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RESUMEN

Introduccién y Objetivos. Algunos estudios han observado que el
TNF-alfa podria estar implicado en la patogénesis del higado graso no
alcohdlico (HGNA). El objetivo de nuestro estudio fue investigar la
influencia del polimorfismo del G308A del gen del TNF-alfa en los cam-
bios histoldgicos y resistencia a la insulina del HGNA asi como sobre los
niveles de TNF-alfa.

Material y Métodos. Se seleccionaron un total de 66 pacientes con
HGNA en un estudio transversal. La confirmacién de HGNA mediante
biopsia fue un criterio de inclusion obligatorio. Se realizaron determina-
ciones analiticas como niveles de glucosa, insulina, resistencia a la insu-
lina (HOMA), colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol y trigli-
céridos. También se realizé un andlisis antropométrico. Se estudio el gen
G308A del TNF alfa ast como niveles en plasma de TNF-alfa.
Resultados. Quince pacientes (4 mujeres/11 hombres) (22.7%) presen-
taron el genotipo G308A (grupo mutante) and 51 pacientes (12 muje-
res/39 hombres) (77.3%) G308G (grupo salvaje). Los pacientes con el
grupo mutante presentaron con mayor frecuencia inflamacion portal
moderada-severa en la biopsia hepdtica (86.7%) comparado con los
pacientes del genotipo salvaje (19.7%). El grupo mutante tenia mayor
fibrosis moderada-severa (73.3%) que el grupo salvaje (51.3%). El and-
lisis multivariable ajustado por edad, sexo, IMC y genotipo con la varia-
ble dependiente (fibrosis) mostré que el HOMA permanecio en el mode-
lo, con un incremento de la probabilidad de desarrollar fibrosis de 1,78
(CI95%:1.06-3.2) y de inflamacién moderada-severa de 1,45 (C195%:
1.02-2.1) con cada incremento de una unidad de los niveles de HOMA
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Conclusion. Los pacientes con el genotipo mutante tienen mds frecuen-
temente infamacion portal moderada-severa y fibrosis que el grupo sal-
vaje. La Resistencia a la insulina puede ser el nexo bioquimico, porque el
HOMA permanecié en el modelo ajustado de regresion logistica.
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INTRODUCCION

La enfermedad por higado graso no alcohdlico
(EHGNA) es una enfermedad hepdtica caracterizada
por elevacién de las transaminasas, hepatomegalia y
aciumulo de grasa hepética acompafiada de inflamacién
y necrosis semejando la hepatitis alcohdlica en ausencia
de consumo de alcohol @)

La obesidad se considera el factor de riesgo maés
importante. En diferentes estudios, la relacion cintura-
cadera se correlaciona con el grado de esteatosis en la
biopsia hepatica @. La resistencia a la insulina también
se ha asociado con higado graso y EHGNA ©. La aso-
ciacion con la resistencia a la insulina y la obesidad ha
sugerido que la EHGNA deberia ser considerada parte
del sindrome metabdlico @.

El tejido adiposo segrega muchas proteinas bioactivas
o adipocitokinas que regulan el metabolismo hepdético y
periférico de glucosa y de lipidos. Estas adipocitokinas
incluyen leptina, resistina, adiponectina y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) entre otras. Reciente-
mente, Hui et al. ® han sugerido que los niveles eleva-
dos de leptina sérica en la esteatohepatitis no alcohélica
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(EHNA) pueden ser un reflejo del fallo de la leptina
para estimular el metabolismo lipidico hepético lo cual
podria denominarse como situacién de resistencia a la
leptina. Algunas evidencias han ligado el TNF-alfa a las
anomalias metabdlicas de la resistencia a la insulina. El
tejido adiposo ha demostrado ser un lugar para la sinte-
sis de TNF-alfa con una correlacién directa entre la obe-
sidad, los niveles de TNF-alfa y la hiperinsulinemia ©.
El TNF-alfa es una de las mas importantes adipocitoki-
nas y sin embargo el papel de esta molécula en la pato-
génesis de la EHGNA no ha sido estudiado ni su rela-
cién con factores genéticos como el polimorfismo gené-
tico de este gen.

El andlisis de la mutacién ha identificado una traslo-
cacién G-A en la regién promotora del gen del TNF-alfa
en la posicién 308. Esta variante polimérfica ha mostra-
do afectar a la region promotora del gen del TNF-alfa
dando lugar a una mayor transcripcién comparado con
el alelo salvaje @. Se han realizado muchos estudios de
asociacion sobre la variante G-308, con resultados con-
flictivos. Fernandez Real y cols. ® han documentado
una asociacion significativa entre la variante G-308 y un
incremento del IMC y de la resistencia a la insulina.

