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Resumen

Objetivo: determinar si la inhibicion de la proteina de transferencia microsomal (MTP) induce
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) en un modelo animal de enfermedad por higado graso no
alcohdlico. Materiales y métodos: se distribuyeron 32 ratones en 4 grupos a los que se les realizaron 2
intervenciones — induccion de esteatosis con una dieta hipercalérica e inhibicién farmacoldgica de MTP,
comparandose luego de 12 semanas con controles la incidencia y severidad de NASH en cada grupo
mediante analisis histoldgico. Se midié ademas la concentracién hepéatica de malondialheido (MDA)
como marcador de estrés oxidativo y se evaluo su relacion con la presencia de NASH. Resultados: los
grupos con inhibicion de MTP presentaron la mayor tasa de progresion a NASH, con o sin esteatosis
previa (87,5% en cada caso), aunque la presencia de esta aumentd significativamente la severidad
histologica de NASH. Se encontrdé una mayor concentracion hepéatica de MDA en ratones con NASH,
pero no se pudo establecer una correlacion significativa entre esta y la severidad histoldgica de NASH.
Conclusiones: la inhibicion de MTP puede inducir NASH y su aparicion podria estar mediada por estrés
oxidativo.

Palabras clave: higado graso, enfermedad del higado graso no alcohdlico, estrés oxidativo

Abstract

Objective: to determine if the inhibition of microsomal transfer protein (MTP) induces non-alcoholic
steatohepatits (NASH) in an animal model of non-alcoholic fatty liver disease. Materials and methods: 32
mice were distributed into 4 groups, where 2 interventions were subsequently performed — induction of
steatosis through nourishment with a hypercaloric diet, and pharmacological inhibition of MTP. After 12
weeks, the incidence and severity of NASH in each group were evaluated through histological analysis
and compared to those of control groups. Hepatic malondialdehyde (MDA) concentration was also
measured as a marker of oxidative stress and its relationship to NASH severity was assessed. Results: the

groups under MTP inhibition presented the highest rate of NASH induction, with or without previous



steatosis (87.5% in each group), although its presence significantly increased the histological severity of
NASH. A higher hepatic concentration of MDA was found in mice with NASH; however, it was not
significantly correlated to NASH histological severity. Conclusions: MTP inhibition is capable of
inducing NASH and its appearance could be mediated by oxidative stress.

Key words: fatty liver, non-alcoholic fatty liver disease, oxidative stress



Introduccion

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (NAFLD) constituye un espectro de enfermedad
hepatica asociada al sindrome metabdlico e incluye la esteatosis simple, de curso generalmente
benigno, y la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), presente en 2-3% de la poblacién general y
40% de obesos morbidos, con un alto riesgo de progresion a cirrosis y carcinoma hepatocelular
(1-4).

La progresion de esteatosis simple a NASH puede ser explicada por la hipotesis de los dos
golpes (1, 4): el primer golpe es la esteatosis o acumulacion intrahepatica de triglicéridos,
relacionada a la resistencia a la insulina. Este primer golpe vuelve al higado susceptible a una
segunda injuria, o segundo golpe, que induce la aparicion de inflamacion, necrosis y fibrosis
caracteristicas de NASH. Se desconoce la naturaleza del segundo golpe, pero se han postulado a
citoquinas inflamatorias, estrés del reticulo endoplasméatico (RE) y estrés oxidativo como
posibles mecanismos del mismo (1, 5-8).

Muiltiples estudios describen anormalidades en el perfil lipidico de los pacientes con NAFLD.
Los pacientes con NASH demuestran menor sintesis y exportacion de lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL) en comparacion a pacientes con esteatosis simple y sujetos normales; esto se
atribuye a una menor sintesis de las proteinas que regulan el ensamblaje de VLDL (9-13). Esta
diferencia es significativa, ya que una reduccion en la produccion de VLDL podria constituir un
factor que determine la progresion de esteatosis simple a NASH.

