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Resumen

Antecedentes: Las enfermedades hepaticas son consideradas como unproblema
de salud publica y muchas de estas como lo es la esteatosis del higado o también
llamada higado graso de origen no alcohdlico (NAFLD), conllevan frecuentemente
a hepatocarcinoma que es un céancer de alta mortalidad alrededor del mundo. En
las células hepaticas con esteatosis los procesos regenerativos se ven alterados;
de manera que el higado que tiene un remarcable potencial de regeneraciéncomo
se evidencia por la capacidad de regular su crecimiento y masa después de una
hepactectomia y por su recuperacion posterior a una lesion extensa se altera
totalmente. Una de las vias de sefalizacion implicadas en los procesos de
regeneracion hepatica es la del TWEAK/Fn14, la cual ha sido propuesta como un
mitdgeno directo y selectivo para las células progenitoras hepaticas, sin embargo,
el papel de dicha via en la regeneracion del higado esteatdsico no ha sido elucidado
en su totalidad y los pocos estudios que se conocen han sido realizados solo en

modelos murinos y células cultivadas in vitro.

Objetivo. Evaluar la via sefalizacion TWEAK/fn14 en relacion a la regeneracion
hepatica en condicion de dafio tisular causado por la acumulacién excesiva de

lipidos.

Métodos. Se realizé un trabajo experimental, el cual consisti6 en un analisis
ultraestructural mediante microscopia electronica de transmision del tejido hepéatico

esteatosico y en la evaluacion de la expresion del TWEAK y su receptor Fnl4 en la



regeneracion de células hepaticas con esteatosis de pacientes del Hospital
Universitario del Caribe usando la técnica de inmunohistoquimica. Las muestras de
tejido se tomaron con previo consentimiento de los pacientes de la unidad de
patologia, realizandose analisis anatomopatoldgico con hematoxilina y eosina,
ademas se usaron marcadores HSP70 y HSP90 para determinar estrés celular. Los
datos arrojados por este estudio fueron analizados mediante estadistica descriptiva

y fueron usadas las medidas de tendencia central, dispersion y las proporciones.

Resultados. Se determiné como factores de riesgo mas frecuentes la hipertension
arterial (HTA), seguida de la obesidad, y una poblacion mayoritariamente
representada por el género femenino, provenientes en su mayoria de la zona
urbana; la clasificacion histolégica de los tejidos en estudio correspondiéo a
esteatosis microvesicular y solo un 10.7% presentaron signos de necroinflamacion
y de infiltrado predominantemente linfocitario. El analisis ultraestrucutral a través de
la microscopia electrénica de transmision revel6 un aumento significativo de las
gotas de lipidos a nivel citoplasmatico y un aumento del tamafio a nivel mitocondrial
presentando alguna de ellas inclusiones paracristalinas. ElI andlisis
inmunohistoquimico del tejido hepatico esteatdsico revelo6 un alto nivel de expresion
de las proteinas de choque térmico 70 y 90 en el citoplasma y en algunos nucleos
de los hepatocitos evaluados. La expresion de las proteinas TWEAK y Fn14 fue positiva
presentando una reactividad notoria de la via TWEAK/in14 en los tejidos de infiltracion
linfocitaria. Destacando posiblemente su importancia en el proceso de restauracion de la
masa hepatica posterior a un dafio en el parénquima hepatico posiblemente por la

actuacion de las células progenitoras del higado.



Conclusién. De acuerdo a los resultados hallados en este estudio se definen con
claridad los dafios a nivel celular producidos por la esteatosis hepatica evidenciados
en las caracteristicas ultraestructurales de los hepatocitos tales como ubicacion
periférica de los nucleos y agrandamientos de las mitocondrias, de igual modo,
existe un proceso de estrés celular a nivel del parénquima hepatico afectado por la
esteatosis. La expresion de las citoquinas TWEAK y Fnl4 en el tejido hepatico
esteatdsico sugiere la posible activacion de la via de sefalizacion TWEAK/Fn14 en
la enfermedad hepatica grasa de origen no alcohdlico, destacando su importancia
en el proceso de restauraciéon de la masa hepatica posterior a un dafio en el
parénquima hepéatico causado por la infiltraciébn excesiva de lipidos posiblemente
por la actuacién de las células progenitoras del higado. Los factores de riesgo
asociados al NAFLD como hipertension arterial, obesidad, dislipidemia y diabetes
mellitus los cuales hacen parte del sindrome metabdlico podrian constituirse como
detonantes en el inicio del higado graso o en su progresion hacia estados de mayor

severidad esto si dichos factores persistente de manera constante.

Palabras claves: NAFLD, Regeneracion hepética, TWEAK, Fn14



1. Fundamentacién tedrica

1.1 Enfermedad de higado graso de origen no alcoholico

El higado es un 6rgano de alta complejidad metabdlica, cuya labor es esencial en
la homeostasis del organismo, desintoxicacion e inmunidad, funciones por las
cuales esta frecuentemente expuesto a lesiones que pueden provocar la muerte y
disfuncion celular . El parénguima hepético se organiza en lébulos, que son
unidades repetitivas funcionales que constan de células endoteliales, células de
Kupffer, células estrelladas, células de los conductos biliares y hepatocitos; estos

ultimos llevan a cabo la mayor parte de las funciones metabdlicas del higado @.

Entre las funciones del higado destaca su papel en el metabolismo de lipidos, ya
que muchas de sus rutas se desarrollan en este 6rgano, entre ellas: la sintesis de
novo de acidos grasos vy triglicéridos, la oxidacion de acidos grasos, y la sintesis y
catabolismo del colesterol, cuando ocurre un desequilibrio a nivel del metabolismo

lipidico se presenta la enfermedad hepética grasa no alcohdlica ©).

El NAFLD se define como la presencia de esteatosis (macro o microvesicular) en
mas del 5% de los hepatocitos sin consumo significativo de alcohol (<20 gr
etanol/dia) y después de excluir otras causas de enfermedad hepatica ¢ .

En esta patologia se presentan anormalidades en el metabolismo de los lipidos y
carbohidratos, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), peroxidacion
lipidica, activacion de células estrelladas o de Ito, liberacion anormal de citoquinas
entre otras ®. En el desarrollo del NAFLD la respuesta inflamatoria puede

acelerarse debido a una variedad de estimulos como es el caso del estrés oxidativo,
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citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), la particion
de lipidos alterados y hepatotoxicidad mediada por los acidos grasos libres,
colesterol anormal, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e hipoadiponectinemia (- 8,
Ademas, los cambios histolégicos en las células esteatdsicas hepaticas son
diversos, desde la presencia de vacuolas grasas gigantes que desplazan al nlcleo
del hepatocito hacia la periferia (representando acumulos de triglicéridos), hasta la
cirrosis hepatica. Puede ocasionalmente apreciarse también esteatosis
microvesicular, que confiere al hepatocito un aspecto espumoso, con el ndcleo en

el centro de la célula ©.

Una de las vias de sefalizacion activas en tejido hepatico con esteatosis que
recientemente parece tener un rol en regeneracion hepatica es la via TWEAK/Fn14,

la cual se describe a continuacion.