El objetivo de este estudio fue investigar la influencia
del polimorfismo G308A del gen del TNF-alfa en los
cambios histologicos y resistencia a la insulina de la
EHGNA, asi como los niveles de TNF-alfa en nuestra
muestra de pacientes.

PACIENTES Y METODOS
« PACIENTES

Se incluyeron 66 pacientes caucasicos de forma conse-
cutiva entre 2006 y 2009. Los criterios de exclusién fue-
ron hepatopatia conocida por infeccién por el virus de la
hepatitis B, hepatitis C por citomegalovirus y/o virus de
Epstein Barr. Hepatitis autoinmune, diabetes mellitus,
consumo de alcohol, intolerancia a la glucosa en ayunas,
medicaciones (agentes antihipertensivos, y estatinas) y
defectos hereditarios (enfermedad por sobrecarga de
hierro, cobre y déficit de alfa-1-antitripsina).

Estos pacientes se estudiaron en una Unidad de
Nutricién Clinica. El estudio fue aprobado por el comi-
té ético del hospital y todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado.

Biopsias hepaticas

El diagnéstico de la EHGNA se confirmé mediante
biopsia hepética percutdnea que se realizé a todos los
pacientes con una aguja Menghini de 1,6 mm. Las mues-
tras hepaticas se procesaron como de rutina, se seccio-
naron y tifieron con hematoxilina-eosina y tricrémico de
Manson. Todas las biopsias fueron estudiadas por el
mismo patélogo (T.A.G) La histologia era analizada
siguiendo la clasificacién de Brunt ©. La esteatosis se

gradud como sigue: leve (< 33% de los hepatocitos afec-
tados); moderada-severa (>33%de los hepatocitos afec-
tados). La clasificacién de Brunt también incluye como
grado: inflamacién portal, balonizacién de los hepatoci-
tos, inflamacién lobulillar y como estadio de fibrosis:
estadio 1: fibrosis en la zona 3 perivenular perisinusoi-
dal, focal o extensa; estadio 2: como el anterior con
fibrosis periportal extensa o focal; estadio 3: fibrosis en
puentes focal o extensa y estadio 4: cirrosis. En nuestro
estudio la fibrosis variable era dividida en ausente o
presente. La inflamacién (portal y lobulillar) se clasificé
como leve o moderada-severa.

Medidas antropomeétricas

El peso corporal se midié con una precisiéon de 0,5 Kg
y el IMC se calculé segtin la férmula peso corporal/altu-
ra en cm?. El didmetro de la cintura (didmetro mas estre-
cho entre el apéndice xifoides y la cresta iliaca) y la
medida de la cadera (didmetro mas ancho entre los tro-
cénteres) se utilizaron para calcular el indice cintura-
cadera (ICC). Se utiliz6 una bioimpedanciometria cor-
poral eléctrica tetrapolar para determinar la composi-
cién corporal. Se producia una corriente eléctrica de 0.8
mA y 50 kHz a través de un generador de sefal calibra-
do (Biodynamics Modelo 310e, Seattle, WA, USA) y se
aplico sobre la piel usando electrodos adhesivos coloca-
dos en las extremidades del lado derecho. La resistencia
y la reactancia se utilizaron para calcular el agua, la
grasa y la masa libre de grasa corporal total.

. METODOS

Se determinaron la glucosa, insulina, resistencia a la
insulina (HOMA), colesterol total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol, triglicéridos y niveles en sangre de TNF-alfa.
La concentracion de colesterol total y de triglicéridos se
determinaron por ensayo enzimdtico colorimétrico
(Technicon Instruments, Ltd., New York, N.Y., USA),
mientras que el HDL colesterol se determiné enzimati-
camente en el sobrenadante después de la precipitacién
de otras lipoproteinas con dextrano de sulfato de mag-
nesio. La fracciéon LDL colesterol se calcul6 utilizando la
féormula de Friedewald.

