se encuentra en la
circulaciéon sanguinea y parece confinada al adipocito. Circula en el
plasma en concentraciones entre 5 a 30 [Ig/ml. En ausencia del dominio
coladgeno, la adiponectina trimeriza, pero no forma grandes estructuras.
(Figura 6) (Kadowaky y Yamauchi, 2005).
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Figura 6. Modelo de la estructura de la adiponectina, tres monémeros

forman un trimero unidos por sus dominios globulares, cuatro a seis




trimeros unidos por sus dominios colagenos forman la gran molécula que

circula en el plasma.

Tomado de: Revision de adiponectina, Sitio de laboratorio de nuitricion,
2003.

Los fragmentos de adiponectina globular son generados por ruptura
proteolitica por la enzima leucocito elastasa secretada por monocitos
activados y/o neutroéfilos (Waki y col., 2005). La formacién de oligébmeros
de adiponectina depende de la formacién de uniones disulfuro mediada
por la cisteina-39 (Pajvani y col., 2003). Asi mismo, la hidroxilacién y
glucosilacion de las cuatro lisinas en el dominio colageno de
adiponectina han demostrado mejorar la biodisponibilidad de
concentraciones inferiores a las concentraciones fisioldgicas de insulina

para inhibir la gluconeogénesis en hepatocitos (Wang y col., 2002).

2.2.1.4. Niveles de adiponectina

Su concentracion en suero es del orden de 5 a 10 mg/mL. (10 a 30
nM). La expresion del ARNm y los niveles plasméticos de la proteina
estan significativamente reducidos tanto en ratones como en seres

humanos obesos y diabéticos (Sitio de laboratorio de nutricién., 2007).

Existe una fuerte correlacion negativa entre los niveles de adiponectina
en el plasma y el IMC. Asi mismo, una dieta alta en grasa induce

hipoadectinemia, mientras que la reduccion de peso en personas obesas



produce incremento en los niveles de adiponectina (Sitio de laboratorio
de nutricién., 2007).

Aunque, la adiponectina es secretada solamente en el tejido adiposo, sus
niveles circulantes son mas bajos en sujetos obesos que en no obesos.
Esto contrasta con la mayoria de las adipocitocinas cuyos niveles estan
aumentados en la obesidad en proporciéon directa con el aumento de

masa corporal (Sitio de laboratorio de nutricién., 2007).

También, se han encontrado niveles bajos de adiponectina en pacientes
hipertensos y en sujetos diabéticos y particularmente bajos en
individuos con cardiopatia coronaria. La incidencia de muerte por
enfermedad cardiovascular es mayor en pacientes con falla renal y con

niveles bajos de adiponectina (Sitio de laboratorio de nutricién., 2007).

Los niveles plasméticos son menores en hombres que en mujeres. La
hipoadectinemia que se presenta en las dislipidemias puede acelerar los
cambios ateroscleroticos observados en el sindrome metabdlico (Sitio de

laboratorio de nutricién., 2007).

2.2.1.5. Receptores de adiponectina

El ARN de los receptores de adiponectina fue aislado de ADNc de musculo
esquelético humano por exploracion de la unién a la adiponectina globular. EI ADNc
analizado codifica una proteina designada como AdipoR1 humano. Esta proteina ese
encuentra altamente conservada en el hombre (especialmente en 7 dominios

transmembranales) (Kadowaki y Yamauchi., 2005).



Al momento se han encontrado dos isoformas del receptor de adiponectina AdipoR1
y adipoR2 (el cual tiene 67% de identidad en aminoacidos). AdipoR1 es expresado
ubicuamente y es mas abundantemente expresado en musculo esquelético, mientras
que adipoR2 es mas abundantemente expresado en tejido hepatico (Figura 7). Se ha
reportado que los receptores de adiponectina fueron expresados en células beta
pancreaticas, y que los acidos grasos pueden regular sus niveles de expresion
(Kadowaki y Yamauchi., 2005).
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Figura 7. Estructura del receptor 2 de adiponectina (AdipoR2) es mas
abundantemente expresado en higado de raton.
Modificado de: Kadowaki, T y Yamauchi, T., 2005.

AdipoR1 y AdipoR2 parecen ser proteinas integrales de membranas; la cadena N
Terminal es interna, y la C Terminal es externa, lo cual es opuesto a la topologia de
otros receptores acoplados a la proteina G. Adipo R1 y AdipoR2 pueden formar

homo y heterodimeros (Kadowaki y Yamauchi., 2005).

AdipoR1 es un receptor para adiponectina globular, mientras que AdipoR2 es un

receptor para la forma completa de la adiponectina. La supresién de AdipoR1 con



RNA de interferencia reduce el incremento en la oxidacién de acidos grasos por la
adiponectina globular, en tanto que la supresion de AdipoR2 reduce el incremento en
la oxidacion de &cidos grasos por la forma completa de la adiponectina (Figura 8)
(Kadowaki y Yamauchi., 2005).
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Figura 8. Estructura del gen de receptor 2 de adiponectina; conformado por 2 exones y 5
intrones.

Tomado de: Kadowaki y Yamauchi., 2005.

2.2.1.6. Mecanismos de accion

La adipoenctina actla directamente por medio de la unién con sus
receptores trasmembranales: AdipoR1 el cual es predominantemente
expresado en musculo esquelético y muestra afinidad por la
adiponectina globular y AdipoR2 el cual es predominantemente
expresado en el higado y muestra afinidad por la forma completa de

adiponectina (Yamauchi y col., 2003).

Otro mecanismo de accién es a través de la activacion de AMP cinasa y
PPAR-[IJen higado y musculo esquelético, el cual resulta en la
estimulacion de la oxidacion de acidos grasos y disminucion del
contenido de triglicéridos en musculo esquelético e higado (Yamauchi y
col., 2002)



La adiponectina administrada a roedores ha demostrado que incrementa
la fosforilacion por tirosina del receptor de la insulina provocando un
aumento de la sensibilidad a la insulina. Tales estudios han sido

validados en humanos (Oh y col., 2007).

2.2.1.7. Adiponectina y enfermedades hepaticas.

La adiponectina posee un papel hepatoprotector debido a que hay
datos sugieren que la adiponectina se acumula fuera de la matriz
extracelular de los hepatocitos y actta como wuna hormona
antiinflamatoria participando en el proceso de reparacion del dafio
hepatico. La adiponectina también disminuye la fibrosis hepatica por
medio de la expresién de ambos tipos de receptores de adiponectina en
las células estelares hepaticas. Asi, se sugirié que la adiponectina se une
a las células estelares hepéticas y afecta sus funciones, debido a que
inhibe la proliferacién y migracion de células estelares hepaticas en
cultivo y disminuye la expresion génica de TGF [J1. En un modelo de
dafio hepético agudo inducido por endotoxinas en ratones obesos KK-
Ay, la adiponectina previno el dafio hepatico inhibiendo la sintesis y/o la
liberacion de TNF-OJ0La adiponectina también disminuyo la esteatosis,
hepatomegalia, ALT anormales, y las células T mediando el proceso
inflamatorio hepatico en ratones, lo cual, corrobora su efecto
hepatoprotector. Finalmente, la induccién de adiponectina fue asociada
con el efecto protector de la grasa saturada previene el desarrollo
enfermedad de higado graso alcohdlico en ratones (Tsochatzis y col.,
2006).

2.2.2. Leptina



En 1950, Ingalls y col. fueron los primeros en describir la mutacién
ob, una mutacién autosdémica recesiva que causa incremento en la
ingesta de comida, obesidad profunda y DT2. Diversos estudios
experimentales predijeron que los ratones knockout ob/ob fueron
deficientes en un factor circulante que regula la ingesta de alimento y
metabolismo. Sin embargo, 10 afios antes, el grupo de Friedman
identificd por clonacién posicional el gen ob (Friedman y Halaas, 1998;
Lozano., 2002).

La leptina es una hormona que fue descubierta en 1994, recientemente
ha sido objeto de numerosos estudios. Su nombre deriva de la palabra
griega “leptos” que significa “delgado”. Se produce casi en su totalidad
en el tejido adiposo blanco por el gen LEP, aunque también se secreta en
menor cantidad en las células del epitelio, estdmago y placenta, esta es
secretada a la circulacién sanguinea por donde viaja hasta el cerebro y
otros tejidos (Baratta, 2002;4to. Congreso Virtual de Cardiologia., 2007).
Sus efectos son mediados por receptores (ob-R), localizados
principalmente en el hipotdlamo. Se conocen hasta el momento seis

isoformas del receptor (Paracchini y col., 2005) .

2.2.2.1. Estructura

La leptina es una proteina conformada por 167 aminoacidos con un
péptido sefal de 21 aminoacidos que se escinde antes de que la leptina
pase al torrente circulatorio. Esta proteina madura de 146 aminoacidos
con un peso molecular de 16 kDa. Presenta una estructura terciaria. La
estructura de la leptina consiste en un complejo de cuatro hélices,
similar a las citocinas. Ademas, contiene una union disulfuro entre

cadenas necesaria para desarrollar su funcion bioldgica. La leptina



humana presenta una homologia del 84% con la proteina de ratén y del
83% con la leptina de rata (Paracchini y col., 2005; Howard Hughes
Medical Institute., 2007). La leptina es un importante sefalizador en la
regulacion del tejido adiposo y peso corporal, funciona por inhibicién del
apetito y estimulacion del gasto de energia. Los defectos en la
produccion de leptina causan obesidad severa. La leptina también juega
un papel en diferentes partes del cuerpo, tales como los 6rganos
reproductores masculino y femenino, las glandulas mamarias, densidad
mineral 6sea, el sistema inmune, el intestino, el rifién, el higado y el

pulmén (Fantuzzi y Faggioni., 2000).

2.2.2.2. Gen de leptina (LEP/Ob)

El gen LEP codifica para la leptina ha sido localizado en los
humanos en el cromosoma 79q31.3 (Figura 9) y consiste de tres exones
separados por dos intrones.

La sobreexpresién del gen humano LEP ha sido encontrada en el tejido

adiposo subcutaneo de personas obesas (Paracchini y col., 2005).

=
y 4 A 4
— —

’ Regién no codificante ' Regién codificante
—

Figura 9. Estructura del gen de leptina conformado por 2 intrones y dos exones.
Modificado de: Gong y col. 1996.

2.2.2.3. Niveles de leptina



La leptina es producida en muchos sitios, pero la cantidad de grasa
corporal es la principal determinante de los niveles circulantes de esta
hormona (Fantuzzi y Faggioni., 2000). Los niveles séricos de leptina en
personas con peso normal oscilan en el rango de 1-15 mg/mL, aunque en
individuos con un indice de masa corporal (IMC) superior a 30 se pueden
encontrar valores de 30 mg/mL o incluso superiores. La eliminacion de la
leptina es rapida, posee una vida media de unos 25 minutos en el caso de
la enddgena y de 90 minutos aproximadamente en el caso de la exdgena.
Este tipo de eliminacion lleva a pensar que existe una secrecion
continuada de proteina por las células adiposas. La eliminacién se
produce, en gran parte, a nivel renal. Después de su produccion, la
leptina es secretada en el flujo sanguineo, donde circula unida a las
proteinas y es transportada al cerebro donde estimula o inhibe la
liberacién de varios neurotransmisores (4° Congreso de Cardiologia.,
2007).

Los niveles de leptina han sido encontrados elevados en pacientes
obesos. La incapacidad de los niveles elevados de leptina para la
modificacion del estado de obesidad de las personas puede estar
relacionado con “resistencia a la leptina” (la incapacidad de la leptina

para entrar a la célula) (Paracchini y col., 2005).

La leptina presenta un ritmo de secrecion circadiano relacionado, entre
otros, con la pauta de ingesta, aumentando a lo largo del dia en humanos
(de habitos diurnos) y reduciéndose en el caso de roedores (de habitos
nocturnos). La secrecion es pulsatil y esta modulada por la insulina y
otras hormonas. No se conoce exactamente el mecanismo responsable

del valor maximo de leptina a lo largo del dia en los humanos, aunque



parece estar modulado por el régimen de horas de luz/oscuridad, la

ingesta y las horas de suefio del individuo (Paracchini y col., 2005).

2.2.2.4. Efectos fisiologicos
Regulacién del balance energético

Fisiolégicamente, la leptina disminuye el apetito y regula el gasto
energeético através de la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS)
hacia el tejido adiposo pardo, reduciendo asi la masa del tejido adiposo y
el peso corporal (Figura 10). Sin embargo, esta activacion simpatica
mediada por leptina no es selectiva, y estudios en animales demuestran
gue otros oOrganos cardiovasculares como el rifion, el corazén, las
glandulas suprarrenales y la vasculatura, son también afectados (4to.

Congreso Virtual de Cardiologia., 2007; Paracchini y col., 2005).

En los roedores, particularmente, en los ratones ob/ob, la administracidon
central y periférica de leptina provoca una pérdida de apetito y una
disminucién del peso corporal mediada por una reduccién del depdésito

grasa, principalmente (Howard Hughes Medical Instutute., 2007).

No se conoce con exactitud el mecanismo responsable, aunque diversos
trabajos sugieren la posibilidad de que la leptina ejerza este efecto a
nivel cerebral a través de mediadores como el neuropéptido Y, la
hormona estimulante de los melanocitos (aMSH), la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) o la colecistoquinina (CCK) entre otros.
Actualmente, este campo de los neurotransmisores y neuropéptidos con
papel orexigénico y anorexigénico tales como la hormona alfa-
melanocito-estimuladora, la cual, actua en el receptor melanocortina-4,

cocaina, el regulador de la trascripcion de anfetaminas y la hormona



liberadora de corticotropina. La leptina también afecta directamente el
metabolismo y la funcién de diversos tejidos como los adipocitos,
musculo esquelético, ovarios, corteza adrenal, y células [ del pancreas

(Fantuzzi y Faggioni., 2000).

Diversos autores han descrito que en situaciones de balance energético
positivo se observa un aumento de los niveles de leptina, sin originarse
cambios en el acumulo de tejido adiposo, o que provoca un incremento
del consumo de oxigeno tisular asi como de la termogénesis y también
un aumento de la tasa metabdlica. La leptina parece intervenir, por tanto,
en la homeostasis energética evitando un incremento excesivo del
porcentaje graso. Del mismo modo, un balance de energia negativo se
acompaia de una reduccion del nivel leptina, sin una modificacién inicial
del depdsito graso. En este sentido, la pérdida de peso observada tras la
administracion de leptina en ratones ob/ob puede ser atribuible a la
union de estos dos efectos: un descenso de la ingesta junto a un

paralelo aumento del gasto energético (Fantuzzi y Faggioni., 2000).



9

HIPOTALAKT

TEJDO ADIPOSO _\‘é_M

BLANCO

RESERVAS DE
LIFD QS

INGESTADE
ALINENTOS

OXDACIHN DE
ACIDNGS GRASOS

Figura 10. Mecanismo de accién de la leptina.
Tomado de: Waki, H. y col., 2007.

2.2.2.5. Leptina y metabolismo de lipidos y glucidos

A nivel del metabolismo de la glucosa, la administracion de leptina
exdgena normaliza la hiperglucemia y la hiperinsulinemia observada en
los modelos animales de obesidad genética. Entre los mecanismos
implicados, la leptina inhibe la secrecidén de insulina por las células (-
pancreaticas, estimula la utilizacibn de glucosa, particularmente
mediante la captacion desde el musculo esquelético y promueve el
transporte de glucosa a través del intestino delgado (Howard Hughes
Medical Institute., 2007).