1.2 La via TWEAK/Fn14

El TWEAK es inicialmente sintetizado como una glicoproteina transmembrana de
tipo Il con 249 aminoacidos. Presenta una region extracelular C-terminal que
comprende 206 aminoacidos, que esta formada por la region del tallo y un dominio
de homologia con un sitio potencial de N-glicosilaciéon; ademas, tiene un dominio
transmembrana formado por 25 aminoacidos y un dominio intracelular N-terminal
formado por 18 aminoacidos, que contiene un sitio potencial de fosforilacion por la
PKC®9), Se ha visto que TWEAK contiene varias posibles secuencias de
localizacion nuclear y que el TWEAK expresado de manera enddgena podria entrar
en el nicleo celular MY, Ademas, se ha identificado al TWEAK como una proteina

anclada a la membrana de monocitos humanos activados por interferén- y 2 yen
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células T CD4+ humanas. Sin embargo, al igual que la mayoria de los miembros de
la superfamilia de los TNF, puede sufrir un procesamiento proteolitico, dando lugar
a formas solubles biolégicamente activas *3). El TWEAK sufre una protedlisis en la
region C-terminal por parte de unas proteasas de la familia de las furinas
especificamente entre la Arginina 93 y 105, lo que da como resultado una secuencia
de 156 aminoéacidos que puede funcionar como una citoquina soluble. Esta region
C-terminal es la responsable de la trimerizacion del ligando y la union al receptor,
por lo que el TWEAK soluble conserva la capacidad de interactuar con su receptor

Fnl14 y desencadenar las rutas de sefializacion asociadas a él 14,

La actividad proinflamatoria de TWEAK/Fn14 generalmente tiene lugar a través de
la activacion de las vias de sefializacion del factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFK-B), de las protein quinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y se traduce en la induccién de secrecion de
citoquinas tales como interleuquinas 6 y 8 (IL-6, IL-8), proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1), proteina 10 inducida por IFNy (IP-10) y RANTES (del inglés,
regulated upon activation, normally Texpressed) 1517 asi como en el aumento de
la produccion de enzimas proteoliticas MMP-1 y MMP-9; mediadores de inflamacién
como la prostaglandina E2 @9); y moléculas de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) y
E-selectina 18, La sefializacion TWEAK/Fn14 ha sido poco estudiada en el contexto
del NAFLD en el ser humano. Estudios en murinos a los cuales se les ha inducido
lesiones hepaticas sugieren que la funcion principal del TWEAK es iniciar la
proliferacion ductual y la expansion de las células progenitoras hepaticas a través

de la activacion del NFK-R (19.20),

16



Una vez se han ligado el mTWEAK (transmembrana) o sSTWEAK (soluble) con su
receptor Fnl4, la via de sefializacion intracelular puede derivar en una de las 3 vias
efectoras: la inflamatoria, la proliferativa o la apoptética @Y. Tal vez, la via mejor
caracterizada es la inflamatoria, pues se conocen vias de sefializacion
citoplasmaticas similares en otras poblaciones celulares. Esta via efectora depende
de la activacion canonica o no canénica del factor de transcripcion del NFK-B. La
interaccion mTWEAK/Fnl14 favorece que predominen sefiales de activacion
canonica del NFK-B con la formaciéon del heterodimero RelA/p50 en el citoplasma
de la célula efectora. De otro lado, la interaccion sTWEAK/Fn14 favorece las
sefales de activacion no canonica del NFK-§3 a través del heterodimero RelB/p52.
Desde un punto de vista clinico, esta diferencia en la forma de activacion del NFK-
B no tendria un significado mayor, sin embargo, desde un punto de vista
inmunoldgico, las diferencias en el tipo de genes transcritos y el tipo de células del
sistema inmune reclutadas en el tejido diana son fundamentales. La activaciéon
candnica temprana del NFK-B (RelA/p50) favorece la sintesis y secrecion de la
proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1 (MCP-1), la quimiocina CCL5
(RANTES) y la quimiocina CXCL10 (IP-10). Este gradiente de quimiocinas permite
la infiltracion de macréfagos en los tejidos. De otro lado, la activacion no candnica
tardia del NFK-B (RelB/p52) favorece la sintesis de quimiocinas CCL2 y CCL21,
cuyo gradiente facilita la infiltracion de linfocitos T en los 6rganos diana 1 22), Esta
sefalizacion a través de TWEAK parece tener un rol especial en regeneracion

hepatica, ver figura 1 (23.24),
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Figura 1. Regulacién de la respuesta regenerativa mediante intercomunicacién celular mediada por
TWEAK. En la lesién hepatica, la proliferacion de células progenitoras hepéticas (HPCs) se induce
a través de la activacion de la via NFkB producida por células macréfagos/Natural Killer (NK) (25,

1.3 Laregeneracion hepéatica en el tejido hepatico lesionado

La regeneracion hepatica es una respuesta fisioldgica esencial posterior a la lesion
del tejido, en la que intervienen distintos estimuladores que incluyen: Factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), Factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
de crecimiento transformante alfa (TGF-a), potentes estimuladores de angiogénesis
como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y Factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). Ademas de la participacion de interleuquina 6 (IL-6) y
Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) como iniciadores en la preparaciéon de los
hepatocitos para la replicacion ).

Recientemente, se ha descrito la posible participacion del TWEAK en el proceso de

18



regeneracion hepatica, principalmente como un activador de la proliferacion de las
células progenitoras hepéticas y promotor de la migracion de las células estrelladas
a través de la via canonica NFK-B /MMP9, lo cual podria proporcionar una posible
base molecular de destino del TWEAK para el tratamiento de la enfermedad
hepatica 3 27), Posterior a una lesién hepatica, se observa inmediatamente una
intensa respuesta inflamatoria que se inicia con infiltracion de células del sistema
inmune y la liberacion de citoquinas y quimioquinas por parte de las células
inflamatorias @8, hechos que preceden a la reacciéon ductual la cual consiste en la
activacion y proliferacion de las células progenitoras hepéticas (HPCs), estas
dltimas son células de pequefio tamafio de aproximadamente 10 micras, con un
citoplasma muy escaso y un ndcleo grande ovalado que ocupa la mayor parte de
la célula, se caracterizan por su elevada capacidad proliferativa, son inmaduras y
poseen la facultad para diferenciarse tanto a hepatocitos como a colangiocitos °
30), Entre los factores que pueden estimular la activacion de las HPCs se encuentran
SDF-1y el TWEAK (23.24,31,32) g| cual se une a su receptor de superficie Fn14, el
complejo TWEK/Fnl14 influye positivamente en la respuesta de las HPCs a la
proliferacion, activando el NFK-B1 el cual también interviene activamente en dicho
proceso; estos factores inducen en las HPCs emergentes una intensa proliferacion
y expansion con direccion a la zona periportal. En esta fase cumplen un papel
importante el TGFa, FGF-1 y el HGF, el cual ejerce actividad mitogénica y protege
a las células progenitoras de la apoptosis inducida por el TGF- que actua como

regulador negativo (33.34),
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2. Justificacion

El higado graso de origen no alcohélico ha sido descrito como la enfermedad
hepatica del siglo XXI debido su alta prevalencia y avance hacia estados necro-
inflamatorios, de fibrosis, cirrosis y cancer hepatico. Esta hepatopatia representa
una gran carga econémica para los presupuestos destinados al servicio de sanidad,
por sus elevados costos asociados tanto directos como indirectos, ademas, sus
efectos adversos en la salud en la etapa mas productiva de la vida se traducen en
una limitante importante del desarrollo social y econdmico del pais; es de destacar
que en el plan de desarrollo departamental de Bolivar, se ha planteado incrementar
en un 30%, la cobertura de deteccion temprana y estudios de las enfermedades
cronicas no transmisibles y sus factores de riesgo, entre otras. Por tal razon, se
hace necesario investigar y profundizar desde el campo de la bioquimica y la
biologia molecular las vias de sefializacién celular involucradas en la regeneracion
de la masa hepética con aras de determinar posibles dianas terapéuticas que
contribuyan a un tratamiento efectivo, el cual a su vez se vea reflejado en el

mejoramiento de la calidad de vida de la poblacion afectada.