Se ha identificado a la proteina de transferencia microsomal (MTP), responsable del Gltimo paso
de la sintesis hepatica de VLDL, como posible blanco del dafio en el segundo golpe (14-17).
Esta proteina transfiere lipidos neutros, en particular triglicéridos, hacia la apolipoproteina B100

en el lumen del RE. La inhibicion de MTP lleva a disminucion en la sintesis de VLDL y a



acumulacién intrahepatica de acidos grasos, sustratos para la formacion de especies reactivas de
oxigeno y, por lo tanto, de estrés oxidativo (18).

Existe evidencia abundante que relaciona una menor actividad de MTP con NAFLD e incluye
menor concentracion de mMRNA de MTP en pacientes con NASH en comparacién a pacientes
con esteatosis simple (11-13), polimorfismos en el gen Mttp que se asocian a mayor riesgo de
NASH en pacientes diabéticos (10) y la aparicion de esteatosis, resistencia a la insulina e
inflamacion hepéatica en ratones con un defecto heterocigoto en Mttp (16). Ademas, los
inhibidores de MTP disefiados como hipolipemiantes se han asociado a esteatosis y elevacion de
enzimas hepaéticas en ensayos clinicos (19, 20).

A pesar de esto, el rol de MTP en la patogénesis de NASH aun no es concluyente; todavia debe
determinarse si la inhibicion de MTP induce la progresion a NASH o si esta es una consecuencia
de la enfermedad. Los estudios en pacientes son observacionales y modelos animales previos no
han controlado la inhibicién de MTP, lo han hecho utilizando dietas deficientes en nutrientes
(que probablemente reflejan dafio hepético secundario a desnutricion), o mediante inhibicién
monogénica, a pesar de que NASH probablemente sea una enfermedad poligénica (21). Méas
aun, se ha dedicado poca atencion a determinar si una inhibicion adquirida de la proteina, como
sugiere la hipétesis de 2 golpes, en lugar de una deficiencia congénita, induciria la progresion a
NASH (12).

Este estudio aborda estos problemas mediante un modelo animal de induccion de NASH cuyo
objetivo principal es determinar si una inhibicion adquirida y controlada de MTP induce la
progresion de esteatosis simple a NASH; secundariamente, pretende determinar si la aparicion
de NASH mediante este método requiere de esteatosis previa como sugiere el modelo tedrico y

si dicha aparicion es mediada por estrés oxidativo.



Materiales y métodos

i. Manejo de animales

La figura 1 muestra el diagrama de intervenciones realizadas a los animales de estudio. Se
asignaron aleatoriamente 40 ratones machos de cepa C57BL/6J y 12 semanas de vida a uno de
cuatro grupos de intervencion (10 ratones por grupo): grupo 1, que recibié una dieta
hipercal6rica y un inhibidor de MTP; grupo 2, que recibié una dieta hipercal6rica sin inhibidor
de MTP; grupo 3, que recibid una dieta normocaldrica y un inhibidor de MTP; y el grupo 4, que
recibié una dieta normocalérica sin inhibidor de MTP. Todos los ratones se mantuvieron en un
mismo ambiente y contaron con acceso a agua y al alimento asignado ad libitum. Al final de la
intervencion todos los ratones fueron sacrificados, realizando posteriormente extraccion del
higado y escision en un pedazo mayor para fijacion en formol al 10% y un pedazo menor para
congelamiento a -20°C. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a las especificaciones
del Comité de Etica de Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