Sobre el metabolismo lipidico, estimula la lip6lisis en el adipocito, tanto
in vivo como in vitro, provoca una modificacion del reparto lipidico en el
tejido muscular, estimula la termogénesis en el tejido adiposo marréon y
es capaz de aumentar la sintesis de acidos grasos en el higado (Howard
Hughes Medical Institute., 2007).

Otros efectos
La leptina estimula la proliferacién y diferenciacion de las células

hematopoyéticas y de la angiogénesis (Poordad., 2004).

La leptina interviene en la modulacion de la respuesta inmune y la
actividad fagocitica de los macrofagos, la proliferacion de monocitos y
linfocitos T, asi como la liberacion de algunas citocinas inflamatorias
(Poordad., 2004).

La expresion local de la proteina ob a nivel gastrico aparece como un
factor de saciedad, mientras que a nivel intestinal podria intervenir
controlando la absorcion de nutrientes y la motilidad del intestino
(Poordad., 2004).

Se ha observado que esta hormona estimula la actividad del SNC a nivel
del hipotalamo, glandulas adrenales, rifion y musculatura esquelética.
Este hecho sugiere un aumento del gasto energético, una regulacion del
sistema cardiovascular y de la funcidon renal a través del SNC que podria
estar relacionada con las alteraciones que ocurren en situaciones de
obesidad (Poordad., 2004).



La leptina parece estar también implicada en el desarrollo cerebral, como
sugiere el hecho de que en ratones ob/ob y db/db presenten un menor
peso cerebral, defectos estructurales de las neuronas o mielinizacion
inadecuada (Poordad., 2004).

2.2.2.6. Leptina y enfermedades hepaticas.

Las células hepéticas esteladas juegan un papel central en la
fibrogénesis hepatica, expresan la forma larga del receptor para la leptina
el cual se encuentra aumentado durante la produccion de fibrosis. Se
encontré que las células estelares hepaticas activadas producen leptina,
mientras que la leptina se encontré6 que sobreregula citocinas
profibrogénicas en células estelares hepaticas activadas en humanos.
Estudios en ratas a las que se les administraron inyecciones de leptina
con hepatotoxinas incrementaron la expresion de procolageno 1, TGF1,
y actina muscular, un marcador de células estelares hepaticas activadas
y eventualmente la produccion de fibrosis. Ademas, se observdé un
draméatico incremento en los niveles séricos de TNF-[ldespués de las
inyecciones de leptina, sugiriendo que la leptina puede aumentar la
inflamacion 'y subsecuentemente la fibrogénesis. Las células
sinusoidales y las células Kupffer fueron identificadas como los blancos
principales de la accion profibrogénica de la leptina. Por otro lado las
ratas resistentes a la leptina o deficientes de Ileptina mostraron
respuestas fibrogénicas significativamente reducidas. De acuerdo con
estos datos, se ha sugerido un efecto directo de la leptina sobre las
células estelares hepaticas y es considerada como mediador de la
fibrosis hepatica, ademas, de tener efectos que no pueden ser solamente
atribuidos a la inducciéon de TNF-[J[(Tsochatzis y col., 2006)]



2.2.2.7. Receptor de leptina

La sefalizaciéon de la leptina se encuentra mediada por el receptor de leptina
(OB-R), un miembro de la familia de receptores de hematopoietinas que se
encuentra fuertemente relacionado a la transduccion de sefiales de subunidades de
receptores de citocinas tipo IL-6. En humanos y roedores, han sido detectadas dos
formas predominantes de receptor de leptina. Ambas isoformas tienen idénticos
dominios extracelulares y afinidad de unién a ligandos, pero difieren en los dominios
intracelulares lo cual representa productos del corte y empalme alternativo. La forma
corta del receptor de leptina (OB-Rs) tiene un dominio citoplasmatico de 34
aminoacidos y se encuentra en los 6rganos principales. Sin embargo carece de
actividad normal de union a ligandos, OB-Rs ha sido descrito ser incapaz de llevar a
cabo la sefializacion de la leptina. En contraste la forma larga (OB-RI) contiene un
dominio citoplasmatico de 302 aminoacidos. Es expresado primariamente en el
nacleo especifico del hipotalamo y es considerado ser la isoforma del receptor
competente para llevar a cabo la sefializacion (Tartaglia y col., 1995; Wang y col.,
1997; Hileman y col., 2002).

La RT-PCR y analisis de proteccion de ARN han revelado que diversos érganos
periféricos, incluyendo el higado tienen niveles detectables de ARNm que codifican la
forma larga del receptor de leptina (Figura 11). La cantidad relativa de sus niveles va
de 2 a 11% (higado 5%) del total de la sefial de ARNm de OB-R. Diversos reportes
han sugerido que la leptina puede inducir una respuesta biolégica en células

derivadas de tejidos periféricos (Wang y col., 1997)
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Figura 11. Estructura del gen que codifica para la forma larga del receptor de
leptina. Se encuentra conformado por 2 exones.
Tomado de Entrez, Pubmed.

3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La EHNA es una de las enfermedades gastrointestinales que ha
incrementado considerablemente su prevalencia, a consecuencia del
aumento en la incidencia de obesidad y enfermedades metabdlicas
relacionadas. Se considera que en el futuro sera una causa importante de
la presencia de enfermedades cronicas del higado, particularmente
cuando se estima que para el aiio 2010 habra entre 8 y 14 millones de

mexicanos con obesidad (Chéavez y col., 2007).

Dada la elevada frecuencia de esteatosis hepatica en sujetos obesos, hay

un marcado interés en el papel de las adipocitocinas en el desarrollo de



esteatosis y EHNA, asi como en el desarrollo de necroinflamacion y
fibrosis debido a que de acuerdo a datos experimentales, reducidos
niveles de adiponectina y elevados niveles de leptina se encuentran
asociados con resistencia a la leptina, lo cual es usualmente observado
en pacientes obesos con o0 sin sindrome metabdlico y puede tener
alguna implicacién en acumulacion de grasa en el higado asi como el

aumento de la inflamacién hepatica (Tsochatzis y col., 2006).

Asi mismo, la mayoria de los casos diagnosticados como cirrosis
criptogénica, aproximadamente 70% se atribuyen a la EHNA. Sin
embargo, hoy en dia el desarrollo de cirrosis parece ser menos
importante de lo que se pensaba inicialmente debido a que la causa
principal de muerte en estos pacientes es la derivada de las
complicaciones cardiovasculares y metabdlicas asociadas a la obesidad,
debido a que los pacientes con EHNA tienen cerca de 8 veces mas riesgo
de morir por enfermedades cardiovasculares y relacionadas con la
resistencia a la insulina que aquellos con infeccién crénica por el virus

de hepatitis C (Muiioz-Espinosay col., 2002).

4. JUSTIFICACION
La esteatohepatitis no alcohdlica es una enfermedad metabdlica
progresiva y una de las principales consecuencias de la creciente
epidemia de obesidad. Se encuentra en un espectro que va de la
esteatosis hepatica a la cirrosis. Considerando que, la esteatosis simple

puede evolucionar a EHNA y la EHNA es reconocida como una



enfermedad potencialmente progresiva que puede causar Cirrosis y

desencadenar en carcinoma hepatocelular (Farell y Larter, 2006).

Los probables mecanismos involucrados en el desarrollo y progresion
de la esteatosis a EHNA, incluyen alteraciones en el metabolismo de
lipidos, produccion de especies reactivas de oxigeno, aumento en la
peroxidacion de lipidos hepaticos, células estelares hepaticas activadas,
y un patrén anormal en la produccién de citécinas entre las cuales se

encuentran la leptina y adiponectina (Méndez-Sanchez y col., 2004a).

Por tanto es necesario establecer una relacidbn entre la expresion de diversas
adipocitocinas en las diferentes etapas del desarrollo de la EHNA debido a que a la
fecha no se dispone de indicadores o marcadores moleculares de la progresion de la
enfermedad y su relacidon con parametros clinicos a través de los cuales se pueda
inferir el curso de la enfermedad; asi mismo no se dispone de un tratamiento mas
eficaz que la reduccion de peso en este tipo de pacientes, en esta investigacion
ponemos especial atencién a la leptina y adiponectina, ya que en diversos estudios
se ha demostrado que los niveles de adiponectina se encuentran disminuidos
significativamente en pacientes con obesidad asi como con enfermedades asociadas
a la presencia de EHNA; también se ha identificado a la leptina como un regulador
clave de la inflamacion y el desarrollo de fibrogénesis hepatica en pacientes con
esteatosis; A pesar de los estudios realizados el papel de estas citécinas en el
desarrollo EHNA, aun permanece controversial. Por lo anterior es necesario analizar
si existe relacion entre la expresion de este gen y los parametros relacionados con el
sindrome metabdlico, de igual manera analizar si la expresion tiene un valor
pronéstico de la progresion de la enfermedad, de tal forma que permitira tener mas
elementos diagndsticos que ayuden a la busqueda de nuevos tratamientos con

respecto a blancos terapéuticos que puedan ser identificados.



5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar los niveles de expresion del ARNm de los genes

Adiponectina, Leptina, Receptor 2 de Adiponectina (AdipoR2) y Receptor

1 de Leptina (LepR) en biopsias hepaticas de pacientes con EHNA, con

esteatosis simple y sin esteatosis.

5.2. Objetivos especificos

Estandarizar los métodos de extraccion, cuantificacion y valoracion
de ARN.

Valorar los niveles de expresion de los genes leptina, adiponectina
y B-actina en tejido de expresion normal (tejido adiposo).
Determinar los niveles de expresiéon de los genes Adiponectina y
Leptina en biopsias hepaticas de pacientes con EHNA, con
esteatosis simple y sin esteatosis.

Comparar los niveles de expresion de los genes Adiponectina y
Leptina entre pacientes con EHNA asi como con esteatosis simple
y sin esteatosis.

Determinar los niveles de expresion de LEPR y AdipoR2 en
pacientes con EHNA asi como con esteatosis simple y sin
esteatosis.

Comparar los niveles de expresion de los genes Adiponectina y
Leptina entre pacientes con EHNA asi como con esteatosis simple
y sin esteatosis.

Correlacionar los niveles de expresion de LepR y AdipoR2 con

variables bioquimicas (insulina, glucosa, triglicéridos, colesterol



total, colesterol HDL, colesterol LDL) y antropométricas (IMC), asi

como con el grado de fibrosis hepatica.

6. HIPOTESIS

Hipotesis alterna

Los niveles de expresion de leptina y adiponectina y sus receptores son
diferentes en los pacientes con EHNA en comparaciéon con los pacientes

sin y con esteatosis simple.

Hipotesis nula
Los niveles de expresion de leptina y adiponectina y sus receptores no
son diferentes en los pacientes con EHNA en comparacion con los

pacientes con esteatosis simple.



7. MATERIALES Y METODOS

Diagrama metodolégico

32 biopsias hepaticas: 7 sin
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Figura 12. Diagrama metodoldgico de los procedimientos realizados.

7.1. Sujetos de estudio

El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité Institucional de
Investigaciones Biomédicas en Humanos del INCMNSZ, segun lo establecido en la
Ley general de Salud en Materia de Investigacion en Salud, asi mismo, con base en
esta los pacientes incluidos en el estudio firmaron una carta de consentimiento
informado (Ver Anexo) para la utilizacién de la biopsia hepatica, debido a que el
estudio representa un tipo de investigacién con riesgo mayor que el minimo. Se
incluyeron 32 biopsias hepéticas de sujetos que fueron canalizados a interconsulta
en el departamento de Gastroenterologia en el INCMNSZ por sospecha de alteracion
hepatica. El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética del
INCMNSZ. Los pacientes fueron sometidos a evaluacidn medica por un medico
especializado en gastroenterologia, ademas se realizaron evaluaciones
antropomeétricas (peso y talla), bioquimicas (determinacion de AST, ALT, glucosa,
insulina, colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos, asi como leptina y adiponectina
sérica) y ultrasonido para establecer un diagnostico previo a la toma de la biopsia.

Una vez establecido el diagnostico por parte del médico, se procedio a establecer el



diagnostico histopatologico confirmatorio por medio de una biopsia, la cual se
considera estandar de oro para el establecimiento del mismo. Los pacientes fueron
sometidos a una angiografia transyugular en la sala de Angiografia del INCMNSZ

para la obtencion de la biopsia.

Criterios de inclusion:
e Pacientes con sospecha de alteracion hepatica por EHNA de origen primario
sin diagnostico histopatoldgico confirmatorio.
e Pacientes con registro en el INCMNSZ.
e Edad > 25 afios.

e Cualquier género.

Criterios de exclusion:
e Presentar serologia positiva para VHC o VHB.
e Tener un consumo de alcohol mayor a 40 g / dia para hombres y de 30 g / dia
para mujeres.
e Pacientes con diagnéstico de EHNA de origen secundario u otras
enfermedades hepaticas en base a los siguientes criterios:
» Presentar serologia positiva para anticuerpos antinucleares,
antimitocondriales y antimusculo liso.
» Recibir nutricion parenteral.
= Consumo prolongado de farmacos hepatotéxicos.

» Niveles anormales de ceruloplasmina sérica, cobre sérico y urinario.

Criterios de eliminacion:

= Muestra de tejido hepatico insuficiente para realizar el estudio.

Las biopsias fueron divididas de acuerdo a caracteristicas histopatolégicas (por un
medico hepatopatdlogo) en tres grupos: sin esteatosis (n=7), esteatosis simple
(n=15) y EHNA (n=10) en base a la siguientes caracteristicas: sin esteatosis (<5% de



hepatocitos afectados), esteatosis (5-29% de hepatocitos afectados), esteatohepatitis
(>30% de hepatocitos afectados). También fue evaluado el grado de fibrosis y de
actividad histolégica en base a la escala o algoritmo de METAVIR utilizada para la
evaluacion semicuantitativa del dafio en tejido hepatico como se muestra en la Tabla
5 (Bedossa, P.y Poynard, T., 1996).

Tabla 5. Escala de METAVIR para la evaluacion

histoldgica de biopsias hepéaticas.

CARACTERISTICA CODIGO
ACTIVIDAD HISTOLOGICA

Sin actividad A0
Actividad media Al
Actividad moderada A2
Actividad severa A3
FIBROSIS

Sin fibrosis FO
Fibrosis portal sin septos F1
Fibrosis portal con septos raros F2
Septos numerosos sin cirrosis F3
Cirrosis F4

Contenido tomado de: Bedossa, P. y Poynard, T., Hepatology. 1996.