Recientemente, diferentes investigadores han propuesto la via de sefalizacion
TWEAK/Fn14 como un mitégeno directo para las células progenitoras hepaticas,
las cuales son las encargadas de repoblar el higado en caso de progresiéon de la
enfermedad hepatica grasa, sin embargo, ain no se ha elucidado en su totalidad el
rol de dicha via en el proceso regenerativo del higado, por tal motivo, es importante

realizar estudios tendientes a establecer el comportamiento molecular de la via de
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sefalizacion en cuestion, lo cual permitiria una mejor compresion desde el punto
de vista molecular del proceso regenerativo del higado afectado por la esteatosis.
Los resultados obtenidos de este estudio permitiran generar datos cientificos para
argumentar acerca de la vital importancia de la via de sefializacion TWEAK/fn14 en
el proceso de regeneracion hepética tras la lesion tisular, a su vez, se busca sentar
las bases para dianas terapéuticas que puedan ser usadas en el tratamiento

regenerativo del higado esteatosico.

Las investigaciones de la via de sefializacion TWEAK/Fn14 en el contexto de la
regeneracion hepatica posterior al dafio tisular ocasionado por la infiltracién lipidica
anormal han sido muy escasas las cuales se han llevado a cabo en modelos
animales o celulares y constatando que no se ha elucidado en su totalidad el rol de
dicha via en el inicio de la regeneracion hepatica, se hace necesario valorar si este
proceso de regeneracion por la via TWEAK/Fn14 da evidencias de activacion en
células hepaticas con esteatosis con el fin de postular posibles dianas terapéuticas
o0 mejorar las acciones terapéuticas conociendo el estado del proceso de
regeneracion del tejido. Por lo tanto, surge el siguiente interrogante: ¢ Cual es el
comportamiento molecular de la via de sefializacion TWEK/Fn14 en la regeneracion
del higado después del dafio tisular causado por la acumulacién anormal de lipidos

a nivel hepatico?
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general
Evaluar la via sefializacion TWEAK/fn14 en relacidn a la regeneracion hepatica en

condicion de dafio tisular causado por la acumulacion excesiva de lipidos.

3.2 Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas sociodemograficas y epidemiolégicas de los sujetos

de estudio.

e Describir las caracteristicas histopatoldgicas, ultraestructurales y de estrés

celular del tejido hepatico esteatdsico.

e Determinar expresion molecular de Fn14 y de TWEAK como indicadores de la

reaccion ductual en la regeneracion del tejido afectado.
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4. Trabajo experimental
Evaluacion de la via de sefalizacion TWEAK/fn14 y su implicacion en la
regeneracion de las células hepéticas con esteatosis.
Evaluation of the TWEAK/Fn14 signaling pathway and its involvement in the
regeneration of liver cells with steatosis

Romero D, Suarez A.

Resumen

Antecedentes: Las enfermedades hepaticas son consideradas un problema de
salud publica y muchas de estas, tal como la esteatosis del higado o también
llamada higado graso de origen no alcoholico (NAFLD), conllevan frecuentemente
a hepatocarcinoma gue es un cancer de alta mortalidad alrededor del mundo. En
las células hepaticas con esteatosis los procesos regenerativos se ven alterados;
de manera que el higado, que tiene un remarcable potencial de regeneracion como
se evidencia por la capacidad de regular su crecimiento y masa después de una
hepactectomia y por su recuperacion posterior a una lesién extensa se altera
totalmente. Una de las vias de sefializacion implicadas en los procesos de
regeneracion hepatica es la del TWEAK/Fn14, la cual ha sido propuesta como un
mitdégeno directo y selectivo para las células progenitoras hepaticas, sin embargo,
el papel de dicha via en la regeneracion del higado esteatdsico no ha sido elucidado
en su totalidad y los pocos estudios que se conocen han sido realizados solo en
modelos murinos y células cultivadas in vitro.

Objetivo. Evaluar la via sefalizacibn TWEAK/fn14 en relacion a la regeneraciéon

hepatica en condicion de dafio tisular causado por acumulacion excesiva de lipidos.
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Métodos. Se realizd un trabajo experimental, el cual consisti6 en un analisis
ultraestructural mediante microscopia electronica de transmision del tejido hepéatico
esteatosico y en la evaluacion de la expresion del TWEAK y su receptor Fnl4 en la
regeneracion de células hepaticas con esteatosis de pacientes del Hospital
Universitario del Caribe usando la técnica de inmunohistoquimica. Las muestras de
tejido se tomaron con previo consentimiento de los pacientes de la unidad de
patologia, realizadndose andlisis anatomopatologico con hematoxilina y eosina,
ademas se usaron marcadores HSP70 y HSP90 para determinar. Los datos
arrojados por este estudio fueron analizados mediante estadistica descriptiva y
fueron usadas las medidas de tendencia central, dispersion y las proporciones.

Resultados. Se determinaron como factores de riesgo mas frecuentes la
hipertension arterial (HTA), seguida de la Obesidad, y una poblacion
mayoritariamente representada por el género femenino, provenientes en su
mayoria de la zona urbana; la clasificacion histolégica de los tejidos en estudio
correspondi6 a esteatosis microvesicular y solo un 10.7% presenté signos de
necroinflamacion y de infiltrado predominantemente linfocitario. El analisis
ultraestrucutral a través de la microscopia electronica de transmision reveld un
aumento significativo de las gotas de lipidos a nivel citoplasmético y un aumento
del tamafio a nivel mitocondrial, presentando alguna de ellas inclusiones
paracristalinas. El analisis inmunohistoquimico del tejido hepatico esteatdsico
revel6 un alto nivel de expresion de las proteinas de choque térmico 70 y 90 en el

citoplasma y en algunos nucleos de los hepatocitos evaluados. Con relacién a la
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expresion proteica del TWEAK y su receptor Fnl4 en los hepatocitos fue positiva
presentando una reactividad notoria de la via TWEAK/fn14 en los tejidos de infiltracion
linfocitaria. Destacando posiblemente su importancia en el proceso de restauracion de la
masa hepatica posterior a un dafio en el parénquima hepético posiblemente por la
actuacion de las células progenitoras del higado. Conclusion. De acuerdo a los
resultados hallados en este estudio se definen con claridad los dafios a nivel celular
producidos por la esteatosis hepatica, evidenciados en las caracteristicas
ultraestructurales de los hepatocitos tales como ubicacion periferica de los nacleos
y agrandamiento de las mitocondrias, de igual modo, existe un proceso de estrés
celular a nivel del parénquima hepéatico afectado por la esteatosis. La expresion de
las citoquinas TWEAK y Fn14 en el tejido hepatico esteatdsico sugiere la posible
activacion de la via de sefalizacion TWEAK/Fn14 en la enfermedad hepatica grasa
de origen no alcohdlico, destacando su importancia en el proceso de restauracion
de la masa hepatica posterior a un dafio en el paranquima hepatico causado por la
infiltracion excesiva de lipidos posiblemente por la actuacién de las células
progenitoras del higado. Los factores de riesgo asociados a NAFLD como
hipertesion arterial, obesidad, dislipidemia y diabetes mellitus, los cuales hacen
parte del sindrome metabdlico podrian constituirse como detonantes en el inicio del
higado graso o en su progresion hacia estados de mayor severidad si dichos

factores persistenten de manera constante.