Se determinaron los niveles de glucosa plasmaticos
utilizando un método automatizado glucosa oxidasa
(Analizador de glucosa 2, Beckman Instruments,
Fullerton, California). La insulina se determiné por RIA
(RIA Diagnostic Corporation, Los Angeles, CA) con una
sensibilidad de 0.5mUI/L (rango normal 0.5-30 mUI/L)
(0 y el homeostasis model assessment para la sensibilidad
de la insulina (HOMA) se calcul¢ utilizando estos valo-
res 1D,

El TNF alfa se determiné por ELISA (R&D systems,
Inc., Mineapolis, USA) con una sensibilidad de 0.7
pg/mland 0.5 pg/ml, respectivamente. Los valores nor-
males de TNF alfa fueron (0.5-15.6 pg/ml) 2.
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Genotipado del polimorfismo del gen G308A

Los primers de oligonucleétidos y las sondas se dise-
flaron con el Beacon Designer 4.0 (Premier Biosoft
International, LA, CA). La reaccién en cadena de la poli-
merasa (RCP) se realizé con 50 ng de DNA genémico,
0.5 uL de cada primer de oligonucleétido (secuencia del
primer: 5-CTG TCT GGA AGT TAG AAG GAA AC-3’;
primer reverso: 5-TGT GTG TAG GAC CCT GGA G-3'),
y 0.25 uL de cada sonda (sonda salvaje : 5-Fam-AAC
CCC GTC CTC ATG CCC-Tamra-3’) y (sonda mutante:
5-Hex-ACC CCG TCT TCA TGC CCC- Tamra -3") en un
volumen final de 25 uL (Termociclador iCycler IQ (Bio-
Rad®), Hercules, CA). El DNA se desnaturaliz6 a 95°C
durante 3 min; esto se continud por 50 ciclos de desna-
turalizacién a 95°C durante 15 s, y se volvié a calentar a
59,3 ° durante 45 s. La RCP se midi6 en un volumen de
25 uL final que contiene 12,5 uL de IQTM Supermix
(Bio-Rad®, Hercules, CA) y la Taq polimerasa de ADN.

Analisis estadistico

El tamafio de la muestra fue calculado para detectar
diferencias en torno a 1,5 unidades del HOMA con el
90% de potencia y de significacién del 5% (n= 60). El
analisis estadistico se realiz6 para el grupo combinado
G308A y A308A como un grupo mutante y el G308G
como grupo con genotipo salvaje (Modelo dominante).
Los resultados se expresaron como media +/- desvia-
cién estandar. La distribucién de las variables se analizé
con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables
cuantitativas con distribucién normal se analizaron con
la t de Student de dos colas para muestras pareadas. Las
variables no paramétricas fueron analizadas con la
prueba de U de Mann-Whitney. Las variables cualitati-
vas se analizaron con la prueba de chi-cuadrado, con
correccion de Yates cuando sea necesario, y el test de
Fisher. Mediante regresién logistica (paso a paso) se
estudiaron las variables histolégicas como variable
dependiente y su relacién con otras variables indepen-
dientes asociadas en el analisis univariado, todos los
modelos ajustados por edad, sexo, indice de masa cor-
poral y el genotipo. Se evalué el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Un valor de p inferior a 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

RESULTADOS

66 pacientes dieron su consentimiento informado y
fueron incluidos en el estudio. La edad media fue de
43,6 + 12,2 afios y el IMC medio 34,5 + 6,5 con 50 varo-
nes (75,5%) y 16 mujeres (24,5%). 15 pacientes (4 varones
y 11 mujeres) (22,7%) tenian el genotipo G308A (grupo
tipo mutante) y 51 pacientes (12 varones/39 mujeres)
(77,3%) G308G (grupo tipo salvaje). No se detect6 el
genotipo AA.

La Tabla I muestra las variables antropométricas en el
grupo salvaje y mutante. No se detectaron diferencias
en la masa grasa u otros pardmetros antropométricos.

TaBLA |.-
CAMBIOS EN LAS VARIABLES
ANTROPOMETRICAS

PARAMETROS G308G G308A

(N=51) (N=15)
IMC 34.1+9.4 35.56+2.5 0.45
Peso (kg) 95.8+27.7 92.1+27.7 0.34
Masa grasa (kg) 25.7+8.9 23.6+6.5  0.27
Circunferencia 101.6+£13 104.2+3.5 0.56
cintura (cm)
indice cintura-cadera  0.95+0.1 0.96+0.1 0.71

(NS) p>0.05, entre grupos.

La Tabla II muestra las diferencias en los factores de
riesgo cardiovascular. Los niveles de glucosa, TNF-alfa
y HOMA fueron mas altos en el grupo mutante que en
el salvaje. No se detectaron diferencias en otros parame-
tros.