ii. Induccion de esteatosis

La dieta hipercaldrica administrada a los grupos 1 y 2 ha demostrado inducir esteatosis hepatica
tras su consumo por 4 semanas (22) y estuvo constituida en 20% por proteinas, 20% por
carbohidratos y 60% por grasas, con densidad cal6rica de 5.24kcal/g (codigo D12492, Research
Diets, NJ, EUA). La dieta normocal6rica administrada a los grupos 3 y 4 estuvo constituida en
20% por proteinas, 70% por carbohidratos y 10% por grasas, con densidad caldrica de
3.85kcal/g (codigo D12450J, Research Diets, NJ, EUA). Al finalizar la cuarta semana de
intervencion se sacrificaron a 2 ratones de cada grupo y se comprobo la presencia de esteatosis
hepética en los grupos con dieta hipercalérica mediante el analisis histologico de los higados

extraidos, fijados en formol al 10% y examinados bajo la tincion de hematoxilina y eosina. Tras



confirmar la presencia de esteatosis, se procedié a realizar la inhibicion de MTP en los grupos
respectivos.

iii. Inhibiciéon de MTP

Se administrd el farmaco CP-346086 (Pfizer), un inhibidor hepatico e intestinal de MTP, a los
ratones de los grupos 1 y 3 desde el inicio de la quinta semana de intervencion durante 8
semanas, a una dosis diaria de 10mg/kg diluido en agua destilada mediante una sonda de
alimentacion transesoféagica segun el régimen descrito por Harwood et al (20) para inducir
inhibicion efectiva de la proteina.

iv. Evaluacion histolégica

Las muestras de tejido hepéatico obtenidas para estudio histoldgico fueron fijadas en solucion de
formol al 10%, deshidratadas, incluidas en parafina y tefiidas con hematoxilina y eosina, y la
tincion tricromica de Masson. Las laminas estuvieron codificadas y fueron evaluadas por un
patélogo, quien reportd su diagndstico utilizando el Nonalcoholic fatty liver disease Activity
Score (NAS), descrito por Kleiner et al (23) y validado para el diagnostico histolégico de
NASH. Este evalGa semi-cuantitativamente la presencia de esteatosis (puntaje 0-3), inflamacion
lobulillar (0-2), balonamiento hepatocelular (0-2) y fibrosis (0-4), considerandose un puntaje
total mayor a 4 como diagndstico de NASH y un puntaje menor a 3 como excluyente de NASH.

v. Medicidn de estrés oxidativo

Se determind la concentracion de malondialdehido (MDA), marcador de estrés oxidativo
derivado de peroxidacion lipidica, en tejido hepatico mediante el método descrito por Ohkawa et
al (24). Se prepar0 una mezcla constituida por 20pL de solucion de hidroxitolueno butilado
(2.2g/L), 20uL de solucion homogeneizada de tejido hepéatico (0.1g/ml de solucion buffer

fosfato, pH 7.4), 20pL de solucion de cloruro férrico (2.7g/L), 0.3cc de solucion buffer acetato



(pH 3.5) y 0.3cc de solucidn de acido tiobarbitarico (5g/100cc de docedilsulfato sodico al 0.6%).
Estas muestras fueron homogeneizadas mediante agitacion en vortex por 01 minuto, tras lo cual
fueron sometidas a bafio de Maria durante 01 hora, agregadndose posteriormente 0.4cc de butanol
y nuevamente homogeneizadas mediante agitacion en vortex por 01 minuto. Las muestras fueron
centrifugadas a 4000rpm por 10 minutos; se extrajo el sobrenadante y se determind la
concentracion de MDA mediante la lectura en placa de las muestras en espectrofotdmetro a
532nm.

vi. Anédlisis estadistico

Los resultados se expresaron como mediana con rango de intervalo, y los datos fueron
analizados mediante las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis segin
correspondiera con el programa OpenStat®, versién 2014. El tamafio de muestra se estimé para
una significancia de 95% y una potencia de 80%, considerandose p <0.05 como resultado
significativo.