Palabras clave: NAFLD, TWEAK, FN14, Regeneracion
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Abstract

Background: Liver diseases are considered a public health problem and many of
these, such as steatosis of the liver or also called fatty liver of non-alcoholic origin
(NAFLD), frequently lead to hepatocarcinoma which is a cancer of high mortality
around the world. In liver cells with steatosis the regenerative processes are altered;
so that the liver that has a remarkable regeneration potential as evidenced by the
ability to regulate its growth and mass after a hepatectomy and its recovery after an
extensive injury is completely altered. One of the signaling pathways involved in the
processes of liver regeneration is that of TWEAK / Fnl14, which has been proposed
as a direct and selective mitogen for liver progenitor cells, however, the role of said
pathway in liver regeneration Steatosic has not been elucidated in its entirety and
the few studies that are known have been performed only in murine models and
cells cultured in vitro.

Objective. To evaluate the TWEAK / fnl14 signaling pathway in relation to liver
regeneration in tissue damage condition caused by excessive lipid accumulation.
Methods An experimental work was carried out, which consisted in an
ultrastructural analysis by means of transmission electron microscopy of the
steatosic liver tissue and in the evaluation of the expression of TWEAK and its Fn14
receptor in the regeneration of hepatic cells with steatosis from patients of the
University Hospital of the Caribbean, using the immunohistochemistry technique.
Tissue samples were taken with the prior consent of the patients of the pathology
unit, performing an anatomopathological analysis with hematoxylin and eosin, and

HSP70 and HSP90 markers were used to determine cell stress. The data obtained
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from this study were analyzed using descriptive statistics and measures of central
tendency, dispersion and proportions were used.

Results The most frequent risk factors were hypertension, followed by obesity, and
a population mainly represented by women, mostly from the urban area; the
histological classification of the tissues under study corresponded to microvesicular
steatosis and only 10.7% showed signs of necroinflammation and predominantly
lymphocytic infiltrate. Ultraestrucutral analysis through transmission electron
microscopy revealed a significant increase in lipid droplets at the cytoplasmic level
and an increase in size at the mitochondrial level, with some of them presenting
paracrystalline inclusions. Immunohistochemical analysis of steatotic liver tissue
revealed a high level of expression of heat shock proteins 70 and 90 in the cytoplasm
and in some nuclei of the hepatocytes evaluated. Regarding the protein expression of
TWEAK and its Fn14 receptor in hepatocytes, it was positive, showing a notable reactivity of the
TWEAK /n14 pathway in lymphocyte infiltration tissues. Possibly highlighting its importance in the
process of restoration of liver mass after damage to the liver parenchyma possibly due to the action
of liver progenitor cells.

Conclusion. According to the results found in this study, the damage at the cellular
level caused by hepatic steatosis evidenced in the ultrastructural characteristics of
hepatocytes, such as the peripheral location of the nuclei and enlargements of the
mitochondria, is similarly defined, process of cellular stress at the level of the hepatic
parenchyma affected by steatosis. The expression of the TWEAK and Fnl4

cytokines in steatotic liver tissue suggests the possible activation of the TWEAK /
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Fnl14 signaling pathway in fatty liver disease of non-alcoholic origin, highlighting its
importance in the process of restoring the hepatic mass after a damage in the
hepatic paranchy caused by excessive lipid infiltration, possibly due to the action of
the progenitor cells of the liver. The risk factors associated with NAFLD, such as
arterial hypertension, obesity, dyslipidemia and diabetes mellitus, which are part of
the metabolic syndrome, could constitute triggers in the onset of fatty liver or in its

progression towards more severe states, if these factors persist in a coasting.

Keywords: NAFLD, liver regeneration, TWEAK, Fnl14

Introduccién

El NAFLD se define como la presencia de esteatosis (macro o microvesicular) en
mas del 5% de los hepatocitos sin consumo significativo de alcohol (<20 gr
etanol/dia) y después de excluir otras causas de enfermedad hepatica © 39 .
Anormalidades en el metabolismo de los lipidos y carbohidratos, generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), peroxidacion lipidica, activacion de células
estrelladas o de Ito, liberacion anormal de citoquinas, son algunas de las
anormalidades que se presentan en esta patologia ©),

Una vez desarrollado la esteatosis, el higado es sensibilizado y, por lo tanto, la
respuesta inflamatoria puede acelerarse debido a una variedad de estimulos como
es el caso del estrés oxidativo, citoquinas pro-inflamatorias como el factor de
necrosis tumoral (TNF-a), la particion de lipidos alterados y hepatotoxicidad
mediada por los acidos grasos libres, colesterol anormal, hiperinsulinemia,

hiperleptinemia e hipoadiponectinemia -8, En la célula hepatica con esteatosis se
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observan lesiones histolégicamente afines a las inducidas por el alcohol, en
personas con un consumo del mismo muy escaso o nulo ©®. Los cambios
histoldgicos en las células esteatdsicas hepaticas son diversos, desde la presencia
de vacuolas grasas gigantes que desplazan al nucleo del hepatocito hacia la
periferia (representando acumulos de triglicéridos), hasta la cirrosis hepatica.
Puede ocasionalmente apreciarse también esteatosis microvesicular, que confiere
al hepatocito un aspecto espumoso, con el nicleo en el centro de la célula ©). Una
de las vias de sefalizacion activas en tejido hepatico con esteatosis que
recientemente parece tener un rol en regeneracion hepatica es la via TWEAK/Fn14.
El TWEAK es inicialmente sintetizado como una glicoproteina transmembrana de
tipo 1l con 249 aminoacidos. Presenta una region extracelular C-terminal que
comprende 206 aminoacidos, que esta formada por la region del tallo y un dominio
de homologia con un sitio potencial de N-glicosilacion; ademas, tiene un dominio
transmembrana formado por 25 aminoacidos y un dominio intracelular N-terminal
formado por 18 aminod&cidos, que contiene un sitio potencial de fosforilacion por la
PKC (9, Se ha visto que TWEAK contiene varias posibles secuencias de
localizacion nuclear y que el TWEAK expresado de manera enddgena podria entrar
en el nicleo celular®. Ademas, se ha identificado al TWEAK como una proteina
anclada a la membrana de monocitos humanos activados por interferén- y @2y en
células T CD4+ humanas. Sin embargo, al igual que la mayoria de los miembros de
la superfamilia de los TNF, puede sufrir un procesamiento proteolitico, dandolugar
a formas solubles biolégicamente activas ). EIl TWEAK sufre una protedlisis enla

region C-terminal por parte de unas proteasas de la familia de las furinas
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especificamente entre la Arginina 93y 105, lo que da como resultado una secuencia
de 156 aminoéacidos que puede funcionar como una citoquina soluble. Esta region
C-terminal es la responsable de la trimerizacion del ligando y la union al receptor,
por lo que el TWEAK soluble conserva la capacidad de interactuar con su receptor
Fnl14 y desencadenar las rutas de sefializacion asociadas a él 19, La sefializacion
TWEAK/Fn14 ha sido poco estudiada en el contexto del NAFLD en el ser humano.
Estudios en murinos a los cuales se les ha inducido lesiones hepéticas sugieren
que la funcién principal del TWEAK es iniciar la proliferacién ductual y la expansion
de las células progenitoras hepaticas a través de la activacion del NFK- (19.20) E|
objetivo de este estudio fue evaluar la via de sefializacibon TWEAK/fn14 en el

proceso de regeneracion de células hepaticas con esteatosis.