7.2. Reactivos
Extracciéon de ARN:
e Solucién de estabilizacion de ARN (RNA later, Ambion®)

Reactivos para extraccion de ARN de tejido (High Pure RNA Tissue Kit de
Roche®):



Solucién amortiguadora intermediaria de rompimiento de células
(Lysis/Binding Buffer, Roche®) (guanidina-HCl 4.5 M, fosfato de
sodio 100mM, pH 6.6)

ADNasa para eliminacion de contaminacion por ADN (DNase |,
Roche®) (Dnasa 10 kU)

Solucion amortiguadora para incubacion de ADNasa (DNase
Incubation Buffer, Roche®) (NaCl 1M, Tris-HCI 20 mM, MnCl. 10 mM,
pH 7.0)

Solucién amortiguadora de lavado | (Wash Buffer |, Roche®) (5 M
guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCIl y 20 mL de etanol absoluto, pH 6.6)
Solucién amortiguadora de lavado Il (Wash Buffer Il, Roche®) (NaCl
20 mM, Tris-HCI 2 mM y 40 mL de etanol absoluto, pH7.5)

Solucion amortiguadora de elusion para recuperacion de ARN
(Elution Buffer, Roche®) (Agua doble destilada, estéril, libre de
nucleasas y ARNasa)

Agua DEPC (Dietil Pirocarbonato)

Etanol absoluto (Sigma®)

Cuantificacion de ARN:

Agua DEPC (dietilpirocarbonato)

Valoracion del ARN:

Agarosa grado analitico (Promega®)

acido 3-N-monofolino-propanesulfonico (MOPS) al 1% y 10%
Bromuro de Etidio (10 mg/dL)

Colorante de carga o solucion de arrastre (azul de bromofenol-

xilecianol y glicerol 40%)



Marcador de peso molecular de 100 pb (B-actina) (Promega®)

Transcripcién Reversa:

Reactivos para la reaccion de Trascripcion Reversa

Enzima Transcriptasa Reversa (20 U/OL) (Transcriptor Reverse
Transcriptase, Roche®) (fosfato de potasio 200 mM, ditiotreitol 2
mM, 0.2 % Triton X-100 [v/v], 50% glicerol [v/v], pH 7.2)

Soluciébn Amortiguadora para Transcriptasa Reversa 5x
(Transcriptor RT Reaction Buffer, Roche®) (Tris/HCI 250 mM, KCI
150 mM, MgCl240 mM, pH 8.5)

Inhibidor de ARNasas (40 U/L) (Protector RNase Inhibidor,
Roche®) (Hepes-KOH 20 mM, KCI 50 mM, ditiotreitol 8mM, 50% de
glicerol [v/v], pH7.6)

Mezcla de Dexoxirribonucleotidos (Deoxynucleotide mix, Roche®)
[10 mM adenina trifosfato (ATPd), citosina trifosfato (CTPd),
guanina trifosfato (GTPd), timina trifosfato (TTPd)].

Iniciador de Trascripciéon de Deoxitimina (oligo DT) (500M)
(Anchored-oligo (dT) Primer, Roche®)

Iniciadores aleatorios (600 [1M)

Agua grado PCR (Water PCR-grade, Roche®).

PCR-Tiempo Real:
Reactivos de reaccion para PCR-Tiempo Real compatible con sondas de hibridacion.

Mezcla Maestra de Reaccion (5x) (Master Mix Reaction, Roche®) (Taq ADN
polimerasa, Solucion amortiguadora de reaccion, MgClz y mezcla de
deoxirribonucleotidos (con UTPd)

H20 grado PCR (Water, PCR grade, Roche®)

Enzima uracil-N-glicosilasa 100 uM



Sondas TagMan de la libreria universal del genoma humano (0.1 [JM) # 25
(leptina), #85 (Adiponectina), #68 (Receptor de leptina), #14 (Receptor de
adiponectina), #64 (B-actina). (Universal Probe Library, Roche®)

Iniciadores (1 [IM) (Invitrogen Custom Primers®) para leptina (sentido:
ttgtcaccaggatcaatgaca antisentido: gtccaaaccggtgactttct), Adiponectina
(sentido: agagatggcacccctggt antisentido: caccgatgtctcccttagga), LepR
(sentido: gaaagcactttgcaattgagg antisentido: tgggatgaatagatggaatatcag)
AdipoR2 (sentido: gggcattgcagccattat antisentido: aggcccaaaaacactcctg) B-

actina (sentido: ccaaccgcgagaagatga antisentido: ccagaggcgtacagggatag).

7.3. Material de plastico y vidrio

Pipetas de 0.2 (L, 2 (L, 10 (L, 20 0L, 50 0L, 100 (1L, 200 0L, 1000
L (Gilson®).

Puntas para micropipetas de polipropileno (Axygen®)

Tubos de polipropileno o crioviales (Corning® Incorporated)
Microtubos Eppendorf de polipropileno de 15 mL, 0.6 mL
(Axygen®)

Tubos con filtro de polipropileno con 2 barreras de fibra de vidrio
flexible, con capacidad en la parte superior de 700 L (Roche®)
Tubos colectores de polipropileno de 2 mL (Roche®)

Celdillas de cuarzo

Matraz Erlenmeyer de 250 mL (PYREX®)

Probeta graduada de 100, 200, 500 y 1000 mL.

Vasos de precipitado

Capilares LigtCycler 20]L (Roche®)

Block frio de 2 a 8 °C LigthCycler Centrifuge Adaptors (Roche®)

Dispositivo para taponar capilares (Roche®)

Carrusel LigthCycler de 200L (Roche®)



Liberador de capilares (Roche®)

7.4. EqQuipos

Ultracongelador de -70°C marca Frilatic®, No. B3-0318

Refrigerador 4°C /Congelador -20°C marca América®, No. B-B-02661
Vortex Maxi Mix Il (Barnstead Termolyne® Tipo 37600)

Homogenizador y Fuente de poder (Politron®, Kinematica AG PT1300D)
Microcentrifuga refrigerada (Sigma® 1-15).

Microcentrifuga MiniSpin de Eppendorf®

Espectrofotometro de luz uv de espectro visible Lambda modelo
E2201 (Perkin EImer®)

Computadora (HP®)

Bascula analitica (Ohaus®)

Horno de microondas (General Electric®)

Camara de electroféresis horizontal de 35 mL (Gibco® BRL 58, Life
Tecnologies)

Fuente de Poder (Bio Rad® 3000)

Fotodocuemntador (UVP® Mod. TM-E, de 115V, 50 Hz y 1.20 Amps)

Camara de documentacion de electroforesis y programa de analisis 120
(Kodac® 290)

Termociclador convencional (Perkin Elmer® 9600).

Termociclador tiempo real Lightcycler 2.0 (Roche®).

Computadora portatil Inspiron 600mb (DELL®)

7.5. Métodos

1.

Extraccion de ARN-total a partir de tejido hepatico (biopsia hepatica) por el

método de isotiocianato de guanidina.
Cuantificacion de ARN
Valoracion del ARN



4. Sintesis de ADNCc, por trascripcion reversa.
5. Cuantificacion relativa de Leptina/B-actina, Adiponectina/B-actina, LepR/B-actina,
AdipoR2/B-actina por PCR-Tiempo Real con sondas TagMan.

1. Extraccion de ARNm

Posterior a la toma de la biopsia se almacen6 a -70°C en 1 mL de
soluciéon de estabilizacion (RNA later) de ARN hasta su procesamiento. El
total de la biopsia obtenida fue procesada para la obtencién de ARNm, la
extraccion de ARNm se realizé utilizando el kit para extracciéon de tejido
High Pure RNA Tissue kit (Roche®) siguiendo las instrucciones del

proveedor.

El principio fisico del kit se basa en hacer pasar a través de una
membrana contenida en columnas plasticas, las células previamente
obtenidas por desnaturalizacion de la muestra. EI ARN atrapado en la
membrana es sometido a una serie de lavadas con el fin de eliminar
restos de proteinas e impurezas y finalmente el ARN obtenido es eluido

en agua estéril.

Para someter la biopsia al procedimiento de extraccidén se colocé en un
tubo de polipropileno estéril de 1.5 mL y se adicionaron 500 [IL de agua
DEPC para eliminar los restos de la solucion de estabilizaciéon de ARN.
Posteriormente la biopsia se colocé en un tubo nuevo de polipropileno
de 1.5 mL y se agregaron 400 (1L de solucién amortiguadora de lisis, se
homogenizo a una velocidad de 14,000 rpm y se centrifugo a una
velocidad 12000 rpm por 2 minutos, el sobrenadante se transfirio a un
tubo nuevo estéril de polipropileno. Posteriormente se agregaron 200 L
de etanol absoluto fri6 y se homogeniz6 en el vortex por 1 min. Se

ensambld el tubo con filtro dentro del tubo colector y se transfirio la



muestra a la columna de separacion. Se centrifugdé una segunda vez a
13000 rpm por 30 segundos y se desecho el contenido del tubo colector.
En un tubo nuevo de 600 L se realiz6é la preparacion de la ADNasa en
donde se colocaron 90 [JL de solucion amortiguadora de incubacién para
ADNasa mas 10 JL de ADNasa, se mezclé perfectamente y la mezcla se
agrego al centro de la columna. Se incubd 15 minutos a una temperatura
de 15 a 20°C. Posteriormente se agregaron a la columna 500 (L de
solucion amortiguadora de lavado |, se centrifugd a 8000 g por 15
segundos y se elimind el contenido del tubo colector. A continuacion se
adicionaron 300 [JL de solucién amortiguadora de lavado Il y se
centrifugo a 13000 g por 2 min, se desecho el tubo colector y el tubo con
filtro se coloco en un tubo nuevo ependorff estéril de polipropileno de 1.5
mL. Finalmente se adicionaron 50 (L de solucién amortiguadora para
elucién y se centrifugé a 8000 g por 1 minuto. Una vez obtenido el ARN

es almacenado a — 70 °C hasta su procesamiento.

2. Cuantificacion de ARNm

Para realizar la cuantificaciéon del ARN obtenido y determinar su
grado de pureza (en base a el contenido de proteina), en un tubo
eppendorf se colocaron 498 (1L de agua DEPC mas 2 (L de muestra del
ARN (dil. 1:250), y la mezcla fue transferida en una celdilla de cuarzo.
Posteriormente se midid la densidad Optica en el espectrofotdmetro a
una absorbancia de 260, 240 y 280 nm para determinar la concentracion y

la pureza de la muestra por medio de la siguiente formula:

Concentracion ARN = absorbancia a 260 nm X 0.04 X dilucion (250) = ARN mg/mL.
Pureza:

Exeso de proteina=D.0.a260 nm/D.0.a240nm =¢ >2



Exeso de fenol =D.0.a260nm /D.0.a280 nm =06 > 2

3. Valoracion del ARN

La integridad del ARN se determin6 por medio de una
electroforesis horizontal en un gel de agarosa la cual se basa en el
desplazamiento de moléculas de ARN a través de una matriz porosa
formada por la agarosa polimerizada, siendo el tamafo del poro
determinado por la concentraciéon de esta en una solucién de sales. Al
aplicarse una corriente eléctrica a través del gel, los acidos nucleicos
gue poseen una carga negativa conferida por los grupos fosfato migran

hacia el anodo en condiciones de pH neutro (Maniatis y col., 1989).

El gel fue preparado al 2%, en un matraz erlenmeyer se colocaron 35 mL
de amortiguador MOPS (acido 3-N-monofolino-propanesulfonico) al 10%
mas 0.7 g de agarosa, se calenté en un microondas por 1 min. Se enfrié
a una temperatura ambiente para agregar 2 (1L de bromuro de etidio y se
mezcld. Posteriormente la mezcla se vacio al molde con el peine
previamente colocado de atras hacia delante, una vez solidificado el gel
se retiro el peine con cuidado para no fracturar el gel y se lleno la camara
con amortiguador MOPS 1%. Se procedid a preparar las cargas con: 3 [IL
de muestra de ARN mas 1 (1L de colorante de carga (azul de bromofenaol,
xilencianol y glicerol 40%) y 1 ('L de amortiguador MOPS 1% y se colocé
en el fondo de cada pozo simultaneamente se corrieron las muestras con
un marcador de peso molecular de 100 Pb, la mezcla del marcador se
realizd con: 1 uL de marcador de 100 Pb, 2 uL de colorante y 3 uL de
amortiguador MOPS una vez colocadas todas las muestras la camara se
tapo y se colocaron los electrodos, los cuales se conectaron a la camara

programada a una velocidad de 70 V por 45 min. Finalmente el gel se



observo a traves de un transiluminador con luz ultravioleta; la radiacion
UV es absorbida por el ARN y emitida al bromuro de etidio que a su vez
remite la radiacién a 590 nm de espectro visible, y finalmente se obtuvo

una impresion fotografica.

4. Sintesis de ADNc (Transcripcion Reversa)
La trascripcidon reversa es una reaccion que consiste en la sintesis
de ADN monocatenario o complementario (ADNc) a partir de moléculas

de ARN monocatenario catalizada por la enzima transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo esta reaccion se utilizarén alrededor de 100 ng de
ARNm de cada muestra asi como el kit comercial Transcriptor First
Strand cDNA Syntesis Kit (Roche®), siguiendo las instrucciones el

proveedor.

La trascripcion reversa se realizo en 2 fases:

Fase 1. Preparaciéon de la mezcla maestra.
a) 2 (L de Iniciadores de la Trascripcion de Deoxitimina (oligo DT).
b) 3 L de agua grado PCR
c) 8 [lL de la muestra de ARN

Los componentes de la mezcla se colocaron en un tubo de polipropileno
de 600 (L. La reaccion se sometié a un ciclo de desnaturalizaciéon a 55°C
por 30 minutos en un termociclador convencional. Una vez terminada la
incubacién se colocd inmediatamente en hielo para evitar su
renaturalizacion y se adiciond lo siguiente para obtener una reaccion con

un volumen final de 20 [L:



Fase 2.
a) 4 UL de Soluciobn amortiguadora para la reaccion de la
Transcriptasa Reversa.
b) 0.5 [JL de Inhibidor de ARNasas.
c) 2 [IL de Dexoxirribonucleotidos.

d) 0.05 [JL de Enzima Transcriptasa Reversa.

La mezcla se sometid a un ciclo de sintesis de ADNc a 50°C por 60
minutos con un paso final de inactivacion y desnaturalizaciéon de la
enzima a 85°C por 5 minutos. EIl ADNc resultante se cuantificé en el
espectrofotometro a una absorbancia de 260 nm a partir de una dilucion

de 1:250 y finalmente se almacend a -20° C hasta su procesamiento.

5. Cuantificacion relativa de Leptina/B-actina, Adiponectina/B-actina, LepR/B-
actina, AdipoR2/B-actina por PCR en Tiempo Real con sondas TagMan.

La reaccidon en cadena de la polimerasa es una técnica que consiste en la
replicacion de hebras de ADN, empleando ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas
entre si tras cada fase de replicacion y, a continuacion, dejar que vuelvan
a unirse las polimerasas para que vuelvan a duplicarlas con lo cual se
obtiene un gran numero de copias de ADN. Los ciclos empleados en

cada reaccioén son:

La expresion del ARNm de Leptina, Adiponectina, LepR y AdipoR2 fue
estimada por cuantificacion del ADNc de Leptina, Adiponectina, LepR,
AdipoR2 y B-actina por medio del método de la reaccidén en cadena de la

polimerasa tiempo real (PCR) expresado como la proporcién del ADNc de



Leptina/B-actina, Adiponectina/B-actina, LepR/B-actina, AdipoR2/B-

actina, respectivamente.

Para la generacion de la curva estandar, se prepararon diluciones
seriales de ADNc de tejido adiposo humano (Leptina, Adiponectina,

LepR, AdipoR2 y B-actina) a diferentes concentraciones 1:1, 1:10, 1:100.

Para cada reaccion se utilizaron 2.5 L de cada ADNc resultante de la
reverso trascripcién para una reaccién final de 10 L, conteniendo 2 1L
de la mezcla maestra de reaccion, 0.2 [JL de cada oligonucelotido
iniciador (sentido y antisentido), 0.1 [OL de la sondas TagMan de
hibridacion especifica de la libreria universal, y por ultimo 5.1 [JL de agua
grado PCR.

Las condiciones de amplificacién fueron: 10 min a 95°C (pre-incubacion),
seguido de 45 ciclos de 10s a 95°C, 40s a 60°C, 1s a 72°C (amplificacion)

y finalmente un ciclo de 30 s a 40°C (enfriamiento).

Los oligonucleotidos iniciadores asi como las sondas de la libreria
universal fueron diseiliados en la direccidon electronica de Roche Applied
Science. Universal Probe Library. Los oligonucleotidos iniciadores
incluidos fueron Leptina: sentido: ttgtcaccaggatcaatgaca antisentido:
gtccaaaccggtgactttct; Adiponectina: sentido: agagatggcacccctggt
antisentido: caccgatgtctcccttagga; LepR: sentido: gaaagcactttgcaattgagg
antisentido: tgggatgaatagatggaatatcag; AdipoR2: sentido:
gggcattgcagccattat antisentido: aggcccaaaaacactcctg; B-actina: sentido:

ccaaccgcgagaagatga antisentido: ccagaggcgtacagggatag.