TABLA II.-

FACTORES DE RIESGO
CARDIOVASCULAR CLASICOS

G308G
(N=51) (N=15)

107.4+25 131.6+£31.1* 0.01
196.1+51.4 206.7+51.3 0.65
121.2£45.3 132.3+39.4 0.47

50.1+13.63 52.8+20.7 0.24

PARAMETROS G308A

Glucosa (mg/dl)
Colest Total (mg/dl)
LDL-colest (mg/dl)
HDL-colest (mg/dl)

TG (mg/dl) 145.6+96 130.8+569.8 0.29
Insulina (mUI/L) 14.8£10.2  15.5+9.2  0.11
HOMA 3.9+2.7 5.9+2.8* 0.02
TNF-alpha (ng/mL) 4.7+3.2 7.4£3.6* 0.01

Colest.: Colesterol. TG: Triglicéridos.
HOMA: Homeostasis model assessment. (*) p<0.05, entre grupos.

La Tabla III muestra la relacién de lesiones histolégi-
cas en ambos genotipos. Los pacientes del grupo mutan-
te presentaron con mayor frecuencia inflamacién portal
moderada-severa (86.7%) en la biopsia hepética compa-
rado con los pacientes del genotipo salvaje (19.7%). El
grupo del genotipo mutante presenté fibrosis con mayor
frecuencia (73,3%) que el grupo salvaje (51.3%).
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TasLA lll.-

PARAMETROS HISTOLOGICOS
PARAMETROS G308G G308A

(N=51) (N=15)

ESTEATOSIS
Leve 21(41.2%)  6(40.0%) ns
Moderada-Severa 30(58.8%)  9(60.0%) ns
INFLAMMACION LOBULILLAR
Leve 20(39.3%)  5(33.4%) ns
Moderada-severa 31(60.7%)  10(66.6%) ns
INFLAMMACION PORTAL
Leve 41(80.3%)  2(13.3%)* <0.05
Moderada-severa 10(19.7%) 13(86.7%)* <0.05
FIBROSIS
Ausente 25(49.0%) 4(26.7%)* <0.05
Presente 26(51.0%) 11(73.3%)* <0.05

Test de Chi square, diferencias en cada estadio
(*)p<0.05. (%) frecuencias en cada grupo genotipico.

Los pacientes con inflamacién portal moderada-seve-
ra tuvieron niveles mas altos de TNF-alfa (7.4+4.1
pg/ml vs 4.9+3.1 pg/ml; p<0.05), HOMA (6.2+3.1 vs
3.8+2.4; p<0.05), masa grasa (30.5+8.2 Kg vs 22.6+7.9 kg;
p<0.05), IMC (39.8+11.1 kg/m? vs 30.1+6.1kg/m?
p<0.05) que los pacientes con inflamacién portal leve.
Después del analisis univariante, se realizé el analisis
multivariante. En el andlisis multivariante se analizé
como variable dependiente la inflamacién portal y se
ajust6 para la edad, sexo, IMC y genotipo. Este analisis
mostr6é que el HOMA permanecia en el modelo con un
incremento de probabilidad de desarrollar inflamacién
moderada-severa de 1.45 (CI95%: 1.02-2.1) con cada
incremento de una unida en los niveles de HOMA.

Los pacientes con fibrosis presentaron niveles mas
altos de HOMA (4.1+2.3 vs 2.9+1.7: p<0.05), masa grasa
(28.2+8.4 Kg vs 23.4+8.6 kg, p<0.05) y de IMC
(35.3+10.8kg/m? vs 29.8+5.2kg/m? p<0.05) que los
pacientes sin fibrosis. El analisis multivariante ajustado
por edad, sexo, IMC, y genotipo con la fibrosis como
variable dependiente mostré que el HOMA permanecia
en el modelo, con un incremento de la probabilidad de
desarrollar fibrosis de 1.78 (CI95%: 1.06-3.2) con cada
incremento de una unidad de los niveles de HOMA.

DISCUSION

El presente estudio demuestra que el polimorfismo
G308A del TNF-alfa se asocia con resistencia a la insuli-
na, niveles mas altos de TNF-alfa, inflamacién portal y
la fibrosis hepatica en pacientes con EHGNA. En el ana-

lisis de regresion logistica, sélo la resistencia a la insuli-
na se asocia con inflamacién portal y fibrosis. El poli-
morfismo en la posicion -308 (-308 TNF-G> A) conduce
a una mayor tasa de transcripcion del gen del TNF-alfa,
seguido por incrementos en las concentraciones de TNF
alfa y disminucién de la sensibilidad a la insulina . El
mecanismo de resistencia a la insulina implica regula-
cién a la baja de PPARgamma y C FBPa/, que han
demostrado ser los propagadores de la diferenciacién de
adipocitos 4.