Materiales y métodos

La poblacién de estudio estuvo conformada por pacientes mayores de edad
adscritos al Hospital Universitario del Caribe en la ciudad de Cartagena, Bolivar,
Colombia. Descartando a aquellos pacientes que presentaron un consumo
excesivo de alcohol (20 g/dia para hombres y 10 g/dia para mujeres), ademas, a
mujeres con embarazo o con ingesta de anticonceptivos orales y de corticoides al
momento del estudio, de igual forma no se tuvieron en cuenta pacientes con
hepatitis viral, hemocromatosis y enfermedad de Wilson y que estuvieran bajo
tratamiento con medicamentos hepatotoxicos. Se incluyeron en el estudio aquellos
con diagnostico de esteatosis hepatica segun criterios clinicos y ecograficos
(ecografo SonoAce 8000 Live-Medison CO., Ltd.). Para la seleccion se tuvo en

cuenta la aceptacion voluntaria de participacion en el estudio de aquellos pacientes
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programados para biopsia hepatica por parte del cuerpo médico del hospital
Universitario del Caribe, la aprobacién de destinar una parte de la misma para la

investigacion, todo esto posterior a la firma de consentimiento informado.

Analisis histopatoldgico

Para describir las caracteristicas anatomopatologicas del tejido hepatico las
muestras de tejido se lavaron con solucion fisiologica estéril y fueron fijadas con
formaldehido tamponado al 10% para una posterior inmersion en parafina,
microdiseccion y tincidon con hematoxilina y eosina (HE), finalmente se observaron

en el microscopio Optico Leica DM500 evaluandose el grado de esteatosis.

Andlisis Ultraestructural (Microscopia electronica de Transmision)

Para llevar a cabo el proceso de microscopia electronica de transmision,
fragmentos de tejido hepatico se fijaron en glutaraldehido al 2,5% y solucién de
paraformaladehido al 4% en tampon fosfato 0,1 M (pH 7,3) durante 24 horas a
temperatura ambiente, se fijaron posteriormente en tetréxido de osmio al 1% en el
mismo tampon para 2 horas a temperatura ambiente. Después de un lavado en
agua destilada, el material se tifidé con solucion de acetato de uranilo al 0,5% en
agua durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, los fragmentos se
deshidrataron en series graduadas de acetona (50%, 70%, 90% y 100%) y se
incrustaron en resina Araldite®. Las secciones semifinas se tifieron con azul de
toluidina al 1%, mientras que las secciones ultradelgadas se tifieron con acetato de
uranilo y citrato de plomo y luego se analizaron mediante un microscopio electrénico

de transmision Philips CM100 en el Centro de Microscopia Electrénica del Instituto
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de Biociencias, UNESP, Botucatu. SP.

Andlisis de inmunohistoquimica para determinar la expresion de proteinas
implicadas en lareaccion ductual y en el proceso de estrés celular en el tejido
hepatico esteatdsico

Posterior al procesamiento histolégico el tejido hepético fue sometido a
desparafinacién, rehidratacién y tratamiento con tampén citrato 0,01 M (pH 6,0) en
un microondas de 500 W durante 15 minutos para lograr la recuperacion antigenica.
A continuacion, la ldmina con el tejido se dejé enfriar a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Luego se lavo en solucion salina tamponada con fosfato (PBS,
0,01 M, pH 7,3), la peroxidasa enddgena se bloque6 mediante tratamiento con 0,3%
de Perdxido de hidrogeno H202 en PBS durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Las secciones de tejido se enjuagaron luego con PBS cubriéndose con
Protein Block (SPD-125, Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring
Bioscience, Pleasanton, CA, EE. UU.) Durante 10 minutos a temperatura ambiente
para bloguear la tincion de fondo no especifica. Luego, se incubaron durante 2
horas a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos primarios: anti-
TWEAK y anti-Fn14, y anti-HSP70 Y HSP90 (dilucién 1: 300) (clon 5A5, ab2787,
Abcam® Inc., Cambridge, MA, EE. UU. Después de la incubacion con los
anticuerpos primarios, las secciones se analizaron con un sistema de deteccionde
antigeno inmunoenziméatico (SPD-125, Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection
System, Spring Bioscience, Pleasanton, CA, EE. UU.) De acuerdo con las
instrucciones del fabricante. EI cromégeno diaminobenzidine (DAB) desarrollé un

producto de reaccion marron para sefiales positivas. Finalmente, los portaobjetos
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se contratiieron ligeramente con hematoxilina de Harris. Se obtuvo un control
negativo omitiendo el anticuerpo primario. Las laminas fueron examinadas y

fotografiadas con un fotomicroscopio Leica DM5.

Andlisis estadistico

Fue iniciado a través del disefio de una base de datos en Excel Microsoft® office
2010, luego esta fue transportada al programa STATA® (Stata Corp. LP, College
Station, TX, USA). Para el andlisis descriptivo fueron usadas las medidas de

tendencia central, dispersion y las proporciones.

Resultados

La muestra del estudio estuvo conformada por 28 participantes, de los cuales 20
eran integrantes del género femenino (71.4%) y solo 8 pertenecian al género
masculino (28.6%) (Figura 2), el promedio de edad de los participantes fue de 42
afos (DE=12.24) en el cual la edad minima fue de 25 afios y la maxima de 73 afios,
el 93% provenian de la zona urbana, y solo el 7% de la zona rural. Fue posible
observar ademas algunas variables atropométricas que revelan un peso y una talla
promedio de 82.73 Kg y 1.63 m respectivamente, para un promedio de indice de

masa corporal igual a 30.08. Tabla 1.
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Figura 2. Participantes del estudio segun el género.

Al evaluar los posibles factores asociados con el desarrollo de NAFLD, se encontro
que el mas frecuente entre los participantes fue la hipertensién arterial con un
60.7% seguido de la obesidad con un porcentaje de 53.5. Finalmente, se
encuentran el padecimiento de dislipidemias y diabetes mellitus con un 46.4% y

25% respectivamente. (Figura 3).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y antropométricas de la poblacion de estudio

Total de participantes

n=28
Edad 42.0 (12.24)
Género
Masculino 28.6 (8)
Femenino 71.4 (20)
Procedencia
Urbano 93 (26)
Rural 7 @)
Medidas
antropométricas
Peso
Talla 812_6733
IMC (kg/m?) 30.08

El peso fue medido en Kg y la Talla en metros. Los datos de edad y de medidas antropométricas se representan como media
+ desviacion estandar, mientras que género y procedencia en porcentajes (%).
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Figura 3. Factores de riesgo para NAFLD en la poblacién estudiada

Andlisis anatomohistopatoldgico de tejido hepatico con esteatosis

La clasificacion histoldgica de los tejidos en estudio correspondié a esteatosis
microvesicular y solo un 10.7% presentaron signos de necroinflamacién y de
infiltrado predominantemente linfocitario, sus caracteristicas se describen en la

Figura 4.