Determinacion de leptina sérica.
La determinacion de leptina en suero se realizo a partir de sangre
periférica de los pacientes por medio del kit de Elisa Cat. No. EZHL-80SK

de Linco Research siguiendo las instrucciones del proveedor.

Determinacion de adiponectina sérica

La determinacién de adiponectina en el suero se realizo a partir de
sangre periférica de los pacientes por medio del kit de Elisa Cat. No.
EZHADP-61K de Linco Research siguiendo las instrucciones del

proveedor.

Analisis de laboratorio

Las muestras de sangre fueron colectadas de los pacientes y el grupo
control antes del procedimiento. Se determinaron los niveles de
aspartato y alanina transaminasa, colesterol sérico, Lipoproteinas de alta
densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), triglicéridos,

glucosa. Insulina.

El indice de Homeostasis (HOMA) fue usado para estimar la resistencia a
la insulina (IR).

HOMA IR (%) = Glucosa en sangre en ayunas (mg/dL) / 18 x insulina en
ayunas (JU/mL) / 22.5.

Se calculo el indice de masa corporal (IMC) en base al peso (kg) divido
entre la altura al cuadrado (m?). Todos los participantes y los pacientes
con IMC de mas de 30 se consideraron con obesidad de acuerdo a la

clasificaciéon de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).



Andlisis Estadistico.

Las diferencias entre los grupos fueron calculadas usando las pruebas
no paramétricas de Wilcoxon, U de Mann Whitney. La significancia
estadistica fue inferida para los valores p menor a 0.05. Los coeficientes
de correlacién fueron calculados usando el método de Spearman para
variables no paramétricas. Para el andlisis estadistico se utilizé el

software SPSS for Windows version 15.0.

8. RESULTADQOS
Cuantificacion.

El ARN se someti6 a una lectura en espectrofotdmetro para
determinar la pureza y concentracion de la muestra, se obtuvo una
pureza promedio de 1.85 la cual se considero aceptable para realizar el
estudio, tomando como valor de referencia aceptable de 1.6 a 20 y la

concentracién o rendimiento promedio de ARN fue de 400 a 800 ng/CL.

Electroforesis.

La integridad del ARN de las biopsias se analiz6 en un gel de
agarosa al 1.5%. Las bandas obtenidas se muestran en la Figura 13,
mostrando la bandas bien definidas tanto la correspondiente a la 28s y

como la correspondiente a la 18s.

18S
28S




Figura 13. Fotografia de bandas de ARN de biopsias de tejido hepatico. Las muestras se extrajerén
por medio del kit high pure tissue kit de Roche, analizadas por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio donde se muestra la integridad de la banda 18S
y 28S de 3 muestras de tejido hepatico de pacientes con EHNA junto con el marcador de peso
molecular de 100pb.

Estandarizacion del ensayo

Para corroborar que las concentraciones tanto de los iniciadores, de la
muestra y de la sonda fueran las correctas el ensayo de PCR tiempo real
fue sometido a estandarizacion con el objetivo de establecer una curva
patron para cada gen por medio del método de la curva estandar. La
curva se construye al graficar el logaritmo de la concentraciéon del gen
buscado en funcién de un punto de cruce calculado al inicio de la fase
exponencial. Los genes contemplados para el andlisis fueron:
adiponectina (Figura 14), leptina (Figura 15), B-actina (Figura 16), asi
como del receptor de leptina y receptor 2 de adiponectina; las reacciones

se realizaron a partir de diluciones seriales de ADNc de tejido de



expresion conocida para los genes de estudio que para este caso fue
tejido adiposo a tres diferentes concentraciones (concentrado, 1:10,
1:100 y el control negativo). Las diluciones seriales representan el rango
para la deteccion del ARN, con bajo volumen de muestra 0.02-2 uL de
ADNCc de tejido hepatico. La deteccion de la amplificacion se realizdé con
sondas TagMan en combinacién con los oligonucleotidos especificos
para cada gen por PCR en Tiempo Real, la amplificacion se obtuvo en un
rango en ciclos de 20 a 32. Con una eficiencia de amplificacion 6ptima,
mayor a 1.8 y con un error de regresion lineal aceptable menor a 0.05
(Figura 14). Una vez obtenidas las curvas de amplificacién para las
diluciones seriales el programa calculé la curva de calibracion y la
eficiencia obtenidas para tres de los cinco genes contemplados en el

estudio.

ADIPONECTINA
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Figura 14. Curva de calibracion de la expresion Adiponectina en muestras de tejido adiposo a 3
diferentes concentraciones: 1) 1:1 o concentrada, 2) Dilucion 1:10, 3) Dilucién 1:100 y el
negativo, a 50 ciclos de amplificacion por medio de la reaccién de PCR en relaciéon a la
florescencia emitida a 580 nm. En la segunda figura se muestra la curva de calibraciéon en
donde se observa la recta de regresién lineal de los 3 puntos de las diferentes
concentraciones de la muestra en logaritmos en relacién a el punto de cruce del inicio de la
amplificacion, asi mismo, se muestra el valor del error de la recta y la eficiencia de la

amplificacion.




LEPTINA

Curvas de amplificaciéon (Leptina)
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Figura 15. Curva de calibracion de la expresion Leptina en muestras de tejido adiposo a 3
diferentes concentraciones: 1) 1:1 o concentrada, 2) Dilucion 1:10, 3) Dilucién 1:100 y el
negativo, a 50 ciclos de amplificacion por medio de la reacciéon de PCR en relacion a la
florescencia emitida a 580 nm. En la segunda figura se muestra la curva de calibraciéon en

donde se observa la recta de regresién lineal de los 3 puntos de las diferentes




concentraciones de la muestra en logaritmos en relacién a el punto de cruce del inicio de la
amplificacion, asi mismo, se muestra el valor del error de la recta y la eficiencia de
amplificacion obtenida.

B-ACTINA
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Figura 16. Curva de calibracion de la expresion B-actina (Gen constitutivo) en muestras de tejido

adiposo a 3 diferentes concentraciones: 1) 1:1 o concentrada, 2) Dilucién 1:10, 3) Dilucién




1:100 y el negativo, a 50 ciclos de amplificaciéon por medio de la reaccion de PCR en relaciéon a
la florescencia emitida a 580 nm. En la segunda figura se muestra la curva de calibraciéon en
donde se observa la recta de regresién lineal de los 3 puntos de las diferentes
concentraciones de la muestra en logaritmos en relacion a el punto de cruce del inicio de la
amplificacion, asi mismo, se muestra el valor del error de la recta y la eficiencia de la

amplificacion.

Caracteristicas del grupo de estudio.

El grupo de estudio (n=32) se dividi6 para el analisis de los
resultados de acuerdo al diagnostico histopatoldégico (por un medico
hepatopatélogo) en tres grupos: sin esteatosis (n=7), esteatosis simple
(n=15) y EHNA (n=10) para determinar diferencias entre la expresion de
ARN de Leptina, Adiponectina, LepR y AdipoR2, en diferentes estadios
del desarrollo y de la historia natural de la EHNA, asi mismo para
establecer los factores, variables, parametros y caracteristicas clinicas
asociadas con la progresion de esteatosis a EHNA, se determinaron
diferencias entre los grupos respecto a las variables contempladas. Los
niveles de expresion de LepR y AdipoR2, asi como las caracteristicas
clinicas, demogréaficas, antropométricas y serolégicas de los pacientes
incluidos en el estudio se muestran en la Tabla 6, en la que se observan
los valores promedio +/- desviaciones estandar.

TABLA 6. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, ANTROPOMETRICAS Y
SEROLOGICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

S/ESTEATOSIS ESTEATOSIS EHNA (n=10) P
(n=7) (n=15)
EDAD 53.3+13.5 51.1+11.6 52.9+10.7 NS

IMC 27.5+4.8 26.4+5.1 28+4.6 NS




AST 34.1+12 54.4+36 87.5+30 0.001
ALT 37.4+10.8 62.4+35.5 98.5+46.4 0.005
GLUCOSA 82.1+6.3 96.4+32.3 104.6+26.3 0.019
TGC 113.9+45.3 151.4+57.4 161.9+102.5 NS
COL 191.1+23.4 169.6+41.9 175+54.6 NS
HDL 38.6+x12.1 36.4+10.3 39.5+8.7 NS
LDL 128.9+24.4 101.9+£31.9 107+24.3 NS
INSULINA 8.2+5.5 9.4+6.6 20.8+15.9 0.024
HOMA 1.71+1.23 2.14+1.55 5.01+2.98 0.032
LEPTINA 14.5+13.6 15+11.3 20.9%+12 NS
ADIPONECTINA 11+3.9 12.5+7.9 14.7+10.6 NS
LEPR (ARNm) 0.124+0.07 0.123+0.06 0.120+0.06 NS (0.068)
ADIPOR2 (ARNmM) 0.081+0.04 0.064+0.02 0.070+0.05 NS

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en relacién
a la edad, niveles de colesterol total, colesterol HDL y colesterol LDL. En
cuanto al de IMC, niveles de triglicéridos, leptina y adiponectina sérica se
encontraron niveles ligeramente mas elevados en el grupo de EHNA en
comparacion con el grupo de esteatosis y sin esteatosis, sin embargo,
tales diferencias no alcanzaron significancia estadistica. Los valores de
AST (87.5£30 vs 54.4+36); (87.5+30 vs 34.1+12) vy ALT (98.5t46.4 vs
62.4+35.5); (98.5+46.4 vs 37.4+10.8) fueron significativamente mas altos
en pacientes con esteatohepatitis en relaciobn a los pacientes con
esteatosis 0 sin esteatosis simple (p<0.005). Asi mismo, también se
encontraron valores significativamente més altos de Glucosa (104.6+£26.3
vs 96.4+32.3); (104.6+£26.3 vs 82.1+6.3), Insulina (20.8+15.9 vs 9.416.6);
(20.8+15.9 vs 8.2+5.5) y el indice de homeostasis (Homa IR) (5.01+2.98 vs
2.14+1.55); (5.01+2.98 vs 1.71+1.23), (p<0.05) en tales pacientes (Tabla 6).



Expresion relativa de Leptina/B-actina, Adiponectina/B-actina, LepR/B-actina,

AdipoR2/B-actina en el grupo de estudio.

El analisis cuantitativo por PCR en tiempo Real de la expresion relativa
de leptina, adiponectina, LepR y AdipoR2 en las biopsias de tejido
hepatico en relacion al gen de referencia B-actina demostré que, solo en
un paciente del total de pacientes incluidos en el estudio se detecté la
expresion del ARNm de leptina y 4 pacientes del total de pacientes
incluidos en el estudio se detect6 expresién del ARNm de Adiponectina.
La expresion de los receptores fue analizada de acuerdo a los grupos
clasificados con base en el diagnostico histolégico. No se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la expresion del ARNm del receptor
para adiponectina entre los grupos analizados. Se encontré una
tendencia de mayor expresion del ARN del receptor de leptina en el
grupo sin esteatosis en comparacion con el grupo de EHNA (0.124+0.07
vs 0.120+0.06), sin embargo, no alcanzo significancia estadistica
(p<0.068) (Tabla 6).

EXPRESION DE LEPR E IMC

Se realizdé un andlisis de correlacion univariado de la expresion de los
receptores de leptina y adiponectina en relacion a los parametros
bioquimicos y antropométricos contemplados para el estudio. Se
encontré una correlacién negativa (p=0.03, r=-0.85) de la expresién del
receptor 1 de leptina respecto al IMC, es decir la disminucién en los
niveles de ARNm del receptor de leptina esta en relacion con el

incremento en el IMC (Figura 15).
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Fig 15. Grafica de expresion relativa del ARNm de LEPR/B-actina y en relacién con el indice de masa
corporal (IMC). La expresion de LEPR fue determinada en tejido hepatico de los pacientes
incluidos en el estudio por RT-PCR en tiempo real. Las cantidades de ARN fueron normalizadas
en relacion al gen de referencia B-actina. El IMC se diagnostico antes de la toma de la biopsia.

Correlacion negativa (r=-0.85; p=0.013). Prueba de correlacion de Spearman (n=32).

EXPRESION DE LEPR E IMC (Agrupado)

Se realizd un analisis de la expresion relativa del ARNm del receptor de
leptina en relacion al IMC por grupos: Normal (IMC de 20 a 24.9),
Sobrepeso (IMC de 25 a 29.9) y Obesidad (IMC de 30 a 34.9), encontrando



una expresion significativamente mas alta del receptor de leptina en el
grupo de peso normal respecto al grupo de obesidad (p=0.034). Sin
embargo, la diferencia no fue significativa entre el grupo de IMC normal
contra el grupo de sobrepeso (p=0.24), ni entre el grupo de sobrepeso

contra obesidad (p=0.33).
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Fig 16. Grafica de expresion relativa del ARNm de LEPR/B-actina en relacion al IMC por grupos. La
expresiéon de LEPR fue determinada en tejido hepatico de los pacientes incluidos en el estudio
por RT-PCR en tiempo real. Las cantidades de ARN fueron normalizadas en relacién al gen de
referencia B-actina. Las barras muestran el conjunto de pacientes perteneciente a cada grupo

de estudio segun el diagndstico nutricio en base al IMC. Prueba de rangos de Wilcoxon (n=32).

EXPRESION DELEPR / FIBROSIS



Se realizo un analisis de la expresion de los receptores de leptina en
funcién al grado de fibrosis en base al diagndstico histopatoldgico de la
biopsia basado en la escala de METAVIR previamente descrita. Se
encontraron niveles de expresion del ARN del receptor de leptina
significativamente mas altos en el grupo de fibrosis grado 2 (n=11) en
relacién con el grupo de fibrosis grado 0 (n=9)(p=0.034). Sin embargo, la
diferencia no fue significativa entre el grupo de fibrosis grado 0 contra el
grupo de fibrosis grado 1 (n=11) (p=0.06) ni en el grupo de fibrosis grado
1 contra el grupo de fibrosis grado 2 (p=0.5).
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Fig 17. Grafica de la expresion relativa del ARNm de LEPR/B-actina en relacion con el grado de
fibrosis hepatica. La expresion de LEPR fue determinada en tejido hepatico de los pacientes
incluidos en el estudio por RT-PCR en tiempo real. Las cantidades de ARN fueron normalizadas

en relacién al gen de referencia B-actina. El grado de fibrosis fue clasificado en base a la escala



del METAVIR (grado 1, 2, 3 6 4). Prueba de U de Mann Whitney para comparar la expresién
relativa del receptor de leptina contra los grados de fibrosis.

9. DISCUSION

La esteatohepatitis no alcohédlica ha sido fuertemente asociada con el
desarrollo de obesidad abdominal, hipertensién y diabetes tipo 2. La
resistencia a la insulina es uno de los mecanismos clave que ha sido
implicado en la patogénesis de la EHNA. Otros factores bioquimicos
liberados principalmente por los adipocitos, también contribuyen a la
resistencia a la insulina periférica; entre las cuales se encuentran
citocinas proinflamatorias tales como la interleucina 6 y el factor de
necrosis tumorallJJ, asi como la leptina, resistina y adiponectina
(Kadowaki y Yamauchi, 2005).

En este estudio se busco establecer los niveles de expresion del ARNm
de leptina, adiponectina, asi como sus receptores LepR y AdipoR2 en
tejido hepatico de pacientes con EHNA, asi como, con y sin esteatosis a
fin de determinar su papel en la patogénesis y la progresion de la

enfermedad.