La tasa de progresion a NASH se calcul6 como el porcentaje de ratones en cada grupo con NAS
>4 al final de la intervencion, compardndose ademéas la mediana de NAS entre los grupos
mediante la prueba Kruskal-Wallis. Para determinar si la presencia de esteatosis es necesaria
para la aparicién de NASH al inhibir MTP se compar0é la tasa de progresién a NASH entre los
grupos 1 y 3 mediante la prueba U de Mann-Whitney. Para determinar si la aparicion de NASH
tras inhibicion de MTP es mediada por estrés oxidativo, se compar6 la concentraciéon de MDA
en tejido hepatico entre los ratones que tuvieron un diagndstico histologico de NASH y aquellos
que no lo tuvieron mediante la prueba U de Mann-Whitney. Se estimo ademas el coeficiente de
correlacion de Pearson entre la concentracion tisular de MDA y el puntaje NAS para explorar el

grado de relacion entre ambas variables.



Resultados

i. Induccion de esteatosis

Tras 4 semanas de alimentacion con el régimen hipercalorico, se confirmé la presencia de
esteatosis predominantemente microvesicular, sin cambios inflamatorios, en todos los ratones
asignados a dicha dieta; no se encontraron hallazgos anormales en los ratones asignados al
régimen normocalérico (Figura 2). Se observo adicionalmente que no hubo diferencia
significativa en el peso de los ratones asignados a una u otra dieta (dieta normocalérica 23.2g,
dieta hipercaldrica 23.7g).

ii. Evaluacion histol6gica de NASH

La evaluacién histolégica tras 12 semanas de intervencion demostrd que la proporciéon de
ratones que alcanzaron criterios de NASH fue de 87.5% (7/8), 62.5% (5/8) y 87.5% en los
grupos 1, 2 y 3, respectivamente; ningln ratén del grupo 4 presentd criterios de NASH. La
figura 3 compara las medianas y rangos de NAS entre los 04 grupos de intervencion,
encontrandose valores significativamente mayores (p = 0.005) en el grupo 1 con respecto a los
grupos 2 y 3. Al analizar por separado los componentes de la evaluacion NAS, se observo que la
extension de esteatosis fue la méaxima posible y similar entre los grupos 1, 2 y 3, y que el grado
de inflamacidn lobulillar fue a la vez similar entre los grupos mencionados (valor de mediana =
1 en los 3 grupos). Solo se encontro fibrosis leve (puntaje 1) en los grupos expuestos al inhibidor
de MTP (2/8 ratones en el grupo 1y 1/8 en el grupo 3). Los mayores valores de NAS en el grupo
1 se debieron, por tanto, a mayor balonamiento hepatocelular (grupo 1 con valor de mediana = 3
y rango 0-3 vs valor de mediana = 1 con rango 0-1 en grupos 2 y 3; p = 0.01).

La figura 4 muestra el patron histopatoldgico tipico de cada grupo de intervencion. Se hallo

esteatosis principalmente de tipo microvesicular al igual que en la fase previa de induccion de
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esteatosis. En los grupos en los que se encontré infiltracion de células inflamatorias, estas fueron
principalmente macrofagos (figura 4a), y cuando se encontré fibrosis, esta tenia una ubicacion
principalmente periportal (figura 4b).

Otros hallazgos no considerados en la evaluacion NAS incluyeron conservacion de la
arquitectura lobulillar con méas de 50% de los conductos biliares identificables, aumento en el
namero de inclusiones de glucogeno (principalmente en el grupo 1), metaplasia de la placa
ductal y zonas de apoptosis.