Figura 4. Corte histolégico de higado de pacientes con esteatosis de origen no alcoholico tefiido con
Hematoxilina y eosina, las flechas indican infiltrado inflamatorio de predomino linfocitico. B y C Se
aprecian hepatocitos con citoplasma claro y presencia de vacuolas micro y macrovesiculares. A
observacion realizada a 10x, B, C y D se observaron a 40x.
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Ultraestructura de células hepaticas con esteatosis

La microscopia electrénica de transmision utilizada en este estudio muestra la
morfologia de los hepatocitos afectados por esteatosis microvesicular, detallandose
en ellos la ultraestructura de sus componentes nucleares y citoplasmaticos,

evidenciados en la figura 5.

Figura 5. Microfotografia electrénica de hepatocitos con inclusiones de gotas lipidicas, L: lipido M:
membrana celular, Mi: mitocondria, N: nicleo, P: peroxisoma.
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El microscopio electrénico revel6 un aumento significativo de las gotas de lipidos y
un leve aumento en la cantidad de reticulo endoplamastico liso en la matriz
citoplasmica, pero no hay ningan cambio de reticulo endoplasmico rugoso (RER)y
se observan mitocondrias con diferentes formas y tamafios e inclusiones

paracristalinas (flechas).

Inmunoreactividad con marcadores de estrés celular

El andlisis inmunohistoquimico del tejido hepatico esteatdsico reveld un alto nivel
de expresién de las proteinas de choque térmico 70 y 90 en el citoplasma y ndcleo
de los hepatocitos evaluados. Ademas, se puede observar la infiltracién lipidica en
el tejido hepético una evidencia de la condicion patolégica del higado graso de

origen no alcohdlico. Estos hallazgos apuntan hacia el incremento del estrés celular

en esta condicion clinico patoldgica.

Figura 6. Secciones histolégicas de higado esteatdsico representando estrés celular por la
inmunolocalizacién de HSP70 y HSP90. A, Seccion histolégica de higado graso presentado como
control negativo, al cual no se le adicioné anticuerpo primario. B, Inmunorreactividad a HSP 70 en el
citoplasma y los nucleos de las células hepaticas. C, Células hepéticas positivas para el marcador
de estrés celular HSP90. En las secciones B y C, se observa claramente depdsitos de lipidos a nivel
de citoplasma.
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Andlisis inmunohistoquimica TWEAK Fn14 en tejido hepético esteatdsico

En la figura 7 se muestra la expresion de la citoquina TWEAK y de su receptor Fnl14
en el tejido hepatico esteatdsico. La expresion de estas proteinas en el tejido
hepatico afectado por la acumulacion de lipidos fue localizada en el citoplasma de
lo hepatocitos, presentando una mayor intensidad en la reactividad para Fnl4 en

comparaciéon con su ligando TWEAK.

Figura 7. Inmunotincidn positiva representativa de la proteina A TWEAK vy del receptor Fn14 B en
tejido hepético esteatdsico mediante IHQ.

La tincidbn con hematoxilina y eosina se utilizé para observar la morfologia general
de las muestras de higado (Figura 4). El analisis inmunohistoquimico revelé que la
proteina TWEAK fue apenas detectable en todas las muestras de higado. De
acuerdo con estos hallazgos de inmunotincion, el Fnl4 se detect6 fuertemente en
las muestras de tejido con infiltracion linfocitaria, y se localizoé principalmente en

hepatocitos de la zona portal y en otras partes del I6bulo hepético. Se
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produjo una mayor tincion de Fnl4 en muestras de higado de sujetos obesos
biopsiados con esteatosis que presentaron infiltracion de leucocitos

polimorfonucleares.

Discusion

La enfermedad de higado graso de origen no alcohdlico, es extensamente
estudiada alrededor del mundo por ser un problema de salud publica alarmante.
Asi, su creciente prevalencia a nivel global y el riesgo de un incremento aun mayor
por trastornos como la obesidad, la diabetes y en general el sindrome metabdlico y
su progresion hacia estados necroinflamatorios, de fibrosis y en algunos casos el
desarrollo de hepatocarcinoma, hace relevante la evaluacion a nivel molecular de
citoquinas involucradas en el proceso de regeneracion de la masa hepatica y que
ademas aporten mayor informacion acerca de mecanismos que subyacen en esta
condicion patolégica.

En este estudio se seleccionaron participantes con diagnostico ecografico de
NAFLD y se determinaron algunas patologias relacionadas con el desarrollo de
higado graso, es asi como se encontré con relacion a las caracteristicas
sociodemogréaficas una mayor proporcion del género femenino con un 71,4%, lo
cual concuerda con investigaciones realizadas a nivel nacional e internacional que
identifican al género femenino como el mas tendiente al padecimiento de cada uno
de los componentes del sindrome metabdlico #7239, De este modo, la tendencia al
padecimiento de sindrome metabdlico en las mujeres permitiria explicar el mayor

desarrollo del NAFLD en el género femenino, tal como ha sido descrito en otras
39



investigaciones desarrolladas en el pais “9. En contraposicion algunos estudios
epidemioldgicos sugieren que el padecimiento de NAFLD es mas comun en

hombres (1. 42)
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En cuanto a la procedencia mayoritariamente del area urbana (93%), también corresponde
con lo descrito en investigaciones llevadas a cabo en China, India y en algunos paises de
Latinoamérica, en las que la urbanizacién ha incrementado significativamente la frecuencia
de trastornos como la diabetes mellitus, la obesidad, la dislipidemiay la HTA, posiblemente
debido a la adopcion de habitos de vida poco saludables como la dieta rica en grasas y
carbohidratos, el sedentarismo y el estrés, habitos que explicarian de igual forma el IMC

promedio igual a 30.08 hallado entre los participantes en este estudio 4347,

De forma general, en este estudio hubo predominio de sujetos con estado nutricional de
obesidad, lo cual concuerda con lo hallado por Trimifio et al 2011 y por Uzcategui et al
2008, “8. 49) destacando que la obesidad, la diabetes mellitus y la dislipidemia (triglicéridos
y/o colesterol elevados) son los factores que con mayor frecuencia se asocian al desarrollo
de NAFLD ©9, Es necesario recalcar que la obesidad esta correlacionada con prevalencia
y severidad de NAFLD; asi también lo demuestran recientes estudios americanos, donde
la prevalencia de obesidad- severidad NAFLD fue de 23,5% en hombres y 29,7% en
mujeres 1, Ademas, se conoce que el aumento del indice de masa corporal incrementa el
riesgo de padecer dicha hepatopatia, por ello el aumento de grasa corporal tiene gran
importancia en la actualidad desde un punto de vista celular, bioguimico y clinico, pues el
adipocito es considerado un tejido endocrino con capacidad de secrecion de sustancias
potencialmente téxicas, como el factor de necrosis tumoral, la resistina, la leptinay los
acidos grasos, que pueden inducir resistencia a la insulina, la cual posee un papel central

en la aparicion del higado graso®?. Asimismo, la hipertension fue la
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enfermedad asociada mas frecuente, o que correspondid con los hallazgos de
Lambis et al ®Y en una poblacion del caribe colombiano. Los factores de riesgo
asociados a NAFLD identificados en pacientes que acudieron al servicio de Higado
y vias Biliares del Hospital Universitario del Caribe (Cartagena — Colombia) fueron
HTA, Obesidad, Diabetes mellitus y dislipidemia, en concordancia con loreportado
en diversas guias clinicas y estudios que describen asociacion entre dichos factores
y una mayor propension al padecimiento de NAFLD ¢2-54) | Estos hallazgos resultan
ademas relevantes debido a que dichos padecimientos asociados acentlan la
severidad y progresion de NAFLD. Es de resaltar que en Cartagena y en general
en Colombia no se cuenta con estadisticas oficiales referentes a NAFLD, por lo
tanto los datos epidemiol6gicos manejados se basan en la literatura internacional.
Se dispone ademas de pocos estudios acerca de la patologia, que en su mayoria
al igual que nuestra investigacion se han desarrollado en poblaciones de consulta
hospitalaria, por lo tanto se desconoce la real magnitud de la enfermedad de higado
graso no alcohdlico en poblacién ambulatoria - asintomatica, y la prevalencia en

nuestra poblacion general podria estar siendo subestimada (“9).