La adiponectina es una proteina sintetizada por los adipocitos, tiene
propiedades antiinflamatorias, mejora la resistencia a la insulina hepatica
y disminuye la acumulacion de lipidos (Hu y col., 1995). Se ha reportado
recientemente que la adiponectina posee propiedades hepatoprotectoras
(Ikejima y col., 2007). En el presente estudio la expresion del ARNm de
adiponectina en el tejido hepatico de los pacientes incluidos, excepto en
3 muestras, fue nula lo que sugiere que en estos pacientes la actividad

proteica de la adiponectina podria estar ausente por la baja tasa de



traduccion del gen en el tejido hepatico, este resultado es concordante
con los hallazgos de estudios previos como el publicado por
Vuppalanchi y col., 2005, en el cual evaluaron el papel de la adiponectina
en la patogénesis de la EHNA en 35 biopsias de sujetos: sanos (n=11),
esteatosis (n=12) y EHNA (n=12), en los cuales no detectaron expresion
de ARNm del gen de adiponectina en ninguna de las muestras incluidas
en el estudio. Sin embargo, a diferencia del estudio mencionado
anteriormente, en un estudio publicado recientemente detectaron
sobreexpresiéon del ARNm de adiponectina en pacientes con EHNA
comparados con pacientes con histologia hepéatica normal (Uribe y col.,
2008).

La actividad de la adiponectina se encuentra mediada por la expresion de
sus receptores: AdipoR1, el cual se expresa principalmente en el tejido
muscular y por AdipoR2 el cual se expresa abundantemente en el tejido
hepatico (Kaser y col., 2005). En nuestro estudio en la cuantificacion de
la expresion relativa de AdipoR2/B-actina, se encontrd ligeramente
disminuido en pacientes con EHNA comparado con los pacientes sin
esteatosis, por tanto se sugiere que un segundo mecanismo que pudiera
limitar la accion de la adiponectina en tejido hepético de pacientes con
EHNA seria la baja expresion de su receptor y por tanto sus efectos en
tejido hepatico se encuentra disminuidos, lo cual es importante debido a
gque AdipoR2 tiene alta afinidad por ambas formas de adiponectina por lo
cual se inhibe el efecto de la adiponectina. Sin embargo, los hallazgos a
este respecto difieren de los obtenidos en el estudio realizado por Kaser,
S. y col. en el 2005 en donde encontraron aumento de la expresion de
ARNm de AdipoR2 en sujetos con esteatosis comparados con los

sujetos con EHNA.



En nuestra poblacion encontramos niveles sericos mas altos de
adiponectina en pacientes con esteatohepatitis en comparacion con los
pacientes con o sin esteatosis, sin embargo, las diferencias encontradas
no fueron significativas. En base a estos resultados se sugiere que el
efecto de la adiponectina en sujetos con EHNA podria estar disminuido
debido a la baja expresion de su receptor en el hepatocito y por tanto la
inhibicion de la captacion de la adiponectina globular que es la que
circula por via periférica. Los hallazgos anteriores difieren de los
derivados del estudio publicado por Hui y col, 2004 en donde
encontraron niveles de adiponectina serica mas bajos en pacientes con

EHNA que en sujetos con esteatosis.

La leptina es una hormona producida por el tejido adiposo la cual
produce una sefal de saciedad y promueve la liberacion de energia, asi
mismo se ha asociado con la progresion de esteatosis a fibrosis hepatica
(Ikejima y col., 2007). En la cuantificacién relativa de la expresiéon del
ARNm de leptina/B-actina en tejido hepatico solo fue detectado en una
muestra de las biopsias incluidas en el estudio, por lo que se puede
sugerir que en esta poblacion la expresion génica de la leptina al igual

que la adiponectina se encuentra limitada o ausente en el tejido hepatico.

La leptina ejerce su actividad a través de su receptor que se encuentra
localizado principalmente en el hipotdlamo (Friedman y Halaas, 1998).
Los niveles de expresion relativa del ARNm de lepR fueron mas altos en
pacientes con esteatohepatitis en comparacion con los pacientes con o
sin esteatosis, por tanto la ausencia en el ARNm de leptina y el aumento
en su receptor pueden inhibir su funcién probablemente por deficiencia

de la produccién de la proteina en tejido hepatico.



Se encontraron diferencias significativas en cuanto a los niveles de
ARNmM de LepR en sujetos con fibrosis grado 2 en comparaciéon con los
sujetos sin fibrosis por lo tanto, se puede sugerir que la leptina podria

estar asociada con la progresién de la fibrosis en pacientes con EHNA.

Por otra parte, en pacientes con EHNA, encontramos niveles
significativamente mas elevados de leptina sérica al compararlos contra
sujetos con o sin esteatosis, en consecuencia podemos pensar que se
esta presentando un fendmeno de resistencia a la leptina en pacientes
con EHNA, incluso los niveles de leptina sérica se puede sugerir como
factores prondésticos independientes de la esteatosis hepatica en nuestra
poblacion de estudio, lo cual apoya a los estudios realizados por Chitturi
y col, 2002 y Chalasani y col, 2003. Otro factor que pueden contribuir al
incremento en los niveles séricos de leptina en pacientes con EHNA es la
hiperinsulinemia ya que en el estudio publicado por Wauters y col, 2000
determinaron que la hiperinsulinemia crénica se encuentra en
asociacion directa con la hiperleptinemia persistente, en nuestra
poblacion de estudio los niveles sericos de leptina fueron
significativamente mas elevados en pacientes con EHNA que en sujetos

con y sin esteatosis.

El valor del IMC fué ligeramente mas alto en el grupo de EHNA que en los
otros grupos, sin embargo, las diferencias no fueron significativas,
ademas la mayoria de los pacientes incluidos en el estudio mostraron un
IMC menor a 30 con diagnosticd nutricio de sobrepeso, por lo que en
nuestra poblacion la obesidad no fue considerado un factor determinante

en el desarrollo o en la progresidon de esteatosis a EHNA. Aunque, el IMC



correlaciono negativamente con la expresion de LepR por lo que se
puede pensar que la leptina puede tener un mejor efecto a nivel hepatico
en sujetos delgados en comparacién con sujetos con sobrepeso u
obesidad. Asi mismo, se encontraron niveles mas altos de este receptor
en pacientes con un grado de Fibrosis intermedio en comparaciéon con
aquellos que no tienen fibrosis, por lo que la leptina podria estar
involucrada en la diferenciacion de las células esteladas en el proceso de
produccion de fibrosis como ha sido reportado en estudios recientes
(Ikejima, Ky col., 2007)

En cuanto a los niveles de ALT también se encontraron valores mas
elevados que los normales en pacientes con EHNA y esteatosis tomando
como valor de referencia normal aquel menor a 40 UI/L y en los pacientes
sin esteatosis tales valores se encontraron dentro de rangos normales.
Asi mismo los niveles de AST se encontraron significativamente mas
elevados y arriba de los rangos normales establecidos (<40 UI/L) en
pacientes con EHNA y esteatosis, encontrandose dentro de los rangos
normales aquellos pacientes sin esteatosis, por lo cual se puede pensar
que los niveles de AST y ALT podrian ser utilizados como indicadores

del grado de esteatosis y de la progresion de esteatosis a EHNA.

Los niveles de glucosa se encontraron dentro de los niveles normales en
los pacientes con y sin esteatosis de acuerdo a los niveles establecidos
por la norma oficial mexicana para la prevencién, tratamiento control de
la diabetes 015-SSA2-1994, la cual en su ultima modificacién establece
gue se consideran niveles de glucosa normales aquellos menores a 100
mg/dL, sin embargo, en los pacientes con EHNA, se encontraron niveles

ligeramente mas elevados que los rangos normales establecidos. Se



encontraron niveles mas altos de insulina e indice HOMA se puede
sugerir que pueden ser utilizados como marcadores independientes de la
esteatohepatitis de origen no alcohdlico por lo cual se puede sugerir que
el grado de resistencia a la insulina es factor clave en el desarrollo de la

enfermedad.

El perfil de lipidos en los pacientes con esteatosis y sin esteatosis
mostré que solamente los niveles de triglicéridos mas elevados en
pacientes con esteatosis y EHNA que los recomendables por la norma
oficial mexicana NOM-037-SSA2-2002 para la prevencién, tratamiento y
control de las dislipidemias, en pacientes sin esteatosis tales valores se
encontraron dentro de los niveles recomedables.Mientras que los niveles
de colesterol total, LDL y HDL se encontraron dentro de los niveles

recomendables de acuerdo a la norma mencionada anteriormente.

Se encontrd una correlacion negativa entre la expresion de ARNm de
LepR y el IMC, lo cual es consistente con el estudio realizado por Laimer
y col. (2002) en el que determinaron que la perdida gradual de peso
corporal esta asociado a un incremento en los niveles de ARNm de LepR,
por tanto se puede sugerir que en pacientes con EHNA el indice de masa
corporal juega un papel fundamental en el mecanismo de accién de la
leptina modulando su actividad a través del aumento en la expresion de

Su receptor.



10. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos podemos concluir que en nuestra
poblacién de estudio no hay expresiéon de leptina y adiponectina en

tejido hepatico de sujetos tanto sin, como con esteatosis y EHNA.

La progresion de EHNA no esta asociada con la expresion de leptina y
adiponectina por lo que no pueden ser considerados marcadores de

expresion génica asociados a EHNA.

No hay diferencias en la expresion de los receptores de adiponectina y

leptina en tejido hepatico de sujetos sin esteatosis, esteatosis y EHNA.

El IMC puede influir en los niveles de expresion del receptor de leptina lo cual puede
tener un papel importante en la patogénesis y severidad de la fibrosis hepatica en
pacientes con EHNA y podria ser un indicador de la severidad de la enfermedad o

dafio hepatico en EHNA.



Hay marcadores bioquimicos como los niveles de AST, ALT, glucosa, insulina asi
como el indice HOMA que pueden tener utilidad importante como indicadores de la

progresion de esteatosis a EHNA.

PERSPECTIVAS
Estudiar marcadores moleculares asociados a los parametros bioquimicos
relacionados con la resistencia a la insulina para la identificacion de huellas

genéticas asociadas al desarrollo de EHNA.
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12. Anexos:

ANEXO 1. Disefio de los iniciadores.

LEPTINA



Acceso: ENST00000308868.2|ENSG00000174697.2
LEP_HUMAN Uniprot/SWISSPROT Leptin precursor (Obesity factor) (Obese protein)
(Roche Applied Science. Universal Probe library., 2007)

Utilizar la sonda de la libreria: #25

Caodigo ID Primer Longitu Posici6 T %G Secuencia
dela d n m C
sond
a
Izquierd 21 170 - 59 43 gaaagcactttgcaattga
cat. no. #68 a 190 99
046886780
01) Derecha 20 221- 59 60 gtccaaaccggtgacttict
240

Amplicon (71 nt)
ttgtcaccaggatcaatgacatttcacacacgcagtcagtctcctccaaacagaa
agtcaccgg

tttggac

gtaggaatcgcagcgccagcggttgcaaggcccaagaagceccatcctgggaaggaaaatgcattggggaaccctg
tgcggattcttgtggctttggcecctatcttttctatgtccaagetgtgcccatccaaaaagtccaagatgacaccaaaacce

fcatcaagacaattgtcaccaggatcaatgacatticacacacgcagtcagtctcctccaaacagaaagtcac

cggtttggacttcattcctgggcetccaccccatectgaccttatccaagatggaccagacactggcagtctaccaacag
atcctcaccagtatgccttccagaaacgtgatccaaatatccaacgacctggagaacctccgggatcttcttcacgtgcet
ggccttctctaagagetgecacttgeectgggecagtggectggagaccttggacagectggggggtgtectggaagct
tcaggctactccacagaggtggtggccctgagcaggcetgcaggggtctctgcaggacatgctgtggcagetggacctc
agccctgggtgctgaggccttgaaggtcactcttcctgcaaggactacgttaagggaaggaactctggcttccaggtat

ctccaggattgaagagcattgcatggacaccccttatccaggactctgtcaatttccctgactcctctaagcecactcttcca
aaggcataagaccctaagcctccttttgcttgaaaccaaagatatatacacaggatcctattctcaccaggaagggggt
ccacccagcaaagagtgggctgcatctgggattcccaccaaggtcttcagccatcaacaagagttgtcttgtceectett
gacccatctccccctcactgaatgcectcaatgtgaccaggggtgatttcagagagggcagaggggtaggcagagect
ttggatgaccagaacaaggttccctctgagaattccaaggagttccatgaagaccacatccacacacgcaggaactc

ccagcaacacaagctggaagcacatgtttatttattctgcattttattctggatggatttgaagcaaagcaccagcttctcc



aggctctttggggtcagccagggecaggggtctccctggagtgcagtttccaatcccatagatgggtctggetgagcetg
aacccattttgagtgactcgagggttgggttcatctgagcaagagctggcaaaggtggctctccagttagttctctcgtaa
ctggtttcatttctactgtgactgatgttacatcacagtgtttgcaatggtgttgccctgagtggatctccaaggaccaggttat
tttaaaaagatttgttttgtcaagtgtcatatgtaggtgtctgcacccaggggtggggaatgtttgggcagaagggagaag
gatctagaatgtgttttctgaataacatttgtgtggtgggttctttggaaggagtgagatcattttcttatcttctgcaattgctta
ggatgtttttcatgaaaatagctctttcaggggggttgtgaggcctggcecaggeacccecctggagagaagtttctggecct
ggctgaccccaaagagcectggagaagctgatgctttgcttcaaatccatccagaataaaacgcaaagggcetgaaag
ccatttgttggggcagtggtaagctctggctttctccgactgctagggagtggtetttcctatcatggagtgacggtcccac
actggtgactgcgatcttcagagcaggggtccttggtgtgaccctctgaatggtccagggttgatcacactctgggtttatt
acatggcagtgttcctatttggggcttgcatgccaaattgtagttcttgtctgattggctcacccaagcaaggccaaaatta
ccaaaaatcttggggggtttttactccagtggtgaagaaaactcctttagcaggtggtcctgagacctgacaagceactge
taggcgagtgccaggactccccaggccaggcecaccaggatggeccttcccactggaggtcacattcaggaagatga
aagaggaggtttggggtctgccaccatcctgcetgcetgtgtttttgctatcacacagtgggtggtggatctgtccaaggaaa
cttgaatcaaagcagttaactttaagactgagcacctgcttcatgctcagcecctgactggtgctataggctggagaagcet
cacccaataaacattaagattgaggcctgccctcagggatcttgcattcccagtggtcaaaccgcactcacccatgtge
caaggtggggtatttaccacagcagctgaacagccaaatgcatggtgcagttgacagcaggtgggaaatggtatgag
ctgaggggggccgtgcccaggggeccacagggaaccctgcttgcactttgtaacatgtttacttttcagggcatcttaget
tctattatagccacatccctttgaaacaagataactgagaatttaaaaataagaaaatacataagaccataacagcca
acaggtggcaggaccaggactatagcccaggtcctctgatacccagagcattacgtgagccaggtaatgagggact
ggaaccagggagaccgagcgctttctggaaaagaggagtttcgaggtagagtttgaaggaggtgagggatgtgaatt
gcctgcagagagaagcctgttttgttggaaggtttggtgtgtggagatgcagaggtaaaagtgtgagcagtgagttaca
gcgagaggcagagaaagaagagacaggagggcaagggccatgctgaagggaccttgaagggtaaagaagtttg
atattaaaggagttaagagtagcaagttctagagaagaggctggtgctgtggccagggtgagagctgctctggaaaat
gtgacccagatcctcacaaccacctaatcaggctgaggtgtcttaagccttttgctcacaaaacctggcacaatggcta
attcccagagtgtgaaacttcctaagtataaatggttgtctgtttttgtaacttaaaaaaaaaaaaaaaagtttggccgggt
gcggtggctcacgcctgtaatcccageactttgggaggccaaggtggggggatcacaaggtcactagatggegage
atcctggccaacatggtgaaaccccgtctctactaaaaacacaaaagttagctgagegtggtggegggegectgtagt
cccagccactcgggaggctgagacaggagaatcgcttaaacctgggaggcggagagtacagtgagccaagatcg
cgccactgcactccggectgatgacagagcgagattccgtcttaaaaaaaaaaaaaaaaaagtttgtttitaaaaaaa

{ctaaataaaataactttgccccctg.