La comparacién de los grupos 1y 3 para determinar si la aparicion de NASH debia ser precedida
por esteatosis demostrd que la proporcion de ratones que alcanz6 un NAS >5 fue la misma
(87.5%), lo que tentativamente sugeriria que, aun en ausencia de esteatosis previa, la inhibicion
de MTP es capaz de inducir la aparicion de NASH. Sin embargo, si se encontré mayor severidad
histoldgica ante la presencia de esteatosis previa, como lo demuestra una mayor mediana de
NAS en el grupo 1 comparada con la del grupo 3 (7 vs 5; p = 0.02).

iii. Determinacién del nivel de estrés oxidativo

La figura 5 muestra la concentracion de MDA tisular en relacion a la presencia de NASH y
establece la correlacion entre nivel hepatico de MDA y NAS. Aquellos ratones que alcanzaron
criterios histologicos de NASH tuvieron una mayor concentracion asi como un mayor rango de
valores de MDA tisular (valor de mediana 4.79umol/100g con rango 2.57-17.82umol/100g en
ratones con NASH vs mediana 2.25pumol/100g con rango 1.25-11.53umol/100g en ratones sin
NASH; p = 0.02). No obstante, no se encontr0 una correlacion significativa entre la

concentracion tisular de MDA 'y el NAS (r = 0.15; figura 5b).
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Discusion

Los resultados del presente estudio demuestran que la inhibicion de MTP puede, en efecto,
inducir NASH, sin aparente necesidad de esteatosis previa, y que estos cambios podrian ser
mediados por estrés oxidativo derivado de peroxidacion lipidica; deben; sin embargo, realizarse

algunas observaciones a esta afirmacion.

El fenotipo histoldgico de esteatosis microvesicular que se obtuvo en nuestro modelo animal se
diferencia del fenotipo macrovesicular usualmente descrito en pacientes con NASH, lo que
podria limitar la aplicabilidad de nuestros resultados para el estudio de NALFD. Si bien cambios
inflamatorios compatibles con esteatohepatitis pueden aparecer en higados con microvesiculas
lipidicas, estos casos suelen describirse mas frecuentemente en higado graso del embarazo,
sindrome de Reye y esteatosis inducida por drogas, patologias en las cuales se encuentran
defectos severos de B-oxidacion mitocondrial, la cual no fue evaluada en este modelo. Un estudio
realizado por Tandra et al (25) demostr6 que solo 10% de biopsias de pacientes con NAFLD
presentaba zonas de esteatosis microvesicular, aunque esta se relacionaba con mayor severidad
histoldgica y presencia de fibrosis. Sus resultados apoyaban la hipdtesis de que las
macrovesiculas lipidicas se forman tras la fusion de microvesiculas en la superficie del reticulo
endoplasmatico, pero esta no pudo ser confirmada por el disefio experimental empleado.
Prolongar la duracion de la intervencion en nuestro modelo podria confirmar si, efectivamente, la
esteatosis microvesicular precede a la macrovesicular, lo que explicaria las diferencias halladas

en este estudio con respecto a los pacientes con NASH.

Los resultados descritos en el grupo 3 demuestran que la inhibicion de MTP podria ser suficiente
para inducir la aparicion de NASH en higados sanos, aunque debe notarse que, como fue descrito

en ensayos clinicos previos (20), la inhibicion farmacologica de MTP genera per se esteatosis
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antes de la aparicion de esteatohepatitis. Con respecto a la hipétesis de los 2 golpes, estas
observaciones sugieren que debe existir esteatosis previa para la aparicion de esteatohepatitis,
pero que una misma injuria, entre ellas, la inhibicién de MTP, podria ser responsable tanto de la
aparicion de esteatosis como de los cambios inflamatorios propios de NASH. Ante esta
evidencia, deben investigarse los posibles usos diagnosticos y/o terapéuticos de la actividad de
MTP en pacientes con NASH. Algunos avances al respecto incluyen la reversion parcial de
cambios histoldgicos tras la induccion de la expresion hepatica de MTP en un modelo animal
presentado por Shindo et al (21) y la mayor expresion de MTP demostrada en la terapia de
NAFLD con ezetimibe (26), por lo que la actividad de MTP podria medirse para evaluar

respuesta terapéutica en la terapia hipolipemiante de NAFLD.