Frente a los resultados hallados por medio del andlisis ultraestuctural, se pudo
constatar que en los hepatocitos con esteatosis existia deposicion anormal de
lipidos tanto en los espacios intersticiales como en la parte citoplasmatica de los
hepatocitos, dando a conocer una irregularidad en los procesos de biosintesis y
eliminacion de moléculas de triacilglicerol 5 56), Esta acumulacion lipidica en forma
de vesiculas a nivel de los hepatocitos era el causante del desplazamiento del

nucleo hacia la periferia celular que en en algunos casos aparecia muy proximo a
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la membrana plasmética, ocasionando asi la llamada esteatosis macrovesicular,
por el contrario, cuando las moléculas lipidicas se estructuraron en pequefios
depdsitos en diferentes areas del citoplasma se constaté la denominada esteatosis
microvesicular lo cual también fue observado en la histopatologia ©7- %8). Se ha
descrito que sujetos con progresion de la enfermedad hepatica grasa presentan
alteraciones en la sintesis y secrecion de las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) lo que a su vez favorece la oxidacion lipidica y el dafio oxidativo de los
hepatocitos 9. En algunas mitocondrias de los hepatocitos esteatdsicos se
costataron anomalias estructurales como agrandamiento de dicha organela e
inclusiones paracristalinas lo cual puede ser consecuencia de los productos
derivados de la peroxidacion lipidica que a su vez alteran la funcion mitocondrial y
la ultraestructura de dicha organela, produciendo actividad reducida de los
complejos de la cadena respiratoria, fosforilacion oxidativa deficiente, menor
capacidad para sintetizar ATP descenso en la concentracion del ATP intracelular y
dafio a nivel del material genético mitocondrial, estas anormalidades a nivel
mitocondrial también fueron halladas en el estudio realizado por Sanyal et al 2001
los cuales a su vez asociaron la progresion de la enfermedad de higado graso con
la presencia de anormalidades a nivel mitocondrial ©9). Investigaciones en pacientes
con NAFLD han descrito que las mitocondrias son grandes, se encuentran
hinchadas, presentan escasez de crestas y, frecuentemente, inclusiones
paracristalinas. Estos mismos cambios se han encontrado en diversas miopatias
mitocondriales asociadas a alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial

(CRM) (60.61) Defectos en estas organelas indican que la funciéon de
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las mitocondrias, ademas de su morfologia, esta alterada en los pacientes con

NAFLD (©2),

Referente a la expresion de las proteinas de choque térmico 70 y 90 (HSP) las
cuales dieron positivas en el tejido hepético esteatdsico, se puede afirmar que su
expresion se dio de manera constitutiva debido al microambiente celular y en
respuesta al estrés celular propio de la esteatosis hepética. En el contexto
fisiolégico, las proteinas HSP juegan un rol importante en el mantenimiento de la
homeostasis celular bajo condiciones normales, como en condiciones de estrés.
Bajo condiciones normales, las HSP tienen influencia en la sintesis, transporte y
degradacion de proteinas; mientras que bajo condiciones de estrés, actian como
moléculas chaperonas. Algunos trabajos han establecido el papel de la Hsp70 en
la prevencion de la apoptosis, debido a que protege contra los radicales libres de
oxigeno , asi como contra la citotoxicidad del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) 63, La proteina de choque térmico 70 (HSP70) ha sido propuesta como un
marcador diagnostico de ndédulos hepatocelulares en el higado cirrético y en las
fases iniciales del hepatocarcinoma ©4. HSP70 es una chaperona molecular
esencial y se activa en respuesta al estrés y la proteccion de supervivencia celular.
Esta proteina se encuentra estrechamente controlada por factor transcripcional de
choque 1 (HSF-1), estudios recientes han indicado que HSF-1 es un determinante
clave en la progresion del cancer y el aumento de su expresion promueve la
invasion y la metastasis del hepatocarcinoma % %) por tal razon, se ha sugerido
que HSF1 y HSP70 estan involucrados en la facilitacion del desarrollo del cancer

hepatico ©7). Por otro lado, Wheeler et al 2014 constataron la respuesta de choque
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térmico a través de la sobreexpresion de HSP70 y HSP90 en el tejido hepético de
modelos murinos con esteatosis hepatica inducida y en lineas celulares hepéticas,
observando que la sobreexpresion de HSP90 aumentaba la acumulacion de lipidos
neutros, los resultados de estos autores muestran que HSP90 juegan un papel
importante en el desarrollo de NAFLD, lo cual abre nuevas vias para la prevencion

y el tratamiento de esta enfermedad altamente prevalente (©68),

Finalmente, ante una lesion hepdtica causada por la acumulacion excesiva de
lipidos, el higado responde iniciando una respuesta inflamatoria, lo que permite la
accion dual de la resolucién de dicha lesion, a través del inicio de la regeneracion
del tejido lesionado que comprende la activacion y diferenciacion de las células
progenitoras hepaticas. Se ha descrito que el TWEAK junto a su receptor de
superficie el Fn14 interviene de manera importante en la activacion y proliferacion
de las HPCs y en la restauracion de la masa hepética posterior a un dafio de los
hepatocitos ?. En este sentido, los resultados hallados en la expresion de las
citoquinas TWEAK y Fnl14 en el tejido hepatico lesionado por la esteatosis son
importantes, ademas, se encontré que la expresion de la citoquina TWEAK y su
receptor Fn14 detectada mediante inmunohistoquimica se localiza principalmente
en la membrana celular del epitelio hepatico y se encontaron reguladas
positivamente, la frecuencia mas alta de células TWEAK y de su receptor fueron
halladas en los hepatocitos alrededor de la zona del area portal, lo cual concuerda
con los estudios realizados por Wilhelm et al 2016 donde detectaron a través de
IHQ niveles elevados de TWEAK en el tejido esteatdsico de pacientes mientras que

la expresion de dicha citoquina en tejido hepatico normal fue débil y limitado a la
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region portal ®9 ., Ademas, cabe destacar que la expresion de Fnl4 se detect6 de
manera mas fuerte en aquellos tejidos donde existié infiltrado linfocitario lo cual
puede estar relacionado con la severidad y progreso de la esteatosis y con la
posible activacion y prolifieracion de células progenitoras del higado, las cuales
suelen aparecer en la zona portal diferenciandose a hepatocitos, estos resultados
son similares a los obtenidos por karaka et al 2014 donde se afirma que la
intensidad de la expresion de Fnl4 es paralela a la respuesta progenitora y fibrética

(24, 25)