ADIPONECTINA

Acceso: ENST00000320741.1|ENSG00000181092.1

ADIPO_HUMAN Uniprot/SWISSPROT Adiponectin precursor (Adipocyte, C1q and
collagen domain-containing protein) (30 kDa adipocyte complement-related protein)
(Adipocyte complement-related 30 kDa. protein) (ACRP30) (Adipose most abundant
gene transcript 1) (apM-1) (Gelatin-binding protein).

(Roche Applied Science. Universal Probe Library., 2007)

Utilizar la sonda de la libreria; #85

Cédigo ID Primer Longitu Posicio T %G Secuencia
dela d n m C
sond
a
Izquierd 22 55-76 59 50 ggttctgattccataccaga
cat. no. #68 a a9
046869850
01 Derech 21 107 - 59 52  cgggcagagctaatagca
a 127 gta

Amplicon (73 nt)
ggttctgattccataccagaggggctcaggatgctgttgctgggagctgttct
actgctattagctctgcccg

aggctgttgaggctgggccatctectcectcacttccattctgactgcagtetgtggttctgattccataccagaggggct

caggatgctgttgctgggagctgttctactgctattagctctgcccggtcatgaccaggaaaccacgactcaagg

gcccggagtectgettccectgecccaagggggcectgcacaggttggatggecgggceatcccagggeatccgggecata
atggggccccaggcecgtgatggcagagatggcaccectggtgagaagggtgagaaaggagatccaggtcttattgg
tcctaagggagacatcggtgaaaccggagtacccggggctgaaggtccccgaggctttccgggaatccaaggeag
gaaaggagaacctggagaaggtgcctatgtataccgctcagcattcagtgtgggattggagacttacgttactatcccc
aacatgcccattcgctttaccaagatcttctacaatcagcaaaaccactatgatggctccactggtaaattccactgcaa
cattcctgggctgtactactttgcctaccacatcacagtctatatgaaggatgtgaaggtcagectcttcaagaaggaca
aggctatgctcttcacctatgatcagtaccaggaaaataatgtggaccaggcctccggctetgtgctectgcatctggag
gtgggcgaccaagtctggctccaggtgtatggggaaggagagcgtaatggactctatgctgataatgacaatgactcc



accttcacaggctttcttctctaccatgacaccaactgatcaccactaactcagagcctcctccaggccaaacagecce
aaagtcaattaaaggctttcagtacggttaggaagttgattattatttagttggaggcctttagatattattcattcatttactca
ttcatttattcattcattcatcgagtaactttaaaaaaatcatatgctatgttcccagtcctggggagcttcacaaacatgacc
agataactgactagaaagaagtagttgacagtgctattttgtgcccactgtctctcctgatgctcatatcaatcctataagg
cacagggaacaagcattctcctgtttttacagattgtatcctgaggctgagagagttaagtgaatgtctaaggtcacaca
gtattaagtgacagtgctagaaatcaaacccagagctgtggactttgttcactagactgtgcccttttatagaggtacatgt
tctctttggagtgttggtaggtgtctgtttcccacctcacctgagagcecattgaatttgecttcctcatgaattaaaacctcecc
caagcagagcttcctcagagaaagtggttctatgatgacgtcctgtcttggaaggactactactcaatggcccctgeact
actctacttcctcttacctatgtcccttctcatgectttccctccaacggggaaagcecaactccatctctaagtgccgaactc
atccctgttcctcaaggccacctggccaggagcttctctgatgtgatatceactttttitttttttgagatggagtctcactctgte
acccaggctggagtacagtgacacgacctcggctcactgcagectccttctecctgggtccaagceaattattgtgectcag
cctcccgagtagctgagacttcaggtgceattccaccacacatggctaatttttgtatttttagtagaaatggggtttcgtcatg
ttggccaggctggtctcgaactcctggectaggtgatccaccegectcgacctcccaaagtgctgggattacaggeatg
agccaccatgcccagtcgatatctcactttttattttgccatggatgagagtcctgggtgtgaggaacacctcccaccagg
ctagaggcaactgcccaggaaggactgtgcttccgtcacctctaaatcccttgcagatccttgataaatgcectcatgaag
accaatctcttgaatcccatatctacccagaattaactccattccagtctctgcatgtaatcagttttatccacagaaacattt
tcattttaggaaatccctggttttaagtatcaatccttgttcagctggacaatatgaatcttttccactgaagttagggatgact
gtgattttcagaacacgtccagaatttttcatcaagaaggtagcttgagcctgaaatgcaaaacccatggaggaattctg
aagccattgtctccttgagtaccaacagggtcagggaagactgggcctcctgaatttattattgttctttaagaattacagg
ttgaggtagttgatggtggtaaacattctctcaggagacaataactccagtgatgttcttcaaagattttagcaaaaacag
agtaaatagcattctctatcaatatataaatttaaaaaactatctttttgcttacagttttaaattctgaacaattctctcttatatg
tgtattgctaatcattaaggtattattttttccacatataaagctttgtctttttgttgttgttgttgtttttaagatggagtttccctetgt
tgccaggctagagtgcagtggceatgatctcggcttactgcaacctttgectcccaggttcaagegattcttctgectcage
ctcccgagtagctgggaccacaggtgectaccaccatgccaggctaatttttgtatttttagtaaagacagggtttcacca
tattggccaggctggtctcgaactcctgaccttgtgatctgccegectecatttttgttgttattttttgagaaagatagatatga
ggtttagagagggatgaagaggtgagagtaagccttgtgttagtcagaactctgtgttgtgaatgtcattcacaacagaa
aacccaaaatattatgcaaactactgtaagcaagaaaaataaaggaaaaatggaaacatttattcctttgcataatag
aaattaccagagttgttctgtctitagataaggtttgaaccaaagctcaaaacaatcaagacccttttctgtatgtccttetgtt
ctgccttccgcagtgtaggctttaccctcaggtgctacacagtatagttctagggtttccctcccgatatcaaaaagactgt

ggcctgeccagcetctcgtatccccaagccacaccatctggctaaatggacatcatgttttctggtgatgcccaaagagg



agagaggaagctctctttcccagatgccccagcaagtgtaaccttgcatctcattgctctggcetgagttgtgtgectgtttct
gaccaatcactgagtcaggaggatgaaatattcatattgacttaattgcagcttaagttaggggtatgtagaggtattttcc
ctaaagcaaaattgggacactgttatcagaaataggagagtggatgatagatgcaaaataatacctgtccacaacaa
actcttaatgctgtgtttgagctttcatgagtttcccagagagacatagctggaaaattcctattgattttctctaaaatttcaa
caagtagctaaagtctggctatgctcacagtctcacatctggttggggtgggctecttacagaacacgctttcacagttac
cctaaactctctggggeagggttattectttgtggaaccagaggcacagagagagtcaactgaggccaaaagaggcec
tgagagaaactgaggtcaagatttcaggattaatggtcctgtgatgctttgaagtacaattgtggatttgtccaattctcttta
gttctgtcagcttttgcttcatatattttagegctetattattagatatatacatgtttagtattatgtcttattggtgcatttactctctt
atcattatgtaatgtccttctttatctgtgataattttctgtgttctgaagtctactttgtctaaaaataacatacgcactcaacttc
cttttctttcttecttectttetttcttecttcctttctttctctetetetetetttccttecttecttcctecttttctttctetetctetctetetctctt
tttttgacagactctcgttctgtggccctggcetggagttcagtggtgtgatcttggcetcactgcetacctctaccatgagcaatte
tcctgcctcagectcccaagtagetggaactacaggctcatgccactgcgeccagctaatttttgtatttttcgtagagacg
gggtttcaccacattcgtcaggttggtttcaaactcctgactttgtgatccaccecgectcggectcccaaagtgetgggatt
acaggcatgagccatcacacctggtcaactttcttttgattagtgtttttgtggtatatctttttccatcatgttactttaaatatatc
tatattattgtatttaaaatgtgtttcttacagactgcatgtagttgggtataatttttatccagtctaaaaatatctgtcttttaattg
gtgtttagacaatttatatttaataaaattgttgaattt

RECEPTOR DE LEPTINA
Acceso: NM_001003679.1
Homo sapiens leptin receptor (LEPR), transcript variant 2, mRNA.

Utilizar la sonda de la libreria; #68

Cédigo IDde Primer Longit Posici T %G Secuencia

la ud on m C

sond
a
Izquier 21 1577 - 59 43 gaaagcactttgcaattg
cat. no. #68 da 1597 a
046886780 99
01)

Derech 24 1623 - 59 38 tgggatgaatagatgga
a 1646 atatcag



Amplicon (70 nt)
gaaagcactttgcaattgaggtatcataggagcagcctttactgttctgat
att

ccatctattcatccca

gatccgcggggcegactcccggtetggettgggcaggctgecccgggecgtggcaggaagecggaagcagecgegg
ccccagttcgggagacatggcgggcgttaaagetctcgtggceattatccttcagtggggctattggactgacttttcttatg

ctgggatgtgccttagaggattatgggtgtacttctctgaagtaagatgatttgtcaaaaattctgtgtggttttgttacattgg
gaatttatttatgtgataactgcgtttaacttgtcatatccaattactccttggagatttaagttgtcttgcatgccaccaaattc
aacctatgactacttccttttgcctgctggactctcaaagaatacttcaaattcgaatggacattatgagacagctgttgaa
cctaagtttaattcaagtggtactcacttttctaacttatccaaaacaactttccactgttgctttcggagtgagcaagataga
aactgctccttatgtgcagacaacattgaaggaaagacatttgtttcaacagtaaattctttagtttttcaacaaatagatgc
aaactggaacatacagtgctggctaaaaggagacttaaaattattcatctgttatgtggagtcattatttaagaatctattc
aggaattataactataaggtccatcttttatatgttctgcctgaagtgttagaagattcacctctggttccccaaaaaggcea
gttttcagatggttcactgcaattgcagtgttcatgaatgttgtgaatgtcttgtgcctgtgccaacagccaaactcaacgac
actctccttatgtgtttgaaaatcacatctggtggagtaattttccagtcacctctaatgtcagttcagcccataaatatggtg
aagcctgatccaccattaggtttgcatatggaaatcacagatgatggtaatttaaagatttcttggtccagceccaccattgg
taccatttccacttcaatatcaagtgaaatattcagagaattctacaacagttatcagagaagctgacaagattgtctcag
ctacatccctgctagtagacagtatacttcctgggtcttcgtatgaggttcaggtgaggggcaagagactggatggecca
ggaatctggagtgactggagtactcctcgtgtctttaccacacaagatgtcatatactttccacctaaaattctgacaagtg
ttgggtctaatgtttcttttcactgcatctataagaaggaaaacaagattgttccctcaaaagagattgtttggtggatgaatt
tagctgagaaaattcctcaaagccagtatgatgttgtgagtgatcatgttagcaaagttacttttttcaatctgaatgaaacc
aaacctcgaggaaagtttacctatgatgcagtgtactgctgcaatgaacatgaatgccatcatcgctatgctgaattatat
gtgattgatgtcaatatcaatatctcatgtgaaactgatgggtacttaactaaaatgacttgcagatggtcaaccagtaca

atccagtcacttgcggaaagcactttgcaattgaggtatcataggagcagcctttactgttctgatattccatctatt

catcccatatctgagcccaaagattgctatttgcagagtgatggtttttatgaatgcattttccagccaatcttcctattatctg
gctacacaatgtggattaggatcaatcactctctaggttcacttgactctccaccaacatgtgtccttcctgattctgtggtga
agccactgcctccatccagtgtgaaagcagaaattactataaacattggattattgaaaatatcttgggaaaagccagt

ctttccagagaataaccttcaattccagattcgctatggtttaagtggaaaagaagtacaatggaagatgtatgaggttta
tgatgcaaaatcaaaatctgtcagtctcccagttccagacttgtgtgcagtctatgcetgttcaggtgegcetgtaagaggcta
gatggactgggatattggagtaattggagcaatccagcctacacagttgtcatggatataaaagttcctatgagaggac

ctgaattttggagaataattaatggagatactatgyaaaaaggagaaaaatgtcactttactttggaagcccctgatgaaa



aatgactcattgtgcagtgttcagagatatgtgataaaccatcatacttcctgcaatggaacatggtcagaagatgtggg
aaatcacacgaaattcactttcctgtggacagagcaagcacatactgttacggttctggccatcaattcaattggtgcttct
gttgcaaattttaatttaaccttttcatggcctatgagcaaagtaaatatcgtgcagtcactcagtgcttatcctttaaacage
agttgtgtgattgtttcctggatactatcacccagtgattacaagctaatgtattttattattgagtggaaaaatcttaatgaag
atggtgaaataaaatggcttagaatctcttcatctgttaagaagtattatatccatgatcattttatccccattgagaagtacc
agttcagtctttacccaatatttatgygaaggagtgggaaaaccaaagataattaatagtttcactcaagatgatattgaaa
aacaccagagtgatgcaggtttatatgtaattgtgccagtaattatttcctcttccatcttattgcttggaacattattaatatca
caccaaagaatgaaaaagctattttgggaagatgttccgaaccccaagaattgttcctgggcacaaggacttaattttc
agaagagaacggacattctttgaagtctaatcatgatcactacagatgaacccaatgtgccaacttcccaacagtctat
agagtattagaagatttttacattttgaagaaggggagcaaatctaaaaaaaattcagttgaacttctgagagttaacata
tggtggattatgttgatttagaacttaaaatagatgtgtaaatttgggttcaaaatgtagatttgagtccagtttggatgtgtga
ttaattttcaaatcatctaaagtttaaaagtagtattcatgatttctggcttttgatttgtcatattcctggtcataaaacattaag
aaaattatggctgttgctgtcattacatatctattaaatgtcatcaaatatgtagtagacaatgctgtaattaggtgaactcta
aaactgcaacatctgacaaatagctttaaaaatacaatgattataagtatggaatcagtgaaaatatttagtttgtatttttat
gtccaaacttttccattttagattcctttatagacacgtcagcctaaaaatcagcectattcgggtgttcttttgaatatctcctgg
catttttgtatctaactttgttcaatctgggaatttcagttttcaatatccttgaaaatggcttaagtgataacttccgtttcagtta
aaaggaagcccgaagttgtgtttgtgctgcccacaggacagtgggagttacagttcatatcaggatgaccctacatacc
caggtcagattgacgggaccagaagggaacatcgacttctaatccagctttcttgtttaattatgacctaaatctaatttact
tccactgaaccatccaagacctctggcaggcagggaaatgggcagtgatgcaaaaaagggagactctttggagctttt
atgaatagttcatggtgaggacagaacttttctactttcagacagactgcttgctagttttatgaattcagcacacgaattat
gctgcgttgctcacattcaaaccaaaccaacgactatgtttaatgaactcagtattcaaatttattatatatgcgtatatatgt
atatatggatcccttatatttagatttaactcgtagttttatttgyaaagtagaaaagaactctacaaaaacgggaagaatgt
gtctttcttcccttcttgacttctaataggtgtcattgaaatgtaaaatctaagtatgaaattatgaaaggacattctttaattact
gcccactcaacacatatttaatatgtgcccagattattctaaaatcttaaaaaaagatgcatatagtgaaattttttaaatgg
atatacttttaataaagttttataactcactgacaaaacatatttcaatagtatatgagtatgagatttcttatcaattatgagtg
aaatattctatctgaatgcattggaaggcatttacagtatttgctttcaacagttactgagtatgacattttagcatgaaatat
atcaaacacatcatttgaaggacatatgtaatcttgactatggttatggtttttttgtatgtattccttgttttcatattgatagcatc
taattcttttgacaatcttaatatgtaggttcatttaaattttaagacagttcagtgcatatatagtagaagccttaagaaaaa
agaaaatgagcaagcaaatatttgaagaaatgtataaaaccatagatttctttcagaaaaaaaaaacaggcatagga

acagttttctcttcatatattatgattatgaataataggaaagttgtattaattcagtatttgtcattatgcagtattttaataccta



cataagtctattccattattatattttgcgcttggcatatttattcctttatgcttttaatcactaacatattttacttaagagtataaa
actatgctaaataaattgtattgtatatggaatatgcttgccattatgyaagaacagctgggtataccattatttcaagtaata
aatctgaattctattagtttaaaaattgtaaaattcaagttaaatgacgtgtatgatatataagctgaacacattttctatagc
ccttaatttagttgtgttaattittcaaggtgatgtatcaacagcttittttattttgcatttgttttttcaatgtgtitacattgtatgaatt
gagctttttgcccacagattcttgatttgtagttgtttggcaggatttttctttgtgatataatcacttctataaaaaatatgatgta

Caaaaaa.