Otro mecanismo es la baja regulacion de GLUT-4 u
otros componentes celulares que median los efectos
metabolicos de la insulina !%. Marchesini et al ¥ tam-
bién demostraron una correlacién estrecha entre la resis-
tencia a la insulina (HOMA) y EHGNA. Otros autores
han detectado esta relacién mediante la técnica de la
abrazadera (1¢1® con resultados que apoyan nuestras
conclusiones. La naturaleza de la relacion entre la resis-
tencia a la insulina y la esteatosis hepatica no estd clara
(9. En los pacientes obesos, la anormalidad primaria
puede ser la resistencia a la insulina inducida genética-
mente, con un incremento secundario de los niveles de
triglicéridos en suero necesarias para mejorar la lip6lisis
periférica. La oferta resultante hepatica de acidos grasos
y la insulina puede aumentar el depésito de triglicéridos
en el higado 2V,

El TNF alfa también tiene un papel central en el desa-
rrollo de la esteatosis hepatica y EHNA posteriormente.
Niveles elevados de TNF alfa circulantes se asocian con
la obesidad y resistencia a la insulina en los seres huma-
nos . Se sugiri6 que la accién profibrética del TNF alfa
estd mediada por la activacién de las células de Kupffer
9. El tratamiento de ratones deficientes en leptina con
anticuerpos TNF alfa aumenta la resistencia a la insuli-
na hepética y el higado graso ?¥. Sin embargo, los resul-
tados son contradictorios en el caso de TNF alfa en los
seres humanos, que podria reflejar las diferentes pobla-
ciones de estudio o la falta de ajuste por varios factores
que pueden influir en su relacion, por ejemplo los ante-
cedentes genéticos de la poblacion estudiada. Hui et al
® mostraron que aunque los niveles de TNF alfa mues-
tran importantes diferencias en pacientes con EHGNA y
controles, no hay tal diferencia entre EHNA y esteatosis
simple.

En un estudio de 23 pacientes con EHNA, 21 de ellos
con esteatosis simple y comparado con 18 controles,
mostré que los niveles séricos de TNF alfa y el receptor
1 de TNF eran significativamente mas altos en la EHNA
en comparacién con los controles y los paciente con este-
atosis simple ®. Sin embargo, no hubo diferencia signi-
ficativa de los niveles de TNF alfa en suero entre una
poblacion de pacientes con EHNA no obesos, no diabé-
ticos y controles pareados 0. Tal vez, estos resultados
diferentes podria explicarse por los criterios de inclu-
sién y la heterogeneidad de los sujetos (edad, indice de
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masa corporal basal, la presencia de diabetes mellitus,
antecedentes genéticos) en los diversos estudios de la
literatura y nuestro estudio.

Por otra parte algunos efectos genotipicos deberian
ser especificos de poblaciones. Ademads, el polimorfismo
238 del TNF alfa se encontré con una frecuencia signifi-
cativamente mayor en pacientes con higado graso que
los controles sanos ® y los polimorfismos 1031 y 863A
en la EHNA que en la esteatosis simple @9).

En varones espanoles alcohdlicos, el polimorfismo
238GA de TNF alfa se asoci6 con cirrosis hepatica alco-
hélica @. Carulli et al ®® han demostrado una asocia-
cién entre el polimorfismo de la interleucina-6-174G/C
y la EHGNA.

En conclusién, el genotipo G308A se asocia con mayor
resistencia a la insulina y niveles mas altos de TNF-alfa
que el genotipo G308G. Los pacientes con genotipo
mutante tienen con mayor frecuencia inflamacién portal
moderada-grave asi como fibrosis con respecto al geno-
tipo salvaje. La resistencia a la insulina puede ser el nexo
bioquimico, ya que el HOMA permaneci6 en el modelo
de regresién logistica ajustado. Por lo tanto de este estu-
dio se desprende que los polimorfismos genéticos del
TNF alfa, que participan en la inflamacién y resistencia
a la insulina, estdn asociados con la EHGNA, y esta aso-
ciacién podria ayudar en la comprension de la suscepti-
bilidad genética a la EHGNA.
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