En la lesion hepética se ha descrito que la funcion principal de TWEAK parece ser
la de iniciar la proliferacion ductual y la expansion las HPCs mediante la activacion
de la sefalizacion de NFkB@% 20, La hiperplasia ductual se ha observado en
higados de modelos murinos que sobreexpresan TWEAK bajo el control del
promotor a1-antitripsina especifico del higado, lo que demuestra la capacidad de la
sefializacion TWEAK, para iniciar la expansion ductual de forma aislada 3. Se ha
propuesto que la sefalizacion TWEAK/Fnl14 aparte de su papel relevante en la
regulacion de la expansién de las HPCs, afecta tanto a las respuestas inflamatorias
como a la cicatrizacion del higado a través de la intercomunicacion celular 2. A
través de interacciones entre las HPCs y el sistema inmune, la modulacion de las
HPCs por el TWEAK puede actuar para mejorar la respuesta inflamatoria en el sitio
de regeneracion, reforzando asi la expansion de las células progenitoras hepaticas.
Del mismo modo, se ha sugerido que las interacciones de las HPCs con con las
células estrelladas hepéaticas (HSCs) a través de la sefializacidén de linfotoxina beta

(LTB) también pueden promover el reclutamiento de leucocitos en

46



el sitio de la lesién, amplificando la respuesta fibrogénica del higado®. En
consecuencia, la sefalizacion TWEAK puede ser una "llave" importante con laque
se puede modular el panorama de la lesion hepatica. Debido a la falta de ausencia
clara de la activacion de las células progenitoras hepaticas, la modulacion de la
sefalizacion TWEAK/Fn14 puede reflejar su participacion en el manejo de la
proliferacion de los hepatocitos en lugar de activar las HPCs tal como lo describio
Karaka et al 2014?23, Por lo tanto, se propone que las terapias dirigidas a la
sefalizacion TWEAK en la lesion hepatica pueden ser utiles en la reduccion de la
gravedad de la fibrosis a través de su doble accién en los compartimentos
inflamatorios y mediante la modulacién de las HPCs y las HSC. Al hacerlo, es
posible disminuir la progresiéon de la enfermedad esteatdsica a fibrosis, cirrosis y la
insuficiencia hepatica, asi como limitar el posible entorno pro-tumorigénico

existente en el nicho regenerativo que soporta las HPCs.

Conclusion

De acuerdo a los resultados hallados en este estudio se definen con claridad los
dafios a nivel celular producidos por la esteatosis hepatica evidenciados en las
caracteristicas ultraestructurales de los hepatocitos tales como ubicacion periférica
de los nucleos y agrandamientos de las mitocondrias, de igual modo, existe un
proceso de estrés celular a nivel del parénquima hepatico afectado por la
esteatosis. La expresion de las citoquinas TWEAK y Fnl4 en el tejido hepatico
esteatdsico sugiere la posible activaciéon de la via de sefalizacion TWEAK/Fn14 en

la enfermedad hepética grasa de origen no alcohdlico, destacando su importancia
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en el proceso de restauracion de la masa hepética posterior a un dafio en el
parénquima hepatico causado por la infiltracion excesiva de lipidos posiblemente
por la actuacion de las células progenitoras del higado. Los factores de riesgo
asociados al NAFLD como hipertension arterial, obesidad, dislipidemia y diabetes
mellitus los cuales hacen parte del sindrome metabdlico podrian constituirse como
detonantes en el inicio del higado graso o en su progresion hacia estados de mayor

severidad esto si dichos factores persistente de manera constante.
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ANEXOS

Anexo 1 CONSENTIMIENTO INFORMADO
DONACION DE MUESTRA DE TEJIDO HEPATICO

NOMBRE DEL PACIENTE: _ EDAD: SEXO:
NOMBRE DEL REPRESENTANTE O ACOMPANANTE:
NOMBRE DEL MEDICO: Fecha: [ [ IN=%

MARCO LEGAL:

- Resolucién N°008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.

- Pautas Eticas Internacionales para la investigacion y experimentacion Biomédica en Seres
Humanos, Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) en
colaboracién con la Organizacién Mundial de la Salud, Ginebra 2002.

OBJETIVO:

Solicitar su autorizacion escrita para la donacion gratuita de la muestra de Tejido hepético, con el fin
de utilizarla en investigacion Bioquimica y de Biologia Molecular, en el laboratorio de Investigacién
Bioguimica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Cartagena. Estos estudios de
investigacién, tienen como principal finalidad la blsqueda de biomarcadores moleculares
relacionados con la enfermedad de higado graso de origen no alcohdlico para de esta manera poder
aportar a futuro bases para el diagnéstico eficaz de dicha enfermedad.

TOMA DE MUESTRA:

La muestra de tejido hepético se obtendra por un pequefio corte en el 6rgano, en el momento que
el paciente esté en el proceso quirdrgico (Laparoscopia) y sera realizada por el Médico Cirujano
encargado de la intervencién programada, en los quiréfanos del Hospital Universitario del Caribe,
ubicado en Zaragocilla, Cartagena de Indias- Colombia.

La cirugia laparoscépica es una técnica que evita el hacer una incisiéon grande, al realizar una o
pocas incisiones pequefias. El cirujano utiliza instrumentos especiales como una pequefia camara
de video iluminado, tijeras y pinzas, que se pasan a través de las incisiones, los cuales son
removidos al finalizar y posteriormente son cerradas las incisiones con suturas reabsorbibles. Asi
pues, luego de recolectar la muestra hepéatica en las condiciones adecuadas que eviten su deterioro,
se transporta al Laboratorio de Investigacién Bioquimica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cartagena, para almacenarla finalmente hasta su procesamiento.

RIESGOS:

Es posible que durante o después del procedimiento se presenten efectos adversos como
hemorragia, infeccion o en su defecto fracaso en la obtencién de la muestra. No obstante todo esto
se lleva a cabo por el personal capacitado y con las medidas mas rigurosas de bioseguridad y
asepsia propias de una sala de cirugia. Cabe resaltar que éste 6rgano tiene la particularidad de
regenerar sus tejidos por lo que este pequefio corte representa un riesgo minimo para el paciente.
DECLARACION:

Yo, , himero de identificacion , Y en representacion
de (si aplica), declaro que se me ha explicado claramente el procedimiento,
tengo la facilidad de plantear interrogantes y la libertad de acceder o no a otorgar mi consentimiento.
Autorizo la donacién de tejido hepatico, para el proyecto de investigacion relacionado con esto, y en
el uso pleno de mis facultades fisicas y mentales sin coaccion ni mediacidn violenta alguna,
conociendo la naturaleza, propésito, inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio, declaro:
Haber sido informado de manera objetiva, clara y sencilla por los investigadores de todo lo

concerniente al proyecto de investigacion.
Me queda claro que mi participacién en el proyecto antes mencionado, consiste en donar

voluntariamente una muestra de tejido hepético.
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Que tanto la muestra donada como la informacién suministrada seran utilizados para el presente y
futuros proyectos de investigacion.

Que se ha garantizado total confidencialidad relacionada con la identidad y resultados del proyecto
antes mencionado, asi mismo que estoy de acuerdo con su uso con fines académicos.

Que mi participacion no implica riesgo para mi salud y el proyecto no tiene repercusion ambiental ni

me genera costo adicional

Firma Médico Firma Paciente (si aplica) Firma Representante
O acompafiante

Contacto: Amileth Suarez Causado, Laboratorio De Investigacién Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Cartagena,
asuarezcl@unicartagena.edu.co tel. 6698176 Cel. 301-324-0462

Anexo 2 Microfotografias de hepatocitos con esteatosis
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Anexo 3 Histopatologia de hepatocitos con esteatosis micro y macrovesicuolar
observados al microscopio 6ptico 10x y 40x
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