RECEPTOR 2 DE ADIPONECTINA

Acceso: NM_024551.2
Homo sapiens adiponectin receptor 2 (ADIPOR2), mRNA.

Utilizar la sonda de la libreria: #14

Caddigo ID Primer Longitu Posicio T %G Secuencia
dela d n m C
sond
a

cat. no. Izquierd 18 965- 59 50 gggcattgcagccattat

0468513000 #14 a 982

1) Derecha 19 1033- 60 53 aggcccaaaaacactcc
1051 tg

Amplicon (87 nt)
gggcattgcagccattatagtctcccagtgggacatgtttgccacccctc
agtatcggggagtaagagcaggagtgtttttgggcct

cgcggcggceggeageggeggeggctacaccgggcttggecccctecctecteegttccceectectecececcteccct
cagcggtggctcccaagaagtccgagacacgcggatcaactcactatcctgaaggtccattctcccaagaagaggg
gacagaaagacagatctatttgtaagaaaggcttgggtatcccatgaacgagccaacagaaaaccgattggggtge
agcaggactccagagccagatataaggctcagaaaagggcaccaactggatggtacacgaagaggtgataatga
cagccaccaaggagatttggagcccattttagaggcatctgttctatcttcccatcataaaaaaagctctgaggaacatg
aatacagtgatgaagctcctcaggaagatgagggctttatgggcatgtcccctctcttacaagcccatcatgctatggaa
aaaatggaagaatttgtttgtaaggtatgggaaggtcggtggcgagtgatccctcatgatgtactaccagactggctcaa
ggataatgacttcctcttgcatggacaccggcctcctatgcecttctttccgggectgttttaagageattttcagaatacaca

cagaaacaggcaacatttggacacatctcttaggttgtgtattcttcctgtgcctggggatcttttatatgtttcgcccaaatat



ctcctttgtggceccctctgcaagagaaggtggtctttggattatttttcttaggagccattctctgectttetttttcatggetcttce
acacagtctactgccactcagagggggtctctcggctcttctctaaactggattactctggtattgctcttctgattatggga
agttttgttccttggctttattattctttctactgtaatccacaaccttgcttcatctacttgattgtcatctgtgtgctgggeattgce
agccattatagtctcccagtgggacatgtttgccacccctcagtatcggggagtaagagcaggagtqgtttttgg

gcctaggcctgagtggaatcattcctaccttgcactatgtcatctcggaggggttccttaaggccgcecaccatagggcea
gataggctggttgatgctgatggccagcectctacatcacaggagctgccctgtatgctgcccggatccccgaacgcttttt
ccctggcaaatgtgacatctggtttcactctcatcagctgtttcatatctttgtggttgctggagecttttgttcacttccatggtgt
ctcaaacctccaggagtttcgtttcatgatcggcgggggctgcagtgaagaggatgcactgtgatacctaccagtctec
agggactatgaccctaaaccagggcctgcggceacttgcgggcectcectgcetggctactgatgccagtaccagaggag
ccccaaaactttgacagectegtgggctttgtgacggcccaggggctctgegtggtacatgactgagaagagaaaaa
caaaaataaatcatacctcaaaggatggagtgcatcaattgggagaaaaggagacatagcccaaaccctggcttatt
cttgggatctactgattgcgggctctgcaagacccttggcaaactggcttctgatccatatcatatttatttgtagaagatgg
cgaaacagtttagctggtggttctttcttctcectttctctetctctatgacaataatacaaaccaatttaagtgaacatttatat
ccgataaggggtgggagtgtgattttaaatgctcttttgggagaacaaagaaattaatgtaaataagatttctaactgttta
aataagactttatataaatgtttaaaacataggggtaagggagggagggagaatttttgtatagaatgaaacatgcaag
taccacacactgtttgaattttgcacaaaaagtgactgtaggatcaggtgatagccccggaatgtacagtgtcttggtge
accaagatgccttctaaaggctgacataccttggaccctaatggggcagagagtatagccctagcccagtggtgacat
gaccactccctttgggaggcctgaggtagaggggagtggtatgtgttttctcagtggaagcagcacatgagtgggtgac
aggatgttagataaaggctctagttagggtgtcattgtcatttgagagactgacacactcctagcagctggtaaaggggt
gctggaggccatggaggagctctagaaacattagcatgggctgatctgattacttcctggcatcccgctcacttttatggg
aagtcttattagagggatgggacagttttccatatccttgctgtggagctctggaacactctctaaatttccctctattaaaaa
tcactgccctaactacacttcctccttgagggaatagaaatggacctttctctgacatagttcttggcatgggagcecagec
acaaatgagattctgacgtgtccaggtttctcctgagctcatctacatagattggtagacccttcctttggattaggaaagat
gagttttacctctggtacactgtcttggtaagcctggatgtgacagacacctcggctctccttgaataagaaagccagca
gaactcttaaagccagttgtagtacggagttgtcagcactcactgaacctcactttacagggataagagtggtgtggcat
tttaaatacaatggtatgttattgccagggagtgaggtacaagacgatggctcatgtcacaggcectacctgatacggtgt
cagagaaagtggtggggaaaggatctggttcatggaattctgatcttggcccataggtgaaccaccaaaatagtgctc
gagtcttaggttactgtcatcaaagacttgggatgactccattatatcctggggttgtgggtattagaactaaatatggagg
tcctgagcatggggactggcgtcctcagtaggtgtitgggaatatgggaagggtctcctatttattcaatagagttttctcag

ttattttcctcccttgcccttgcaatctccagcaaaaggtgggatctaggaagaaagaatccagtgtagaagttgagaag



aacttgaacgttttggttctggataaggtcactgtcctaggtgctaggtggaccgagcaaaagactcagtggatgaactg
gtgcagtgcctgacagaataaagaacagtattaatccctttgagaaagcatagtccagcaggacagtggccatttgga
cagaagcccacttagtttcttgggagcaacagcacgtatcagaagccagacttgctcttcggtcatgcactttgggatac
agcgtataggtgcagccctgtcacaacaccaacagaagtagcagcectctgggtgcagtcacccacaccccaaagct
ggaaggatctggttcaacatagcacaaacccttaggaaaaatgaaattaacatcactgatgtgtaatccagtaaaatct
ccctttttcgggtgtgtatgtgggcatgtgceccatttctatgtgtgtgtctacgtgcagctcactaccaacagcectcatgtgea
cttgacctgacagtgctcgctgagaactctcaccaggttggcgectgaatgccttactctcagcagtcagaggcttgettg
ctctgtgcagatttttaattttcttttttggccctaggctggttgggacctctacagcttcattctttcaccattaaatagtggecttt
ttcagtattttccctcttccectttataaattatgctaaagccacaaagcacatttttggggatcatagaaggttggggttcca
gaaaggcatctgtgtgatggttccattgatgtgggatttccctacttgctgtattctcagtttctaataaaaagaaccaaatg

adaatatgaaaaaaaaaaaaaaaaaa.

B-ACTINA

Acceso: NM_001101.2
Homo sapiens actin, beta (ACTB), mRNA.

Utilizar la sonda de la libreria; #64

Cdédigo ID  Primer Longitu Posici6 T %G Secuencia
de la d n m C
sond
a
Izquierd 18 414- 60 56 gaaagcactttgcaattgagg
cat. no. #68 a 431
0468867800
1) Derech 20 491- 59 60 tgggatgaatagatggaatat
a 510 cag

Amplicon (97 nt)
Ccaaccgcgagaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagc
cat

gtacgttgctatccaggctgtgctatccctgtacgcectctgg

cgcgtcecgecccgegagcacagagcctegectttgccgatccgecgeccgtccacacccgecgecagctcaccatg
gatgatgatatcgccgcgctegtcgtcgacaacggctccggeatgtgcaaggecggcttcgcgggegacgatgeccc
ccgggcecgtcttcecccteccatcgtggggegecccaggceaccagggegtgatggtgggeatgggtcagaaggattect

atgtgggcgacgaggcccagagcaagagaggcatcctcaccctgaagtaccccatcgagcacggceatcgtcacca



actgggacgacatggagaaaatctggcaccacaccttctacaatgagctgcgtgtggctcccgaggagceaccecgtg

ctgctgaccgaggcccccctgaaccccaaggccaaccgcgagaagatgacccagatcatgtitgagacctica

acaccccagccatgtacgttgctatccagqgctgtgctatccctgtacgcctctggccgtaccactggcatcgtga

tggactccggtgacggggtcacccacactgtgcccatctacgaggggtatgccctccececatgecatectgegtctgga
cctggetggecgggacctgactgactacctcatgaagatcctcaccgagegceggctacagcttcaccaccacggecg
agcgggaaatcgtgcgtgacattaaggagaagctgtgctacgtcgecctggacttcgagcaagagatggecacggct
gcttccagctcctcectggagaagagctacgagetgectgacggecaggtcatcaccattggcaatgageggttcege
tgccctgaggcactcttccagecttecttcetgggeatggagtectgtggeatccacgaaactaccttcaactccatcatg
aagtgtgacgtggacatccgcaaagacctgtacgccaacacagtgctgtctggcggcaccaccatgtaccctggceatt
gccgacaggatgcagaaggagatcactgccctggcacccagcacaatgaagatcaagatcattgetectcctgage
gcaagtactccgtgtggatcggeggctecatectggectegetgtccaccticcagcagatgtggatcagcaagceagg
agtatgacgagtccggcccctccatcgtccaccgcaaatgcttctaggcggactatgacttagttgegttacaccctttctt
gacaaaacctaacttgcgcagaaaacaagatgagattggcatggctttatttgttttttttgttttgttttggttttttttttttttttgg
cttgactcaggatttaaaaactggaacggtgaaggtgacagcagtcggttggagcgagcatcccccaaagttcacaat
gtggccgaggactttgattgcacattgttgtttttitaatagtcattccaaatatgagatgcattgttacaggaagtcccttgec
atcctaaaagccaccccacttctctctaaggagaatggeccagtectctcccaagtccacacaggggaggtgatage
attgctttcgtgtaaattatgtaatgcaaaatttttttaatcttcgccttaatacttttttattttgttttatittgaatgatgagecttegt
gcccccccttecccctttttgtcccccaacttgagatgtatgaaggcttttggtctcectgggagtgggtggaggeageca

gggcttacctgtacactgacttgagaccagttgaataaaagtgcacacctta.
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Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacién titulado ~
Determinacion de la expresion génica de adiponectina y leptina en pacientes con
esteatohepatitis no alcohdlica ™.

Registrado ante el Comité de Etica del INCMNSZ.

El objetivo del estudio es Determinar los niveles de expresion de los genes
adiponectina y leptina en biopsias hepaticas de pacientes con Esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA ), para determinar el papel de las adipocitocinas en la
fisiopatologia de la EHNA, asi como para tratar de conocer la causa, prondstico y
evolucion de la enfermedad bajo programas de investigacion para tratamiento
terapéutico..

Se me ha explicado que mi participacion consistird en la extraccion de una biopsia
hepatica por medio de angiografia transyugular al igual que 10mL de sangre
periférica. La muestra seré obtenida a la par de una muestra similar para confirmar el
diagnostico clinico de EHNA.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacioén en el estudio.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y
aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a
cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otra asunto relacionado con la investigacion
0 con mi tratamiento ( en caso de que el proyecto modifique o interfiera con el
tratamiento habitual del paciente el investigador se comprometera a dar informacién
oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser
ventajoso para mi tratamiento).

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en
que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el
INCMNSZ.

Nombre y firma del paciente

Dr. Francisco Sanchez Avila.
Dr. Aarén Dominguez Lopez.
Dpto. de Gastroenterologia, INCMNSZ.

Testigos



Direccion: Vasco de Quiroga 15, Colonia Tlalpan, C.P.14000. México D.F., México
Teléfonos: +(52 55) 5487 0900 +(52) 5573 0611 Fax: (52) 5655 1076
Correo-e: innsz@quetzal.innsz.mx
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BIOPSIA HEPATICA

La biopsia hepatica es el procedimiento médico necesario para la obtencién de una
pequefia muestra de tejido hepatico para su examen directo al microscopio. Si bien
los exdmenes de sangre Yy la apreciacion clinica entregan bastante informacion, la
biopsia hepética entrega un nivel de certeza muy superior para la toma de decisiones
clinicas.

Biopsia hepatica via transyugular: A través de un catéter insertado a través de
la vena yugular derecha se accede a la vena suprahepatica y se obtiene una muestra
de tejido hepatico. Esta via tiene la ventaja de tener menor riesgo de sangrado.

INFORMACION COMPLEMENTARIA
Descripcién del procedimiento.

El objetivo de realizar la biopsia hepética es:

Conocer el grado de lesion hepética (esteatosis, fibrosis y actividad histoldgica).
Establecer el diagnostico confirmatorio de esteatohepatitis no alcohdlica en el
paciente con alteracion bioquimica cronica de las pruebas hepéticas y sanguineas
(fosfatasa alcalina (>150 UI/L), albumina (>5.4 g/dL), bilirrubina(>2 mg/dL), tiempo de
protrombina (>14 seg), ferritina serica (hombre>300 ng/mL; mujer>150 ng/mL),
aspartato aminotransferasa (>40 UI/L), alanino aminotransferasa (>40 UI/L)) y cuyo
diagndstico no se ha confirmado mediante otros estudios (analiticos, radiolégicos y/o
endoscopicos).

Conocer la naturaleza de la lesion intrahepatica, no definida con otros estudios.

Preparacion:

El paciente debe permanecer en ayunas 24 horas posteriores a la realizacion del
estudio.

Control analitico conformado por un hemograma y un estudio de coagulacion para
disminuir el riesgo de hemorragia.

Si esta en tratamiento con antiagregantes, anticoagulantes o antiinflamatorios, es
importante suspenderlos unos dias antes a la realizacion de la misma.


mailto:innsz@quetzal.innsz.mx

Molestias durante el examen

Se presenta una sensacion dolorosa con el pinchazo de la aguja de anestesia y
cuando se inyecta el anestésico. La aguja de la biopsia se puede sentir como una
presion profunda y un dolor sordo, que algunas veces se siente en el hombro.