La proporcion de ratones del grupo 2 que alcanzé lesiones compatibles con NASH es llamativa
puesto que este grupo solo estuvo expuesto a la induccién de esteatosis sin una segunda injuria
identificable que justifique la progresion a NASH. Si bien el tiempo de intervencion fue corto, es
posible que la acumulacién de lipidos haya derivado en lipotoxicidad, no necesariamente
mediada por inhibicién de MTP, con subsecuente aparicién de cambios propios de NASH. Otra
posibilidad a tomar en cuenta es que la evaluacién histolégica NAS podria no ser la mas
apropiada para el modelo que presentamos y tenga falsos positivos que justifiquen la proporcion

tan alta de ratones que alcanzaron NASH.

La aparicion de NASH en este modelo parece ser mediada por estrés oxidativo derivado de
lipotoxicidad, como sugiere la mayor concentracion de MDA tisular en ratones que presentaron
criterios histologicos de NASH. Esta diferencia podria ser de interés clinico, puesto que la
determinacion de MDA podria distinguir a aquellos pacientes con NASH de aquellos con

esteatosis simple. Esta prueba no podria; sin embargo, determinar la severidad histolégica de
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NASH debido a la falta de correlacion entre concentracion tisular de MDA y NAS demostrada
en este estudio, y tendria como limitante principal requerir una prueba invasiva como una biopsia

hepética para su medicion.

Logramos presentar, en conclusion, un nuevo modelo animal de enfermedad por higado graso no
alcohdlico que demuestra el rol de MTP en la patogénesis de NASH. La aplicabilidad del mismo
estd limitada por demostrar una forma infrecuente de la enfermedad en humanos, aunque
estudios posteriores podrian aclarar si esta diferencia podra corregirse alterando algunas de las
variables estudiadas. Los resultados experimentales de este modelo avalan la posibilidad de que
MTP esté implicado en la aparicién de NASH, por lo que se sugiere seguir investigando el rol

diagndstico o terapéutico que pueda tener dicha proteina.
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Tablas, graficos y figuras

Figura 1. Diagrama de intervenciones realizadas

40 ratones CATBL/G.
machos de 12 semanas

20 ratones asignados a 20 ratones asignados a
dieta hipercalorica (DH) dieta normocalorica (DM}

Sacrificio de 04 ratones en cada grupo
tras 04 semanas de alimentacion para
confirmacion de esteatosis

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
08 ratones bajo DH & 08 ratones bajo DH, sin 08 ratones bajo DM & 08 ratones bajo DM, sin
inhibidor de MTP inhibidor de MTP inhibidor de MTP inhibidor de MTP

Intervencion por 08 semanas
Sacrificio de 32 ratones para analisis
histoldgico ¥ biogquimico
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Figura 2. Hallazgos histoldgicos tras 4 semanas de alimentacion con dieta normocalorica (A) e
hipercaldrica (B). Tejido hepatico en hematoxilina y eosina, 400x. Las cabezas de flecha indican

las vesiculas de esteatosis.

Figura 3. Medianas y dispersion del puntaje NAS comparada entre los 04 grupos de

intervencion.

Evaluacion histologica NAS

10

NAS

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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Figura 4. Hallazgos histopatoldgicos caracteristicos de cada grupo de intervencion. Tejido

hepético en tincion tricrdmica de Masson, 400x

Las figuras A y B corresponden al grupo 1, en las que se hall6 esteatosis principalmente

microvesicular (cabezas de flecha), infiltrado celular (asterisco) y fibrosis periportal (flecha).
Las figuras C, D y E corresponden a los grupos 2, 3 y 4 respectivamente, en las cuales las

cabezas de flecha sefialan las microvesiculas lipidicas.
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Figura 5. Evaluacion del nivel de estrés oxidativo

Niveles de estrés oxidativo segun hallazgos histologicos
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a. Concentracion hepatica de MDA segun diagnostico histoldgico de NASH

Correlacion entre concentracion tisular de MDA y NAS
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