Procedimiento
Habitualmente la biopsia hepéatica se realiza bajo régimen de i ingreso de 24 horas. La
biopsia se realiza en sala de angiografia del INCMNSZ. La eny torax
es desinfectada. Se coloca anestesia local. Bajo control/ecogg@fico se
vena yugular derecha y se punciona. Una vez que la aguja e ©n colocada, se
pasa una guia metallca dentro de Ia luz de la vena e direc&ion de 1a,§~ca

radlologlco la vaina de plastica se inserta hasta llegar\a la aurlchg,\,y@rec
posiciona en la VCI suprahepatica. W‘;;W
La posicién del orificio de la vena suprahepatica es locali i
inyeccién de algun producto de contraste. La vaina se introd de la vena.
Se introduce la aguja metélica. Una vez juntas (vaina y aguja) se hace un movimiento
de 180 grados y se retira de 2 a 3 cm. Luego se introduce la aguja, 1 a 2 cm dentro
del parénquima hepatico y los fragmentos son aspirados por una jeringa colocada en
la extremidad de la vaina, en la mano del operador.

Es posible medir la presion de la vena suprahepatica, y calcular el gradiente porto-
cavo. El seguimiento posterior al procedimiento es el mismo que para la biopsia
percutanea.
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Cuidados posteriores:

El paciente puede sentir dolor leve a moderado después del procedimiento, tanto en
el costado derecho como en el hombro derecho, lo cual es manejado con
analgésicos.

Tras la realizacion de la biopsia hepéatica el paciente debera permanecer en reposo y
apoyado sobre la zona de la biopsia para hacer compresion local las 4 6 6 primeras
horas, que por otra parte son las horas de mayor riesgo de sangrado. Durante estas
horas debe controlarse periddicamente la tension arterial y la frecuencia cardiaca.
Pasadas estas primeras horas el paciente debe permanecer encamado hasta



completar 24 horas, pasadas las cuales puede ser dado de alta y poder realizar vida
normal.

Riesgos y complicaciones del procedimiento:
La biopsia hepatica conlleva el riesgo de presentar complicaciones, a pesar de una
buena técnica de realizacion y respetar las contraindicaciones.

Las complicaciones menores incluyen el dolor y el sincope vasovagal. Son las mas
frecuentes y facilmente controlables

Las complicaciones mayores son menos frecuentes e incluyen:

Hemorragia. Es la complicacion grave mas frecuente, oscilando entre el 1,7% vy el
0,062%.

Puncién de otros 6rganos. Es la segunda complicacién en orden de frecuencia. La
puncion del pulmén, expresada por un neumotorax, ocurre con una frecuencia entre
0,55% y 0,35%. Se ha descrito también la puncion de otros 6rganos como rifidn,
colon y excepcionalmente pancreas, glandulas suprarrenales e intestino delgado. La
mayoria de las punciones de estos 6rganos son completamente asintomaticas.
Peritonitis biliar. Su frecuencia es de 0,22% y es debida a la puncion de un conducto
biliar intrahepético, de la via biliar extrahepética o de la vesicula biliar.

Fistulas arteriovenosas. Se producen por la puncién que alcanza ramas de arteria
hepatica y ramas venosas. Suelen ser asintomaticas y tienden a cerrarse con el
tiempo.

Infeccion. La bacteriemia secundaria es relativamente frecuente, sobre todo en
pamentes con colangitis, siendo mucho mas raro Ia aparicion de

procesos tumorales.

ANEXO 3.
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Adipocito: Células redondeadas del tejido adiposo que almacenan una gran

cantidad de grasa en forma de triglicéridos.
Adipocitocinas: Proteinas bioactivas producidas y secretadas por el tejido adiposo.

ADN: Acido desoxirribunocleico, molécula polimérica formada por la combinacion de
cuatro tipos distintos de bases o nucle6tidos denominados: timina, adenina, citosina y
guanina; posee una estructura lineal como hebra o cadena, que contiene la

informacion genética.

ALT: Alanina transaminasa. Enzima involucrada en el metabolismo del aminoé&cido
alanina. Se encuentra en mayor concentracion en el higado y se libera al torrente

sanguineo como resultado de un dafio agudo al higado.
ARN: Acido ribonucleico.

ARNmM: Molécula de ARN que porta la informacion genética desde el gen hasta los

ribosomas, en los cuales se lleva a cabo la traduccién de proteinas.

AST: Aspartato transaminasa. Enzima que cataliza la degradacion del acido
aspartico en acido fumarico y amonio transfiriendo un grupo amino del acido

aspartico a otra molécula.

Biopsia: Extirpacion de un pequefio fragmento de tejido vivo de un érgano u otra
parte del cuerpo para su examen microscopico a fin de conservar o establecer un

diagnostico, estimar un pronostico o seguir la evolucion de una enfermedad.
Carcinoma hepatocelular: Tumor maligno del higado.

Cirrosis: Enfermedad degenerativa crénica del higado en la que los I6bulos se
convierten en tejido fibroso, el parenquima se degenera y se produce una infiltracion
grasa. La mayoria de las funciones hepaticas se deterioran entre ellas la
gluconeogenesis, la detoxificacion de farmacos y alcohol, el metabolismo de la
bilirrubina, la absorcion de vitaminas, las funciones gastrointestinales y el
metabolismo de las hormonas. El flujo sanguineo a través del higado queda

obstruido, provocando una presion retrograda que da lugar hipertension portal y



varices esofagicas. La evolucion conduce al coma hepatico, a la hemorragia

gastrointestinal y la insuficiencia renal.

Cromosoma: Segmento de ADN del genoma de un organismo con lo necesario para
replicarse de una generacibn a otra y repartirse en dos células hijas. Los
cromosomas estan formados por la cromatina. Los seres humanos tiene 46
cromosomas; en el nucleo de cada célula hay 23 pares de cromosomas. La otra
parte del ADN que contienen las células humanas se encuentra en las mitocondrias,
las cuales tienen genes importantes en su propia hebra de ADN denominada en
ocasiones el cromosoma numero 47. Los genes del cuerpo estan contenidos dentro
de esos 46 cromosomas nucleares y en el cromosoma mitocondrial. Dos de estos
cromosomas, el X y el Y, determinan el sexo y se denominan cromosomas sexuales.
Las mujeres tienen 2 cromosomas X, y los hombres, un cromosoma X y uno Y. Los

44 cromosomas restantes se denominan cromosomas autosomicos.

Diabetes: Trastorné complejo del metabolismo de los carbohidratos, grasas y
proteinas debido fundamentalmente a una falta relativa o absoluta de secrecion de
insulina por parte de las células beta del pancreas. Se caracteriza por poliuria,

polidipsia, perdida de peso, polifagia, hiperglucemia y glucosuria.

Dominio: Porcion de una proteina con funcién o caracteristica estructural propia.
También se aplica a regiones de los cromosomas 0 cromatina con cierta autonomia

funcional o estructural.

Esteatosis: Acumulacion anormal de grasa, mayoritariamente en forma de
triglicéridos, en el citoplasma de células parenquimatosas como los hepatocitos. Hay
2 tipos de esteatosis: esteatosis microvesicular que consiste en un dafio celular
agudo, en el que las células aparecen al microscopio con vacuolas pequeias
introcitoplasmaticas sin desplazamiento del nucleo y esteatosis macrovesicular en la
cual el citoplasma esta ocupado por una sola gran vacuola, que desplaza al

citoplasma y el nucleo hacia la periferia.



Exon: Porcion del ADN que codifica ARNm maduro. Estas son las regiones de un
gen que contribuyen al ARN trascrito primario, que, después del proceso de corte y
empalme, forma las especies maduras del ARNm, las cuales codifican las

secuencias de los polipéptidos.

Expresion génica: Proceso en que la informacion codificada por un gen se convierte
en las estructuras constituyentes y funcionales de la célula. Un gen se expresa tanto
si se transcribe a ARN como producto final, como en el caso de los ARNr o ARNt, y

después se traduce a proteina.

Factor de trascripcion: Proteinas que participan en el inicio de la trascripcion de

genes de eucariotas que se unen al ADN para guiar y activar la polimerasa.

Fibrosis: Proliferacién de tejido conectivo fibroso que cubre o sustituye el musculo

liso o0 a otros tejidos normales.

Gen: Segmento de ADN con informacion para sintetizar una proteina o, mas
especificamente, un polipéptido. De forma méas amplia, es un segmento de ADN con

informacion para formar un acido ribonucleico, ARN.

Glucorticoides:  Hormona  esteroidea adrenocortical que aumenta la
gluconeogenesis, ejerce un efecto antiinflamatorio o influye en un gran numero de
funciones corporales. La mas importante de las tres hormonas glucorticoides es el
cortisol, la corticosterona es menos activa y la cortisona es totalmente inactiva hasta
que se convierte en cortisol. Los glucorticoides favorecen la liberacion de
aminoacidos de los musculos, movilizan los acidos grasos almacenados en tejido
adiposo y aumentan la capacidad de los musculos esqueléticos para mantener las
concentraciones y evitar la fatiga. Estabilizan las membranas mitocondriales y
lisosomicas, aumentan la produccion de trifosfato de adenosina (ATP), promueven la
formacion de enzimas hepaticas claves y disminuyen la produccion de anticuerpos y
el niumero de eosinofilos circulantes. La secrecion de glucorticoides es estimulada

por la hormona adenocorticotropica de la hipéfisis anterior.



Hepatitis: Trastorno inflamatorio del higado caracterizado por ictericia,
hepatomegalia, anorexia, molestias gastricas y abdominales, trastornos de la funcion
hepatica y produccion de heces de color claro y orina oscura. Puede deberse a
infeccion bacteriana o virica, infestacion parasitaria, transfusibn de sangre
incompatible y accion del alcohol o determinados farmacos o toxinas. Puede tener

una evolucion breve y leve o grave y fulminante.

Hepatocito: Célula del parénquima hepatico que realiza todas las funciones del
higado.

Higado: Es el 6rgano de mayor tamafio y complejidad en el organismo. Tiene mas
de 500 funciones. Se divide en cuatro l6bulos, contiene hasta 100 mil lobulillos y
recibe dos tipos de irrigacibn sanguinea; la arteria hepética suministra sangre
oxigenada, y la vena porta, sangre con sustancias nutritivas procedente del
estomago y los intestinos. En cualquier momento el higado contiene
aproximadamente medio litro de sangre, lo que corresponde a mas 0 menos a un
13% de la sangre circulante total del organismo. Algunas de las funciones mas
importantes realizadas por el higado son la produccién de bilis por los hepatocitos, la
secrecion de glucosa, proteinas, vitaminas y la mayoria de los demas compuestos
utilizados por el organismo, el procesamiento de la hemoglobina para reutilizar su
contenido ferrico y la conversién de amonio toxico en urea. La bilis producida en el
higado se almacena en la vesicula, que se encuentra comunicada con el mismo por
el conducto hepatico y a través de numerosos vasos sanguineos. Se encuentra
situado en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal y ocupa casi todo

el hipocondrio derecho y la mayor parte del epigastrio.

Hipotalamo: Region del diencefalo que constituye el suelo y parte de la pared lateral
del tercer ventriculo. Activa, controla e integra el sistema nervioso auténomo
periférico, los procesos endocrinos y multiples funciones somaticas, como la

temperatura corporal, el suefio y el apetito.



Homologia: En términos evolutivos significa que se tiene origen comun. En términos
de biologia molecular, los genes homologos son los que se derivan de un gen

ancestral comun y que evolucionaron por divergencia de la secuencia original.

Hormona: Sustancia quimica compleja producida en determinadas células u érganos
del cuerpo que desencadena o regula la actividad de otro 6rgano o grupo de células.
Las hormonas producidas por las glandulas endocrinas son transportadas hasta el
organo diana por el torrente sanguineo. La secrecion hormonal esta regulada por
neurotransmisores y por un mecanismo de retroaccion que consiste en la
disminucién de la secrecion hormonal estimulante cuando la actividad del 6rgano es

excesiva.

Inflamacion: Respuesta defensiva del organismo frente a un agente irritante o
infeccioso. Puede ser aguda o cronica. Los signos cardinales son rubor, tumor, calor
y dolor, junto con trastorno o impotencia funcional. ElI proceso se inicia como
pequefio aumento de la permeabilidad vascular. En un segundo estadio la
permeabilidad vascular aumenta mas, produciéndose exudacién de liquido,
agrupamiento de leucocitos a lo largo de las paredes vasculares, fagocitosis de
microorganismos, deposito de fibrina en el vaso, destruccion del detritus por los
macrofagos, y finalmente migracion de fibroblastos a la zona y desarrollo de células

normales.

Intron: Secuencia de ADN que se transcribe, pero que se elimina o escinde del
transcrito primario en su proceso de maduracion a ARNm y que por tanto no tiene
informacion codificante para una proteina o un péptido. Sin embargo, en algunos

casos contiene informacion regulatoria.
Kb: kilobase; multiplo de la unidad de longitud del ADN equivalente a 1,000 bases.

Necrosis: Muerte de una porcion de tejido consecutiva a enfermedad o lesion. En la
necrosis por coagulacion se forman trombos que bloquean el flujo sanguineo,

produciéndose la necrosis en los tejidos distales al trombo.

Neoplasia: Crecimiento anormal de tejidos nuevos, benigno o maligno.



Neurotransmisor: Sustancia quimica que modifica 0 provoca impulsos nerviosos en
una sinapsis. Son liberados por la estructura presinaptica saltando hasta la neurona

postsinaptica.

Nucledtido: Moléculas que constituyen los eslabones de los acidos nucleicos. Cada
nucleotido tiene un azucar (distintos en el ADN — desoxirribosa y en el ARN — ribosa),
un grupo fosfato y una base nitrogenada. Hay cuatro tipos de nucleotidos en el ADN,
segun las bases que contengan: adenina (A), guanina (G), timina (T), y citosina (C).
En el ARN, en vez de timina hay uracilo (U).

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa; amplificaciéon exponencial in vitro de
moléculas de ADN a través de multiples ciclos de desnaturalizacién, hibridacién de

oligonucledtidos y sintesis de ADN.

Regiéon promotora: Secuencias de bases de ADN a la cual se une la ARN

polimerasa para iniciar la trascripcion.

Replicacién: Sintesis de dos cadenas de ADN nuevas a partir de una molécula de

ADN en que se utiliza como molde cada una de sus hebras.

Trascripcioén: Lectura del mensaje codificado por el ADN que produce la sintesis de
una cadena de ARN mensajero, ribosomal o de transferencia. Este proceso requiere
sefales regulatorias que permitan el inicio (promotores) y el fin de la trascripcion

(terminadores).

Traduccion: Proceso en el cual la secuencia nucleétidica del ARNm que contiene el
mensaje genético determina el orden de los aminoécidos, de acuerdo con el codigo

genético, para la formacion de la cadena polipeptidica.

Transaminasas: Enzimas que catalizan la transferencia de un grupo amino desde
un alfa-aminoacido a un alfa cetoacido, utilizando fosfato de pirodoxal y piridoxamina
como coenzimas. La transaminasa glutamicooxalacetica esta presente normalmente
en la sangre y diversos tejidos, especialmente corazén e higado; se libera por lesion
celular y la elevacion de su nivel en sangre es indicativa de hepatopatia o infarto de

miocardio. La transaminasa glutamico-piruvica es un constituyente normal del suero



y diversos tejidos, especialmente higado; también se libera por lesion tisular y esta

muy elevada en pacientes con hepatopatia.



